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Wvykaz stosowanych skrotow:

ABA — kwas abscysynowy

ABS/CSm — absorpcja energii w przeliczeniu na wzbudzong powierzchnie fotosyntetyzujacej
probki i na chlorofil, w czasie zero (t=0) lub w czasie FM (M)

ATP — adenozyno-5’-trifosforan

cDNA — komplementarny kwas deoksyrybonukleinowy (ang. complementary DNA)
COBORU -— Centralny Osrodek Badania Odmian Roslin Uprawnych

CSm — wzbudzana powierzchnia fotosyntetyzujaca

DI1o/CSm — rozpraszanie cieplne energii wzbudzenia przez PSII w przeliczeniu na wzbudzong
powierzchnig fotosyntetyzujacej probki

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy

dUTP — 2’- deoksyurydyno-5’-trifosforan

dNTP — deoksyrybonukleotydy trifosforanowe

ET — ewapotranspiracja

ETo/CSm — transport elektronéw przez PSII fotosyntetyzujacej probki

gDNA — genomowy DNA

GTP — guanozyno-5’-trifosforan

HPLC - wysokosprawna chromatografia cieczowa

IAA - kwas indolilo-3-octowy

JA — kwas jasmonowy

KAT - katalaza

KIN - kinetyna

LCO - lipo-chito-oligosacharydy

MRNA-poli(A) — matrycowy RNA z ,,ogonem” sktadajagcym si¢ z wielu nukleotydéw
adeninowych

MTN — masa tysigca nasion

Nod — gen nodulacji (powstawania brodawek korzeniowych w wyniku infekcji bakterii
symbiotycznych z rodzaju Rhizobium)

oligo-dT — starter ztozony z 12-18 deoksytymidyn

POX — peroksydaza niespecyficzna (pula peroksydaz)

ppw — petna pojemnos¢ wodna

PSII — fotosystem I

RC — centrum reakcji
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RC/CSm — zageszczenie aktywnych centrow reakcji PSII redukujacych plastochinon Qa
w przeliczeniu na wzbudzong powierzchnie fotosyntetyzujacej probki

RFT — reaktywne formy tlenu

RNA — kwas rybonukleinowy

RT-gPCR - ftancuchowa reakcja polimerazy w czasie rzeczywistym przeprowadzona
na matrycy z cDNA uzyskanego w wyniku reakcji odwrotnej transkrypcji

RWC — relatywna zawarto$¢ wody

SA — kwas salicylowy

SOD - dysmutaza anionorodnika ponadtlenkowego

TOP — topolina (cytokinina)

TRo/CSm — przeptyw przechwytywanej energii wzbudzenia przez PSII w przeliczeniu na
wzbudzong powierzchnie fotosyntetyzujacej probki

ZEA — zeatyna (cytokinina)

ZEN — zearalenon, toksyna produkowana przez grzyby z rodzaju Fusarium
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1. Wprowadzenie

Soja zwyczajna jest gatunkiem, ktorego nasiona sg cenne ze wzgledu na zbalansowany
sktad aminokwasow. Bialko soi jest wykorzystywane w przemys$le spozywczym oraz jako
niezb¢dny dodatek do pasz dla zwierzat hodowlanych. Krajowa uprawa soi ze wzgledow
glownie klimatycznych, (krotki okres wegetacji w stosunku do wymagan tego gatunku),
nie pokrywa zapotrzebowania na ten produkt. Fakt ten powoduje koniecznos¢ kosztownego
importu biatka sojowego z innych krajow. Z punktu widzenia gospodarczego, nalezatoby
zwigkszy¢ krajowg produkcje soi, W celu zaspokojenia potrzeb rynku spozywczego
i hodowlanego. Wigkszy areal uprawy soi wymaga odpowiedniego doboru odmian tego
gatunku, dostosowanych do danego regionu pod wzglgdem dtugosci okresu wegetacyjnego,
optymalnej ilosci opadow i zakresu temperatur.

W niniejszej pracy przeprowadzono szereg doswiadczen, majacych na celu
sprawdzenie, czy w obliczu zachodzacych zmian klimatycznych jest mozliwa uprawa $rednio
p6znych i pdéznych odmian soi w warunkach polskiego klimatu. Soja jest gatunkiem
cieptolubnym, wrazliwym na przygruntowe przymrozki wystepujace w okresie wiosennym
i jesiennym. Ponadto, soja jest ro$ling krotkiego dnia. Waznym zatem elementem uprawy soi
jest dobranie odpowiedniego terminu siewu. W przypadku kazdego regionu nalezy
przeanalizowaé $rednie temperatury i sume¢ opadéow. W pracy podjeto tez temat
wykorzystania biostymulatoréw, w celu zwigkszenia tolerancji soi na okresowa suszg
I zwigkszenie plonu nasion. Do uprawy ros$lin stragczkowych stosuje si¢ czgsto szczepionki
zawierajgce bakterie z rodzaju Rhizobium. W doswiadczeniach wykorzystano kilka
szczepionek Bradyrhizobium japonicum od réznych producentow, w celu sprawdzenia czy
réznig si¢ one w oddziatywaniu na ro$liny pod wzgledem wigzania wolnego azotu,

plonowania, a takze tagodzenia stresu suszy.
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2. Hipotezy badawcze

W pracy postawiono trzy hipotezy badawcze:

1) Zmiany klimatyczne zachodzace rowniez w warunkach Polski, polegajace m.in.
na coraz czgsciej obserwowanych dtugich i cieptych jesieniach, umozliwiajg uprawe pdznych
odmian soi, stosujac pdzniejszy termin siewu, oraz, ze wzgledu na okresowe wysokie
temperatury wiosna, istnieje mozliwos$¢ wezesniejszego siewu tych odmian.

2) Biostymulatory i szczepionki Bradyrhizobium japonicum tagodza skutki suszy,
w roslinach soi uprawnej i zwigkszaja plon nasion.

3) Inokulacja nasion soi szczepionkami z Bradyrhizobium japonicum pochodzacych od
réznych producentow wpltywa na zroznicowanie liczby brodawek korzeniowych oraz
na wielko$¢ plonu nasion soi uprawnej poprzez rézny udziat azotu pobieranego z powietrza,

w stosunku do azotu pobranego z gleby.

3. Cel pracy

Hipotezy badawcze weryfikowano na podstawie wynikow uzyskanych w czterech

doswiadczeniach realizujacych cztery gtéwne cele badan.

Doswiadczenie 1. Zbadanie, czy mozna uzyska¢ w warunkach polskiego klimatu plon nasion
soi uprawnej przy wczesniejszym i pozniejszym terminie siewu od zalecanego przez tworcoOw

odmiany.

Doswiadczenie 2. Ocena wptywu takich stymulatorow, jak ASAHI SL, metanol,

rozpuszczalny krzem i zearalenon, na plonowanie soi uprawne;j.

Doswiadczenie 3. Przebadanie wplywu szczepionek Bradyrhizobium japonicum,
pochodzacych od réznych producentow, na plonowanie soi uprawnej, takze w warunkach

suszy glebowej.
Doswiadczenie 4. Zbadanie ekspresji genéw Nod, warunkujgcych powstawanie brodawek

korzeniowych soi uprawianej w obecno$ci szczepionek bakteryjnych, pochodzacych

od réznych producentow.

10
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4. Przeglad literatury

4.1. Opis botaniczny soi uprawnej

Rosliny straczkowe zajmujag w krolestwie roslin trzecie miejsce pod wzgledem
liczebnosci gatunkow. Rodzina Fabaceae (bobowate) obejmuje okoto 19 500 gatunkéw, ktore
stanowig 7% wszystkich roslin kwitngcych [Raj 2022]. Jednym z gatunkow tej rodziny jest
soja uprawna (Glycine max L.), ktéra od tysigcy lat uprawiana byta glownie jako pasza dla
zwierzat. Pochodzaca z Chin 1 Azji Wschodniej soja, z biegiem lat zostala udomowiona,
aulepszenie sktadu chemicznego nasion poprzez hodowlge 1 nowoczesne systemy
agrotechniczne spowodowaly, ze obecnie stata si¢ jedng z najczesciej uprawianych roslin
na swiecie [Anderson 2019].

Gatunek soja uprawna (Glycine max L.), inaczej owlosiona lub warzywna, dzieli si¢
w zalezno$ci od miejsca pochodzenia na cztery podgatunki: mandzurski, japonski, chinski
oraz indyjski. W Polsce uprawia si¢ odmiany nalezace do pierwszego, wymienionego
podgatunku.

Soja nalezy do ro$lin jarych, jednorocznych. Okres wegetacji wynosi zazwyczaj
120-130 dni, w zaleznosci od warunkow $rodowiskowych. Nasiona kietkuja epigeicznie,
czyli nad ziemig. Soja wytwarza palowy system korzeniowy. Od gtéwnego korzenia odchodzi
duzo mniejszych korzeni bocznych. Gléwna bryla korzeniowa sigga maksymalnie 25 cm
w glab podloza. Soja jest rosling, ktora zyje w symbiozie z bakteriami Bradyrhizobium
japonicum. Nasiona soi sa drobne, owalne, W kolorze zottym. Po wysiewie pojawiaja si¢
liscienie, a nastgpnie dwa pojedyncze liscie o charakterystycznym jajowato-eliptycznym
ksztalcie, zwane zarodkowymi. W pdzniejszym OKresie pojawiajg si¢ naprzemianlegle liScie
tzw. wlasciwe, ktore skladaja si¢ z trzech mniejszych listkow (Fot. 1). Wyglad lisci
wlasciwych jest cecha zmienng. Najwigksze liScie z calej rosliny zazwyczaj wystepuja
na srodku pedu gtownego. W zaleznosci od warunkéw uprawy oraz odmiany, dtugos$¢ todygi
soi moze wynosi¢ od 30 do 100 cm, a nawet wiecej. Lodyga jest sztywna, owlosiona 1 posiada
liczne rozgalezienia. Soja wytwarza zazwyczaj biate, ale czasami rowniez fioletowe, drobne
kwiaty, ktore zebrane sa w grona do 25 kwiatow o budowie charakterystycznej dla roslin

bobowatych. Na calej dlugosci todygi powstaja owtosione straki [Jasinska i Kotecki 2003].

11
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Fot. 1. Pokroj czesci nadziemnej rosliny soi uprawnej [autor: A. Szczerba]

4.2. Wymagania klimatyczne i glebowe soi

Sposrod wszystkich roslin straczkowych soja ma najwicksze wymagania glebowe
i cieplne [Grzesiak i in. 1996]. Jest rosling dnia krétkiego oraz cieptolubng. Najlepiej rosnie
na obojetnych glebach zyznych kompleksow pszennych w trzecim roku po oborniku
[Pawlowski 1 in. 1990, Boros 2002]. Jest wrazliwa na przymrozki, a zatem jej siew jest
uzalezniony od warunkow klimatycznych danego rejonu i zazwyczaj wypada w okresie
od kwietnia do poczatku maja. Jest to gatunek bardzo wrazliwy na brak wody podczas
kietkowania, kwitnienia oraz zawigzywania stragkow [Jasinska i1 Kotecki 2003; Kapusta 2012],

jednakze w pozniejszej fazie rozwoju, ze wzgledu na rozwinigty system korzeniowy dobrze

12
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znosi susze, a owlosienie ro$lin zmniejsza transpiracj¢ [Jasinska 1 Kotecki 1993].
W warunkach klimatycznych Polski soja powinna by¢ uprawiana glownie w czgsci
potudniowo-wschodniej i potudniowo-zachodniej. Wymaga bardzo starannej uprawy gleby.
Wedlug COBORU typy odmian soi dzieli si¢ na bardzo wczesne, wczesne, Srednio-
wczesne, $rednio-pdzne, pozne i bardzo pdézne. COBORU zaleca poszczegdlne odmiany

do uprawy w konkretnych rejonach (Rys. 1).

POMORSKIE
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Rys. 1. Odmiany soi zalecane do uprawy w konkretnych regionach Polski [COBORU 2022 -
https://coboru.gov.pl/Publikacje_ COBORU/IB/LOZ_bobowate_2021.pdf ]

Obecnie na rynku dostgpna jest szeroka gama odmian soi, dzigki ktorej rolnik moze
dobra¢ odmian¢ odpowiedniga do konkretnego regionu o danym przebiegu temperatur,
opadow 1 dhlugosci okresu wegetacyjnego. DO najczesciej wybieranych odmian nalezg
»Abelina”, ,Malaga”, ,Merlin” i ,,Petrina”. Ponizej przedstawiono krotka charakterystyke
tych odmian.
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,»Abelina” — odmiana zarejestrowana w 2016 roku, nalezy do grupy odmian $rednio-
wczesnych, sprawdza si¢ w uprawie w calej Polsce. Charakteryzuje si¢ bardzo dobrym
wczesnym wigorem wzrostu oraz tolerancja na chiéd. W doswiadczeniach COBORU z lat
2014-2018 odmiana ta wykazata rekordowo stabilne i wysokie plony. Nasiona ,,Abeliny”
zawieraja duzg ilos¢ biatka i thuszczu. Odmiana ta posiada wysoko osadzone najnizsze straki,
co utatwia zbior kombajnem. Szczegdlnie polecana jest do uprawy w wojewodztwie $laskim,
opolskim i wielkopolskim [hotfarm.pl].

,Malaga” — jedna z pdznych odmian soi 0 dlugim okresie wegetacji, co pozwala na
uzyskanie wysokich plondéw. Idealna do uprawy na terenie potludniowej Polski.
Charakteryzuje si¢ najwyzsza MTN (Masa Tysigca Nasion), duza liczba strgkéw na roslinie
i wysokim potencjatem plonowania. Nasiona zawieraja wysoka zawarto$¢ tluszczu
[hotfarm.pl].

,Merlin” — odmiana bardzo wczesna, zarejestrowana w Unii Europejskiej juz w 1997
roku. Nadaje si¢ do uprawy na terenie catej Polski ze wzgledu na wysoka odpornos¢ na
niekorzystne warunki termiczne. Charakteryzuje si¢ szczegdlnie wczesnym wigorem Oraz
tolerancja na chtdd, co warunkuje wysoki i stabilny plon. Odmiana ta posiada tez doskonala
zdolno$¢ do regeneracji w przypadku uszkodzen spowodowanych ztymi warunkami
atmosferycznymi lub powstalych w wyniku zerowania zwierzat. ,,Merlin” idealnie nadaje si¢
dla producentéw, ktérzy dopiero zaczynaja uprawia¢ soj¢. Nieodpowiednia praktyka
agrotechniczna nie powoduje spowolnienia rozwoju ro$lin i mniejszego plonu. Polecana do
uprawy w wojewodztwie matopolskim, opolskim, podkarpackim oraz zachodniopomorskim
[saatbau.pl].

,Petrina” — odmiana zarejestrowana jako bardzo poézna, ,,schodzi” z pola w trzeciej
dekadzie wrzesnia. Wytwarza biate kwiaty i zotte nasiona. Daje wysoki plon, a nasiona sg
bogate w bialko. Odmiana ta charakteryzuje si¢ odpornosciag na choroby i wyleganie.
Najlepiej rosnie na glebach S$rednich 1 lepszych, przewiewnych, o pH zblizonym do
obojetnego. ,,Petrina” znajduje si¢ na liscie odmian zalecanych do uprawy w wojewodztwie

opolskim [agrokol.pl].

4.3. Wymagania wodne soi

Waznym parametrem agrometeorologicznym, ktory okresla potencjalne mozliwosci
parowania wody z gruntu jest ewapotranspiracja wskaznikowa (ET). Obejmuje ona parowanie

wody z komorek roslinnych czyli transpiracje Oraz ewaporacje — parowanie z gruntu.
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Transpiracja jest waznym procesem, poniewaz plon jest liniowo zwigzany z ilo$cig wody,
jaka przeptywa przez rosling w czasie wzrostu. Wptyw na wskaznik ET ma promieniowanie
stoneczne, temperatura powietrza, wilgotno$¢ wzgledna oraz wiatr.

Roéznica pomiedzy ewapotranspiracja wskaznikowa a opadem w danym czasie
wskazuje na potencjalny niedobor lub nadmiar opadow. Zuzycie wody zmienia si¢ w ciggu
sezonu w zalezno$ci od warunkoéw pogodowych.

Wymagania wodne soi uprawnej zalezne s3 od odmiany oraz jej klasy wczesnosci,
atakze od gleby, warunkéw pogodowych w czasie okresu wegetacji i terminu Wysiewu.
Wymagania te wahajga si¢ pomiedzy 360 a 600 mm w czasie roku
[http://crops.missouri.edu/irrigation, Kranz i in. 2012]. Najwazniejszym czasem uprawy dla
soi, krytycznym ze wzgledu na wymagania wodne, jest okres od poczatku kwitnienia do
wypelniania nasion. Brak w tym okresie wystarczajacej ilosci wody, moze znacznie wplynac

na zmniejszenie plonow.

4.4. Znaczenie uprawy soi w Polsce

Soja uprawna nalezy do jednych z najstarszych, a zarazem najbardziej warto§ciowych
pod wzgledem rolniczym ro$lin na $wiecie [Boczar 2016]. Ze wzgledu na duza zawarto$¢
bialka w nasionach (35 do 42%), charakteryzujacego si¢ wysoka wartoscig biologiczna,
stanowi cenne Zrodto pokarmu dla ludzi oraz zwierzat [Stawinski 2016; Kalinowski 2018].

Polska znajduje si¢ w strefie klimatycznej umiarkowanej, co powoduje, ze warunki
srodowiskowe utrudniajg uprawe soi. Rowniez panstwa sasiadujace z Polska maja problem
Zuprawg tego gatunku na skale, ktéra zaspokoilaby zapotrzebowanie na biatko roslinne
w Europie Srodkowej [Augustynska i in. 2019]. Niewystraczajaca ilos¢ biatka paszowego
pochodzacego z roslin stragczkowych, w Polsce i innych krajach Unii Europejskiej sprawia,
ze konieczne jest zwigkszenie importu $ruty i nasion roslin bobowatych z innych krajow,
produkujacych je na wigksza skale. Ma to miejsce szczegdlnie w przypadku soi, a konkretnie
sruty sojowej, jednakze jej import generuje dodatkowe koszty. Ministerstwo Finansow
podato, ze w sezonie 2016/2017 import $ruty sojowej do naszego kraju wyniost 2283,4 tys.
ton, gtownie z Argentyny [Rynek pasz 2018].

Powoduje to uzaleznienie Polski od innych krajow, zaréwno UE, jak i dalszych, ktore
poprzez rézne ograniczenia prawne nadajg ksztatt handlowi miedzynarodowemu.

Komplikacje na §wiatowym rynku rolnym i spozywczym powodujg czesto trudnosci

w pozyskaniu biatka pochodzenia roslinnego z zagranicy. Wytyczne UE $cisle okreslaja
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jednak, ze w przypadku produkcji drobiu i trzody chlewnej wymagane jest biatko
pochodzenia roslinnego i zwierzgcego, dlatego tak wazne jest, aby Polska zapewnita sobie
bezpieczenstwo w zakresie dostatecznej ilosci biatka paszowego [Czekata 2016]. Mogloby to
nastgpi¢ poprzez intensyfikacje produkcji, zwigkszenie areatu oraz zastosowanie zabiegdw
agrotechnicznych, pozwalajacych na efektywna uprawe soi w warunkach klimatycznych

naszego kraju [Swiecicki i in. 2007].

4.5. Symbioza z bakteriami z rodzaju Rhizobium i opis szczepionek bakteryjnych

stosowanych w uprawie roslin straczkowych

Rosliny z rodziny Fabaceae sg zdolne do wytwarzania brodawek korzeniowych, ktore
sa efektem molekularnej interakcji rosliny z odpowiednimi szczepami rizobidow, przy czym
kazdy gatunek ro$liny tworzy symbioze z innym szczepem bakterii glebowych [Graham
i Vance 2003]. Symbioza stwarza mozliwo$¢ wigzania azotu atmosferycznego, ktorego
zredukowana forma jonu amonowego jest dostepna dla roslin, co pozwala ograniczy¢
nawozenie ich nawozami azotowymi i ma korzystny wptyw na $rodowisko [Gawetl 2011;
Gretel i in. 2011]. Symbioza pomie¢dzy roslinami straczkowymi, a rizobiami to reakcja
charakteryzujaca si¢ wysoka swoistoscia oddziatywania na wszystkich etapach interakcji,
zaczynajac od infekcji bakteryjnej przez rozwdj brodawek, az po wigzanie azotu [Wang i in.
2012]. Noduliny to bialka syntetyzowane w korzeniach roslin bobowatych w wyniku infekcji
bakteriami z rodzaju Rhizobium [Tylman i Kowalczyk 2012].

Powstanie brodawek to proces wymagajacy aktywnego zaangazowania zarowno
ro$liny—gospodarza, jak i kompatybilnych rizobiéw. Caly proces rozpoczyna si¢ poprzez
wydzielanie przez rosling do ryzosfery zwigzkow o charakterze fenolowym. Sg to gltéwnie
flawonoidy, ktore wychwycone przez bakterie nitryfikacyjne aktywuja ekspresje czynnika
transkrypcyjnego NodD, ktory z kolei aktywuje ekspresje genow nodulacji (Nod), czyli
brodawkowania (Rys. 2) [Oldroyd i in. 2009].

Czynniki Nod sa lipo-chito-oligosacharydami (LCO) syntetyzowanymi przez rizobia
i dzialajg jako czgsteczki sygnatowe w poczatkowych etapach inicjacji symbiozy z roslinami
bobowatymi [Long 1996]. Biatkami receptorowymi wigzacymi czynniki Nod sa blonowe
receptorowe kinazy biatkowe, zawierajace zewnetrzng domene kinazowa LRR (leucine rich
repeat). W roslinach soi kinazy typu LRR-RLK z cytoplazmatyczng domenag serynowo-
treoninowej kinazy biatkowej sa kodowane przez geny NORK (NODULATION RECEPTOR

KINASE), co skutkuje inicjacjg ztozonej kaskady sygnatowej, ktora ostatecznie prowadzi do
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powstania brodawek [De Mita i in. 2007; Tylman i Kowalczyk 2012]. Fasola pospolita
kontroluje liczb¢ brodawek poprzez wbudowany mechanizm sygnalizacji, znany jako
autoregulacja nodulacji (AON - Autoregulation of Nodulation), w ktorym posrednicza
hormony peptydowe zwane CLAVATA/ESR-related (CLE) [Mufioz-Azcarate i in. 2017].
W soi AON obejmuje sygnalizacj¢ na duze odlegtosci, wymagajaca interakcji peptydow CLE
INDUCED RHIZOBIA (RIC1/RIC2) z kinaza receptora autoregulacji brodawkowania
(NARK — NODULE AUTOREGULATION RECEPTOR KINASE) w liSciu, a nastgpnie
zahamowaniem powstawania brodawek poprzez wytwarzanie indukowanego azotanami
peptydu CLE (kodowanego przez gen NIC), ktory oddziatuje z NARK w korzeniu [za Muioz-
Azcarate i in. 2017].

Gen NIC1 silnie kontroluje metabolizm azotanéw w procesie nodulacji. Gen ten dziata
lokalnie, hamujac powstawanie brodawek w zalezno$ci od ekspresji NARK [Jeudy et al. 2010;
Reid et al. 2011]. Geny kodujace noduliny ulegaja swoistej ekspresji w brodawkach korzeni
ro$lin straczkowych podczas symbiozy z bakteriami z rodzaju Rhizobium [Legocki i Verma,
1980]. Geny te zostaly wyizolowane z wielu ro$lin straczkowych [Delauney i Verma, 1988],
ale do tej pory najszerzej scharakteryzowano je w soi. Sklonowane geny koduja noduliny
o0 znanych funkcjach: leghemoglobing, urykaze Il (nodulina-35), syntetaze glutaminy (GS)
oraz syntetaze sacharozy (nodulina-100) [Bergrnann i in., 1983, Lee i Verma, 1984,
Thummler i Verma, 1987]. Nodulina-26 jest blonowym kanatem jonowym bakteroidu, jednak
funkcje wigkszosci izolowanych gendéw noduliny pozostaja do wyjasnienia, a wiele
sklonowanych gené6w nodulin identyfikuje si¢ wylacznie na podstawie ich mas
czasteczkowych [Delauney i Verma, 1988, Verma i Delauney, 1988].

Substancje powstajace w wyniku dziatania czynnikéw Nod mogg by¢ stosowane jako
stymulatory roélin, potencjalnie zwigkszajac biomase i jako$¢ plonu roslin uprawnych
[Kidaj 2011; Oldroyd i in. 2011; Wang i in. 2012]. Wynikiem symbiozy jest obustronna
wymiana substancji pomi¢dzy rosling bobowatg, a kompatybilnymi rizobiami [Martyniuk
2008, 2012]. Azot atmosferyczny w wyniku wielu procesow przeksztalcany jest

W przyswajalng forme¢ azotu amonowego [Gage 2004; Ferguson 2013].
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Rhizobium

wlosnik

;' koreniowy ﬂawonoidy —_— NodD —_— geny NOD

~

brodawka korzeniowa =2 N2 + 8H" = 8¢ + 16ATP nitrogenaza 2NH3 + H2 + 16ADP + 16Pl
—

Rys. 2. Schemat symbiozy zachodzacej pomigdzy korzeniami rosliny z rodziny bobowatych
a bakteriami z rodzaju Rhizobium [wedtug Laranjo i in. 2014]; (ATP — adenozynotrifosforan,
ADP — adenozynodifosforan, Pi — reszta kwasu ortofosforowego, NH3z — amoniak):

A. roslina wydziela flawonoidy, ktore aktywuja u bakterii synteze czynnikow NodD (regulator transkrypcji
wspolnych genow NOD),

B. czynniki Nod sa specyficznymi biatkami, ktore utatwiaja odnalezienie gendw rozpoznawanych przez
specyficzne receptory rosliny, a to powoduje tworzenie nici infekcyjnej i rozwdj brodawki korzeniowej,
ktora zasiedlajg bakterie symbiotyczne,

C. wewnatrz brodawki bakterie przeksztalcaja si¢ w bakteroidy, ktore redukujg N», zaopatrujac rosling

w przyswajalne dla niej formy azotu (NH3 lub glutaming) [Laranjo i in. 2014].

Kazdy gatunek roslin straczkowych posiada swoj ,,wspotpracujacy” szczep bakterii.
Wynika to z tego, iz brodawki rdéznig si¢ migdzy soba anatomicznie i fizjologicznie.
W przypadku soi sg to bakterie Bradyrhizobium japonicum, ktore powoduja wytwarzanie
brodawek typu zdeterminowanego w wyniku rozrostu, a nie podziatu komodrek znajdujacych
si¢ w korze zewnetrznej korzenia [Stasiak i1 in. 2016]. Liczba brodawek jest zalezna od
stadium rozwoju ro$liny. Zaraz po wykietkowaniu nasion pojawiaja si¢ na korzeniu pierwsze
brodawki, ale proces przyswajania azotu rozpoczyna si¢, gdy roslina wytworzy pierwszg lub
druga pare trojlistkow. Wedlug Alves i in. [2003] najwigksza mozliwa liczba brodawek

powstaje na etapie tworzenia si¢ nasion w strakach. Przeciwnego zdania jest Gabrys$ [2002],
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twierdzac, ze bakterie asymilujg azot atmosferyczny najintensywniej na poczatku kwitnienia.

Symbioza bakterii brodawkowych z roslinami z rodziny bobowatych to wazny proces,
ktory wchodzi w sktad wielu reakcji zwigzanych z obiegiem azotu w przyrodzie. Umozliwia
ro$linom wzrost na glebach ubogich w ten pierwiastek. W ostatnich latach obserwuje sie
zainteresowanie wykorzystaniem substancji wytwarzanych przez czynniki Nod w stymulacji
wzrostu 1 rozwoju roslin, zwlaszcza, gdy warunki uprawy sg niekorzystne a rosliny narazone
sg na stresy, na przyktad na susze [Atti i in. 2005].

Szczepionki bakteryjne sg powszechnie stosowane w uprawie roslin na catym $wiecie,
rowniez w Polsce. Powstaja na bazie réznych szczepéw drobnoustrojow. Nosnikiem
mikroorganizméw moze by¢ perlit, zmielony torf lub wegiel brunatny [Martyniuk 2009].
Wytworzone w ten Sposob preparaty sa wykorzystywane do otoczkowania nasion roslin
bobowatych, co jest duzym ulatwieniem przy wprowadzaniu duzej liczby bakterii
bezposrednio do strefy korzeniowej siewek roslin. Wigksza ilo$¢ rizobiéw w glebie zwicksza
szanse bakterii brodawkowych na nawigzanie skutecznej symbiozy z rosling. Roslina
stragczkowa zapewnia bakteriom optymalne warunki wzrostu oraz jest dla niej zrodlem wegla,
a te w zamian dostarczajg ro$linie przyswajalne formy azotu [Martyniuk 2011].

W Polsce Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju Wsi dopuszcza do obrotu preparaty
mikrobiologiczne, ktore zawierajg bakterie symbiotyczne, speiniajace wymogi procedury
rejestracyjnej. Obejmuje ona doktadne dane dotyczace sktadu, opisu procesu produkcyjnego
i sposobu stosowania produktu. Obowiazkowe jest takze przedstawienie wynikow
doswiadczen laboratoryjnych 1 polowych, ktore potwierdzajg skuteczno$¢ rejestrowanego
biopreparatu w praktyce. Z tego powodu, szczepionki bakteryjne sa biopreparatami
o0 sprawdzonej efektywnosci 1 dobrej jakosci po wzgledem mikrobiologicznym [Martyniuk
2011; Sobiczewski 2011]. Obecnie rolnicy maja do dyspozycji szeroki wybor szczepionek
bakteryjnych dla roslin bobowatych, po ktore che¢tnie siegajg, poniewaz oprocz zwigkszenia
plonu pozwalaja prowadzi¢ zréwnowazone 1 ekologiczne rolnictwo, ktére nie wymaga
sztucznego nawozenia azotem [Zamtynska 1 in. 2020]. Dostepne na rynku biopreparaty to
m.in.: HiStick® Soy, Nitroflora, Nitragina Biofood, Nitragina IUNG, Nitraza, Rhizobium
Bio-Gen, Mikroflor czy Agrarius.
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4.6. Lagodzenie efektow stresowych na plonowanie soi

4.6.1. Reakcje roslin na wplyw stresow srodowiskowych

W naturalnym $rodowisku rosliny narazone sg na abiotyczne i biotyczne stresy
srodowiskowe, wplywajace na ich wzrost 1 rozwdj [Wiedner 2015]. Stresy abiotyczne
wywotywane sg przez czynniki chemiczne i fizyczne. Nalezg do nich miedzy innymi
niekorzystna temperatura, zasolenie podtoza, brak lub nadmiar wody, stabe lub silne
promieniowanie oraz jony metali cigzkich. Stresy biotyczne powstaja na skutek dziatania
czynnikow pochodzacych z przyrody ozywionej, czyli szkodnikow, patogendéw lub roslin
pasozytniczych [Wiedner 2015]. Stresy biotyczne odpowiedzialne sg za 10 — 20% strat
w rolnictwie §wiatowym [Kreps i in. 2002], natomiast az 80 — 90% powierzchni upraw
Swiatowej gospodarki uprawnej narazonych jest na czynniki pochodzenia abiotycznego
[Cramer i in. 2011].

Naturalne  $rodowisko rodlin  sprzyja dzialaniu niekorzystnych  czynnikow
srodowiskowych. Pojecie stresu okreslane jest jako bodziec, ktory dziala na organizm,
wywolujac znaczace zmiany fizyczne oraz strukturalne. Dochodzi do zaburzen Ilub
zahamowania prawidtowego funkcjonowania organizmu rosliny [Jones 1989; Mahajan i in.
2005]. Reakcja roslin dzieli si¢ na:

e faze alarmu — w tym czasie nastgpuje destabilizacja strukturalna i funkcjonalna

komorek, ktora uniemozliwia prawidtowe funkcjonowanie organizmu,

e faze odpornosci (hartowanie) — uktad si¢ stabilizuje,

e faze wyczerpania (czynnik stresowy trwa zbyt dlugo i w zbyt silnym natgzeniu) —

nastgpuje nieodwracalne uszkodzenie komorek, a w konsekwencji $mier¢ rosliny

[Larcher 2003].

Zasadnicza wigkszos$¢ stresow przyczynia si¢ do wzrostu poziomu reaktywnych form
tlenu (RFT), cytozolowych jonéw Ca?" oraz aktywacje kaskady kinaz [Dodd i in. 2010;
Jaspers i Kangasjirvi 2010; Rodriguez i in. 2015]. Stresy abiotyczne powoduja zmiany stezen
takich hormondéw, jak kwas jasmonowy, abscysynowy, salicylowy oraz etylen [Vahtera
i Brosche 2011]. Uniwersalna odpowiedZ rosliny na stres ma zwigzek z tzw. odporno$cig
krzyzowa, co oznacza, ze jeden stres moze powodowal wzrost odpornosci na inny
niekorzystny czynnik [Gasch 2007].

W ostatnich latach szczegdlng uwage poswieca si¢ badaniom majagcym na celu

zminimalizowanie, a nawet likwidacje niekorzystnego dziatania stresu $rodowiskowemu na
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ro§liny. Na podstawie wielu badan okre$lono substancje, ktore wykazuja dziatanie
antystresowe dla rosliny. Nalezg do nich fitohormony, biostymulatory i biopreparaty takie jak
nawozy, srodki ochrony oraz szczepionki bakteryjne. Fitohormony sg substancjami
organicznymi, ktore w niewielkich ilosciach wspomagajg lub hamuja procesy fizjologiczne
np.: tworzenie korzeni, kietkowanie lub starzenie si¢ roslin [Matysiak 2009]. Biopreparaty
wptywaja na jako$¢ i wielko$¢ plonu, stymuluja rozwdj rosliny oraz poprawiaja odpornos¢
rosliny na czynniki stresowe. Preparaty pochodzenia biologicznego pozwalaja ograniczy¢
nawozenie sztucznymi nawozami oraz ilo$¢ opryskow chemicznych. Jest to bardzo istotne
w zréwnowazonej gospodarce i wspiera ochrong $rodowiska przyrodniczego [Zamtynska
2020].

Lagodzenie dziatania stresow w roslinach jest wazna kwestiag, ktora wynika nie tylko
Z postepu technologicznego w rolnictwie, ale réwniez ze wzgledu na potrzebg poprawy
jakosci roslin uprawianych w réznych warunkach srodowiskowych [Tester i Laugridge 2010].
Dzigki takiemu rozwigzaniu, rolnicy moga réwniez wykorzystywa¢ do uprawy roslin gleby
gorszej klasy [Gisladotti 1 Stocking 2005]. W celu ztagodzenia stresu u roslin niezbegdne jest
doktadne poznanie fizjologicznych i metabolicznych mechanizmow, ktore sa uruchamiane
w celu uzyskania ,,plastycznosci” fenotypowej. Skutkuje to ograniczeniem uszkodzen oraz
zdolnos$cig do przetrwania wielu niekorzystnych warunkow wzrostu, ktore czesto sie na siebie

naktadajg [Urano i in. 2010; Debnath i in. 2011; Zivy i in. 2015].

4.6.2. Rola fitohormonow w reakcji odpornosciowej na stresy

Fitohormony to substancje wytwarzane przez ro$liny, ktore kontroluja wzrost i rozwoj
komorek. Stuzg w percepcji bodzcow ze srodowiska rosliny oraz biorg udzial w transdukc;ji
sygnatow zachodzace] pomigdzy komorkami. Wytwarzane s w mtodych tkankach oraz
merystemach, a nastgpnie transportowane do miejsc docelowych. Ilo$¢ i miejsce pojawienia
si¢ fitohormonow w roslinie zalezne jest takze od czynnikow $rodowiskowych [Davies 2004;
Opik i Rolfe 2005].

Ros$liny wyksztatcity mechanizmy, ktére sg w stanie unika¢ lub tolerowaé czynniki
stresowe. Unikanie stresu polega na przystosowaniu fizjologicznym do aktualnych warunkéw
rozwojowych lub modyfikacje morfologiczne, majace na celu zwigkszenie tolerancji na stres.
W czasie suszy rosliny sg w stanie przejs¢ w stan anabiozy lub np. akumulowa¢ substancje
ochronne oraz uruchomi¢ mechanizmy, ktére sg w stanie naprawi¢ lub modyfikowac

mechanizmy metaboliczne [Plazek 2004].

21



22:2499426559

Poszczegdlne hormony sa intensywniej produkowane, gdy ro$lina wzrasta
w niekorzystnych dla niej warunkach stresowych. Na przyklad, w czasie niedoboru wody
obserwuje si¢ zwigkszony poziom kwasu abscysynowego (ABA) oraz indolilo-3-octowego
(IAA) [Kende i Zeevart 1997]. Kwas abscysynowy nazywany jest hormonem stresu,
poniewaz obserwuje si¢ wzrost jego stezenia w warunkach niekorzystnych dla roslin np.
takich jak zaciemnienie, susza czy podtopienie roslin [Milborrow 2001; Ikegami i in. 2009;
Khandelwal i in. 2010]. Przy niedoborze wody, ABA powoduje zamknigcie szparek,
€O ogranicza kolejne straty wody, zwigkszajac tym samym odporno$¢ rosliny na inne stresy
srodowiskowe [MacRobbie 2000; Li i in. 2000; Zhou i in. 2005].

Udziat w reakcjach zwigzanych ze stresem roslin bierze takze kwas jasmonowy i jego
pochodne (jasmoniany). Zwiazki te przekazuja sygnal migdzy aktywowanym receptorem,
a czynnikami transkrypcyjnymi, kontrolujacymi ekspresje genow odpowiedzialnych za rekcje
odpornosciowg rosliny na dany czynnik stresowy [Berger 2002, Wilmowicz i in. 2012;
Jankiewicz 2003].

Duze znaczenie w ochronie roslin przed stresem abiotycznym przypisuje si¢ kwasowi
salicylowemu (SA). Zwigksza on tolerancje ro$lin na rézne szkodliwe bodzce ptynace ze
srodowiska. W przypadku wystapienia suszy, SA indukuje wzrost stezenia auksyn w roslinie.
Wykazano, ze hormon ten w warunkach stresowych dla rosliny powoduje zwickszenie masy
pedow 1 korzeni ro$lin. Pod jego wplywem zwigksza si¢ rowniez zawarto$¢ chlorofilu
w lisciach oraz potencjal osmotyczny i stosunek jonéw K*/Na® [Kaydan i in. 2007].
Udowodniono réwniez wplyw kwasu salicylowego na regeneracje pakoéw kwiatowych
I tworzenie si¢ bulw [Handro i in. 1997].

Cytokininy to kolejna grupa hormonoéw roslinnych, ktéra mimo, Ze stabo zbadana pod
katem odpowiedzi na stres, wykazuje cechy hormonéw ,stresowych”. Hormony te
wzmacniaja odpowiedz obronng rosliny za posrednictwem szlaku przekazywania sygnalu
indukowanego kwasem salicylowym [Arqueso i in. 2012; Choi i in. 2010, 2011; Hwang i in.
2012]. Wykazano, ze indukcja syntezy cytokinin spowodowana infekcja powoduje
akumulacje fitoaleksyn np. skopoletyny i kapsidiolu. Fitoaleksyny to niskoczasteczkowe
zwiazki syntetyzowane w ramach reakcji obronnych rosliny, gltéwnie na stresy biotyczne
(Tiku 2020). Niewatpliwie, cytokininy biorg udziat w reakcjach obronnych roslin, jednakze
molekularny mechanizm ich dziatania pozostaje nadal niejasny. Zagadnienie dodatkowo
komplikuje fakt ich zroznicowanego poziomu w roslinach nalezacych do réznych gatunkow
[Grosskinsky 1 in.. 2011]. Hormonami, ktére reguluja odpowiedZ ro§liny na stres,

a szczegoOlnie stres suszy, sg takze gibereliny [Kohli 1 in. 2013; Wani 1 in. 2016; Ullah 1 in.
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2018]. Wzmozony metabolizm oraz $ciezki sygnalowe fitohormonow obserwuje si¢ takze
przy obnizonej wilgotnosci w glebie oraz po ustgpieniu suszy [Wang i in. 2011; Yuan i in.

2011; Hu i Yu, 2014; Skubacz i in. 2016; Ju i in. 2019].

4.6.3. Biostymulatory stosowane w uprawie roslin

Obecnie w rolnictwie wykorzystuje si¢ wiele substancji stymulujacych, w celu
poprawy jakosci 1 wielko$ci otrzymanego plonu. Stymulatory moga by¢ pochodzenia
naturalnego, jak i wyprodukowane poprzez syntez¢ chemiczng. Stosowane sg preparaty, ktore
maja juz wieloletniga tradycje, a takze nowe, oparte na nowoczesnych procesach
technologicznych. Lista dostepnych na rynku biopreparatow jest nadzorowana przez Panstwo,
gdyz ich zastosowanie wigze si¢ z uwalnianiem ich do $rodowiska [Matyjaszczyk 2015].
W literaturze polskiej i zagranicznej ,biostymulator” oznacza preparat pozytywnie
wplywajacy na rozwoj roslin uprawnych, ale nieposiadajacy dzialania nawozowego
[Gawronska 2008]. Biostymulatory stymuluja Synteze¢ naturalnych hormonéw oraz aktywuja
niektore szlaki metaboliczne roslin. Nie biorg natomiast czynnego udzialu w regulowaniu
proceséw zyciowych [Maksymowicz 2016]. Regulacja procesow fizjologicznych u ro$lin
przyczynia si¢ do regeneracji roslin po ustaniu stresu [Michalski i in. 2008].

Na rynku dostgpnych jest kilka substancji o charakterze stymulujacym wzrost roslin.
Jedng z nich jest stosowany w ogrodnictwie 1 rolnictwie ASAHI SL [Pusz i1 Plaskowska
2008]. Preparat ten sktada si¢ ze zwigzkoéw fenolowych takich jak orto— i para—nitrofenolan
sodu oraz 5-nitrogujakolan sodu. Zwigzki te maja wplyw na wzrost i rozwoj roslin [Stowinski
2004, Kozak 2009].

Inng substancjg o stymulujagcym dzialaniu jest zearalenon (ZEN). Zwigzek ten jest
substancjg pochodzenia endogenicznego, wytwarzang przez grzyby z rodzaju Fusarium.
Wiele badan donosi tez, ze jest to substancja o charakterze hormonalnym [Wang i Meng
1990]. Pod wzgledem chemicznym jest to lakton kwasu 6 - (10 — hydroksyl — 6 — okso - Al —
trans - undecenylo) - B - rezorcylowego (Rys. 12). Zearalenon jest nazywany inaczej F2
toksyng produkowang na przyktad przez Fusarium graminearum. Toksyna ta o dzialaniu
estrogennym wywoluje wiele zaburzen chorobowych ukladu rozrodczego zwierzat
hodowlanych, ktore karmione s3a pasza porazong tym grzybem. Czasteczka ZEN jest
,elastyczna”, poniewaz moze przyjmowac réozne konformacje przestrzenne. Dzieje si¢ tak za
sprawg tylko jednej grupy karbonylowej 1 jednego wigzania podwdjnego, co powoduje, ze jest

ono wysoce nasycone [Biesaga-Koscielniak 2001]. Szereg badan s$wiadczy o tym,
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ze zearalenon ma rowniez charakter hormonalny. Wptywa na wzrost i rozwdj roslin m.in.
poprzez zwigkszenie aktywnosci a-amylazy i B-glukozydazy w kietkujacych nasionach
kukurydzy oraz stymulacje powstawania zawigzkow wegetatywnych pedéw w tkankach
kalusowych [Mirocha i in. 1968, Vinello i Macri 1978]. Stosowanie tego zwigzku jako
substancji stymulujacej wzbudzato kontrowersje spowodowane obawami, czy wprowadzanie
tej toksyny do $rodowiska jest bezpieczne. Badania prowadzone przez Biesage-Kos$cielniak
i Filek [2010] oraz Dziurke i in. [2019] wykazaly, ze ZEN inicjuje proliferacje tkanki
kalusowej i r6znicowanie komorek, a ponad to moze zastgpowac dziatanie chtodu w procesie
wernalizacji.

Wiasciwosci stymulujace wykazuje réwniez dolistnie podawany metanol. Jest to
alkohol, bezbarwny o charakterystycznym zapachu. Bardzo dobrze rozpuszcza sie
w rozpuszczalnikach organicznych, a takze w wodzie, etanolu oraz eterze dietylowym.
Produkuje si¢ go z gazu syntezowego lub wegla [Chmielniak i in. 2009]. Opryski ta
substancjg majg wptyw na rozwoj rosliny i powodujg zwigkszenie plonu. Badania wykazaty,
ze najwigkszy efekt stymulujacy miaty zastosowane stezenia 5 — 10%. Wyzsze stezenie
natomiast do 20% powodowato negatywny, a nawet toksyczny efekt wywotujacy zaburzenia
metaboliczne roslin [Behrouzyar i Yarnia 2017].

Roéwniez krzem jest coraz powszechniej badany pod katem korzystnego dziatanie
w roslinie w czasie oddziatywania stresow Srodowiskowych. Pierwiastek ten jest drugim pod
wzgledem rozpowszechnienia na kuli ziemskiej [Heiserman 1997]. W glebie wystepuje
W postaci krzemionki, ktora nie jest do konca dostepna dla roslin [Grenda i Skowronska 2004;
Sommer 1 in. 2006]. Krzem stosuje si¢ w formie opryskéw. Wlasciwa forma krzemu podana
dolistnie impregnuje epiderme liscia. Powstajaca powloka utwardza 1is¢, chronigc go przed
uszkodzeniami mechanicznymi, a takze zmniejsza prawdopodobienstwo porazenia przez
choroby grzybowe i szkodniki [Fauteuxi in. 2005; Robak i Ostrowska 2006; Sacata 2009].
Wykazano takze, ze krzem zmniejsza skutki niedoboru wody oraz zwigksza wydajno$é
fotosyntezy [Romero-Aranda i in. 2006]. Udowodniono, ze krzem moze mie¢ korzystny
wplyw na odzywianie ro$lin poprzez wzmocnienie absorpcji azotu, fosforu, potasu i cynku

[Pilon i in. 2013; Mehrabanjoubani i in. 2017].

4.6.4. Reakcje obronne roslin na deficyt wody

Ostatnie lata pokazuja, ze wiele regiondéw $wiata zmaga si¢ z niekorzystnymi

czynnikami $rodowiskowymi, ktoére wptywaja na produktywno$¢ roslin [Mahajan i Tuteja
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2005, Rengasamy 2006]. Susza i wahania zawartosci wody w glebie to glowne czynniki
ograniczajace wysokos$¢ plonu [Lambers i in. 2008]. Zmiany klimatyczne na catym $wiecie
skutkujg wzrostem $redniej rocznej temperatury, stepowieniem rejondéw strefy umiarkowanej,
nierownomierng iloscig opadow oraz duzymi wahaniami temperatury w Sezonie
wegetacyjnym.

Warunki klimatyczne Polski charakteryzuja si¢ wysokim prawdopodobienstwem
wystepowania przymrozkoéw 1 suszy, ktéra jest nastepstwem zbyt malych opadéw deszczu
I mniejszym zapasem wody glebowej pochodzacej z zimowych opadow $niegu. Ponadto,
problem niedoboru wody w glebach Polski potgguje sie, gdyz 60% powierzchni
wykorzystanej pod uprawe to gleby bardzo lekkie i1 lekkie, charakteryzujace si¢ niskg
pojemnoscig polowa wody. Sytuacja ta wymusza nacisk na badania, ktére beda prowadzi¢ do
wytworzenia nowych, bardziej tolerancyjnych 1 odpornych na susz¢ odmian roslin uprawnych
wysiewanych wiosna, w tym roslin straczkowych [Hatfield 2001; TUNG 2010].

Soja, tak jak wszystkie rosliny z rodziny bobowatych, jest szczegélnie narazona na
stres suszy oraz niedobor wody, zwlaszcza w takich fazach rozwojowych, jak kietkowanie
I wschody oraz kwitnienie i zawigzywanie strgkow [Jasinska i Kotecki 1993].

Niedobor wody w roslinie na réznych etapach zycia powoduje powstawanie
w komodrkach RFT w duzych iloéciach, co nazywane jest stresem oksydacyjnym. Innym
skutkiem suszy moze by¢ zwalnianie lub catkowite zahamowanie procesu fotosyntezy
poprzez uszkodzenie fotosystemoéw [Li i in. 2015]. Zamykanie aparatow szparkowych to
jedna z pierwszych reakcji rosliny na stres wywotany niedostateczng iloscig wody. Skutkiem
tego zjawiska jest zmniejszenie transpiracji [Chaves i in. 2003]. Inng konsekwencjg stresu
suszy jest zmniejszenie ilosci wody w komorkach i1 obkurczenie wakuoli, co ma wpltyw na
procesy wzrostowe komorek oraz organéw [Marty 1997].

Rosliny wyksztalcity rozne strategie unikania skutkéw suszy. ,,Ucieczka” polega na
zakonczeniu przez rosling wszystkich etapéw rozwojowych przed okresem wystepowania
suszy. Taka forma obrony zazwyczaj wystepuje duzo wczesniej niz dziatanie suszy. Mimo,
ze t¢ strategie wykorzystuja rosliny o duzej tolerancji na suszg, to zatrzymanie procesow
rozwojowych powoduje duze straty w plonie [Turner i in. 2001].

,,Unikanie” suszy to zdolno$¢ zachowania wysokiej zawartosci wody w tkankach
organizmu, pomimo deficytu wody w siedlisku. Rosliny zmuszone sg do tworzenia bardziej
rozbudowanego system korzeniowego, ktory siega w glebsze obszary gleby. Symbioza
z grzybami mikoryzowymi takze pozwala roslinie ,,radzi¢ sobie” w czasie suszy [Selosse i Le

Tacon 1998]. Modyfikacje morfologiczne, fizjologiczne, przymykanie aparatow szparkowych
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i akumulacja zwigzkéw osmotycznie czynnych, powodujacych spadek potencjatu wody
w komorkach (Wk) to inne rodzaje przystosowania si¢ roslin do krotko- i dtugotrwajacej suszy

[Parry i in. 1992].

4.6.5. Rola hormonow w reakcji roslin na susze

Niedostatek wody powoduje fizjologiczne i biochemiczne zmiany w ros$linach. Stres
ten wywoluje szereg reakcji obronnych roslin, majacych na celu usuwanie uszkodzen oraz
zabezpieczenie przed wtornymi jego skutkami. W momencie odbioru sygnatu informujacego
0 niewystraczajagcym poziomie wody w podlozu, uruchamiana jest synteza tak zwanych
,hormondw alarmowych". W pierwszej kolejnosci, gdy stres wystepuje w mniejszym
nasileniu, wytwarzany jest kwas abscysynowy (ABA), a w warunkach silnego stresu — kwas
jasmonowy i etylen [Bohnert i in. 1995; Kacperska 2004]. W przypadku suszy, szczegélnie
wazna jest regulacja ekspresji specyficznych genoéw, koniecznych w okreslonych warunkach
do produkcji biatek, przy jednoczesnej degradacji biatek zdenaturowanych. Stres wywotany
susza powoduje takze obnizenie potencjatu wody, a co za tym idzie, obnizenie zawarto$ci
wody w komorce, dehydratacje komorek i utrate turgoru. Dochodzi zatem do destabilizacji
blony komodrkowej, ktéra staje si¢ nieintegralna oraz nieselektywna, a enzymy nieaktywne.
Zmniejszenie turgoru wiaze si¢ takze z redukcja powierzchni lisci, a w konsekwencji ich
przedwczesnym starzeniem [Wahid i Rasul 2005]. Kwas abscysynowy, jako czasteczka
sygnatowa jest przesytany od korzeni do komorek szparkowych, w ktérych nastepuje
otwarcie kanatéw dla jonéw potasu wyptywajacych do apoplastu. Wraz z ,,ucieczka” jonow
wyptywa woda z aparatow szparkowych, co powoduje ich zamknigcie. Prowadzi to do
ograniczone] transpiracji 1 wymiany gazowej dwutlenku wegla 1 tlenu (Tezara 1 in. 1999).
Zaburzenia dzialania aparatu fotosyntetycznego powoduja generowanie reaktywnych form
tlenu (RFT) [Reddy i in. 2004]. Zaktocenie balansu pomiedzy produkcja RFT a wydajnos$cia
prawidlowo dziatajacego uktadu antyoksydacyjnego prowadzi do stresu oksydacyjnego
w komorkach oraz peroksydacji biatek, lipidow 1 kwasow nukleinowych [Fu 1 Huang 2001].
Roéwniez dezaktywacja kluczowych enzymow silnie ogranicza fotosynteze [Bota i1 in. 2004].
Odwodnienie komoérek zwigksza stgzenie jonow i lepkos§¢ cytoplazmy, skutkujace agregacja
I denaturacjg biatek [Hoekstra i in. 2001]. W wyniku zahamowania asymilacji CO2, nastgpuje
zmniejszona synteza cukroéw, co ogranicza energochtonne procesy wzrostu, a w skrajnych
przypadkach dochodzi do zahamowania rozwoju generatywnego [Treder i Czynczyk 1997;
Singer i in. 2003; Rolbiecki i Rolbiecki 2012; Klamkowski i in. 2013; Rzekanowski i in.
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2013]. Skutki dziatania stresu wodnego uzaleznione s3 od intensywnos$ci i czasu jego
dziatania, jak rowniez od stadium rozwojowego oraz uwarunkowan genetycznych rosliny

[Plaut 2003; Farooq i in. 2009].

4.7. Rola reduktazy azotanowej w przemianie azotanow

Makro i mikroelementy odgrywaja wazng rolg w rozwoju i wzroscie roslin. Jednym
z pierwiastkow, ktore ogrywajg kluczowg rol¢ w plonowaniu roslin, jest azot [Kraiser i in.
2011]. Pierwiastek ten buduje szereg zwigzkéw organicznych, w tym aminokwasy, biatka,
koenzymy i kwasy nukleinowe. Wchodzi w sktad nukleotydow, ktore oprocz tworzenia
monomeréow kwasow nukleinowych odpowiedzialne sg za transport energii w postaci ATP
i GTP, reszt acylowych oraz elektronow i kationow wodorowych. Ponadto, azot jest
sktadnikiem chlorofilu, cytokinin, cytochroméw oraz niektorych witamin [Szymanska 2012].

Azot wystgpuje w wielu formach, ale dla roslin jego Zrédlem sa azotany (V), ktore
pobierane sg W postaci jonu NOs~, wbudowywanego w zwigzki bioorganiczne dopiero po
redukcji do jonu amonowego NH4". Z tego wzgledu, azotany (V) po pobraniu z gleby muszg
by¢ redukowane do azotandw (III) przez obecng w cytoplazmie reduktaz¢ azotanowa,
a nastgpnie redukowane do jonéw amonowych, lub sa magazynowane w wakuoli [Sacata i in.
2004]. Rosliny z rodziny bobowatych, majg zdolno$¢ nawigzywania symbiozy z bakteriami
zrodzaju Rhizobium, asymilujacymi azot atmosferyczny. Wigzanie wolnego azotu jest
procesem wieloetapowym i wymaga nakladu energii, ktora, tak jak i wodor, powstaje

w procesie oddychania (Rys. 3).
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Rys. 3. Schemat wigzania wolnego azotu [na podstawie Czerwinskiego (1976)]
Redukcja azotu sktada si¢ z dwoch $cisle ze sobg wspolpracujacych uktadow enzymatycznych:

1. Nitrogenaza aktywuje atomy azotu, odpowiada za laczenie azotu z wodorem, (posiada kofaktory
W postaci zelaza i molibdenu).

2. Hydrogenaza przenosi protony wodoru na atomy azotu (posiada kofaktor w postaci zelaza),

a ferrodoksyna odpowiada za transport elektrondow.

4.8. Rola cukrow w procesach zyciowych roslin

Podstawowym zrodltem weglowodanow w roslinach jest proces asymilacji dwutlenku
wegla w chloroplastach w procesie fotosyntezy. Weglowodany tworza material zapasowy
(skrobie i fruktany), stanowig zrodlo energii na szlakach metabolicznych. Do syntezy ATP
wykorzystywana jest glukoza powstata z hydrolizy skrobi, badz tez na innych szlakach
przemian metabolicznych. Ryboza i deoksyryboza wchodzg w sktad kwasow nukleinowych

RNA i DNA. Erytrozo-4-fosforan jest prekursorem kwasu szikimowego, niezbednego do

28



29:8773279228

syntezy aminokwasow aromatycznych i zwigzkow fenolowych. Polisacharydy takie jak
celuloza, hemiceluloza czy kwasy pektynowe, petnig funkcje budulcows $cian komorkowych
i blaszki srodkowej roslin. Ponadto, cukry tgczg si¢ z réznymi metabolitami np. z hormonami,
antocyjanami lub alkaloidami, a na powierzchni komoérek odgrywaja kluczowa role
W procesach transdukcji sygnatéw [Augystyniak i in. 1999].

Cukry pelnig wazne i bardzo zréznicowane funkcje we wzroscie i rozwoju roslin.
Miedzy innymi regulujg gospodarke wodng, proces kietkowania nasion, kwitnienia
| wypelniania nasion zwigzkami zapasowymi. Inng funkcjg cukrow jest osmoregulacja
w warunkach stresu abiotycznego i biotycznego [Stitt i Hurry 2002]. Stanowia one zasoby
energii, ktoéra uwalnia si¢ w czasie procesu oddychania. Stwierdzono réwniez ich udziat
w regulacji metabolizmu, jako czasteczki sygnatowe [Stitt i in. 2002, Gib-Son 2005]. Brak
cukréw w organizmie roslinnym moze wptywaé stymulujaco na intensywnos$¢ fotosyntezy,
dziatajac na ekspresje gendéw kontrolujacych ten proces [Far i in. 2000, Paul i in. 2001,
Ciereszko 2002]. W przypadku zmian w ilo$ci cukréw w komorkach tworzy sie sygnat, ktory
odbierany jest przez geny plastydowe i jadrowe [Ciereszko 2002].

4.9. Wykorzystanie metody oznaczenia dyskryminacji izotopow wegla C i azotu °N

Na naszej planecie wystepuja pierwiastki, ktére sa niezbedne do zycia roslin
| zwierzat. Sg to tak zwane pierwiastki biogenne, takie jak azot, wegiel i wodor, ktore
wystepuja w formie izotopoéw stabilnych lub niestabilnych, czyli radioaktywnych. Izotopy to
odmiany tego samego pierwiastka, ktore w jadrach atomowych zawierajg rozne liczby
neutronéw przy statej liczbie protonow. Wegiel wystepuje w formie dwoch izotopoéw
trwatych: 12C (6 protonéw, 6 neutronow) lub 3C (6 protonéw, 7 neutronéw), natomiast azot
wystepuje w dwoéch formach izotopowych: N (7 protonéw, 7 neutronéw) lub N (7
protonow, 8 neutronéw). Wszystkie te izotopy powstawaly w okresie poprzedzajacym
tworzenie si¢ Ziemi, przy czym, izotopy trwate pozostalty w niezmienionej formie do czaséw
obecnych, za$ radioaktywne rozpadaty si¢ z charakterystycznym dla nich okresem rozpadu.
Na Ziemi izotopy nietrwate ciagle powstaja np. w wyniku oddzialywania promieni
kosmicznych. Za nietrwate uwaza si¢ takie, ktore rozpadaja si¢ samorzutnie i przeksztatcaja
W izotopy innych pierwiastkow, stad ustalita si¢ rOwnowaga, w wyniku ktorej w atmosferze

15N stanowi 0.37%, a ?C 0.95% (Tabela 1).
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Tabela 1. Udziat procentowy izotopéw wodoru, wegla i azotu w atmosferze ziemskiej

[https://pl.wikipedia.org/wiki/Atmosfera_Ziemi].

Pierwiastek Formy stabilne (proporcje) Formy niestabilne
Wodoér (H) 1H (99,94%), 2H (0,06%) 3H — tryt
Wegiel (C) 12¢C (99,05%), 13C (0,95%) uc

Azot (N) 14N (99,63%) °N (0,37%) 3N j 16N

Niektore systemy metaboliczne u roslin i1 innych organizméw zywych wykazuja
roznice w szybkosci reakcji w zaleznosci od masy atomowej danego izotopu. Przyktadowo,
wegiel 1*C jest ciezszy od ?C o 16% , stad atomy te w formie dwutlenku wegla dyfunduja
nieco wolniej od lekkich atomow, co wptywa na intensywnos$¢ fotosyntezy roslin (tzw. efekt
izotopowy).

Trwale izotopy wegla i azotu coraz czgéciej znajduja zastosowanie w dziedzinach
biochemii 1 fizjologii. Wplyw na to ma postgp w konstrukcji aparatury badawczej,
pozwalajace] na separacj¢ roznych izotopéw. Dotyczy to w szczegodlnosci izotopow
radioaktywnych, poniewaz zastgpienie ich izotopami trwatymi radykalnie poprawito warunki
bezpieczenstwa pracy w laboratoriach badawczych.

W przypadku wegla *C wykorzystuje si¢ fakt, ze enzym karboksylaza-oksygenaza
RUBP (rybulozo-bisfosforanu) tj. RuBisCo, (najwazniejszy enzym uczestniczacy
w fotosyntetycznej asymilacji CO2), w najwigkszym stopniu obniza proporcj¢ obu izotopow
w produktach fotosyntezy w pordéwnaniu do wzorca, jakim jest atmosferyczny dwutlenek
wegla lub skrobia ziemniaczana. Na tej podstawie okre§la si¢ tak zwany wskaZznik
dyskryminacji. Wskaznik ten ma warto$¢ ujemna, poniewaz zawarto$¢ 3C jest w produktach
fotosyntezy ros$lin zwykle mniejsza niz w materialach wzorcowych. Stad, im mniejsze sa
zawartos$ci tego izotopu w pordwnywanych probkach, tym mniejsza warto$¢ wskaznika
dyskryminacji (warto$¢ ta w liczbach bezwzglednych jest wieksza). Warto$ci wspodtczynnika
dyskryminacji zwykle sa wigksze u roslin typu C4 w poréwnaniu z ro$linami typu C3.
W suszy, w tkankach coraz mniejsza zawarto$¢ izotopu *C oznacza, ze wskaznik
dyskryminacji ros$nie (warto$§¢ bezwzgledna jest mniejsza bowiem wskaznik dyskryminacji
przedstawiony jest jako wartosci ujemne). Te pierwsze charakteryzujg si¢ bowiem obecnos$cia
jeszcze innych karboksylaz, ktore sa bardzo mato wrazliwe na rodzaj izotopu wegla.

W czasie wzrostu ro§lina jest narazona na okresowy deficyt wody w glebie.
W warunkach, gdy szparki sa zamkniete, dostgpnos¢ atmosferycznego dwutlenku wegla

zmniejsza si¢, co powoduje spadek aktywnosci RuBisCo. Stopien przymknigcia szparek
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wplywa wigc na stopien ,,recyklingu” dwutlenku wegla pochodzacego gtownie z oddychania.
Innymi czynnikami decydujacymi o tym procesie moze by¢ specyficzna budowa lisci (np.
liscie pokryte wloskami maja mniejszg wentylacje), grubos¢ lisci oraz liczba i wielkos¢
aparatow szparkowych. Istotna jest rowniez budowa innych organdéw roslinnych np. obecnos¢
kanatéw todygowych np. u bobiku, lub obecnos¢ innych pustych komér wewnatrz tych
organow, jak u owocoéw papryki i ogorka lub w strakach grochu. W tych warunkach bowiem
nocg, W wyniku oddychania, dwutlenek wegla gromadzi si¢ w komorach i woéwczas jego
stezenie moze wzrosngé kilkadziesigt razy w stosunku do atmosferycznego, co pozwala na
przyspieszenie fotosyntezy w ciggu dnia. Zmniejsza si¢ wtedy udzial enzymu RuBisCo
w stosunku do innych karboksylaz. Mimo niskiego st¢zenia atmosferycznego CO2, RuBisCo
jest w stanie zachowaé duzg aktywnos$¢ [Park i Epstein 1961]. Skutkiem takiej dyskryminacji
zmniejsza sie stosunek stezen *C/*2C w asymilatach organéw powstalych w czasie wzrostu
roslin, w poréwnaniu do stosunku tych izotopdw w atmosferycznym dwutlenku wegla.

Z kolei, pomiary zawartosci azotu N w probkach roslinnych, pozwalaja okreslié
efektywno$¢ roznych zrodel azotu wykorzystywanego przez rosliny. Rosliny bobowate
wyksztalcity dwa niezalezne mechanizmy przyswajania azotu:

e azot pochodzacy z nawozow azotowych,
e azot atmosferyczny wigzany w brodawkach przez bakterie Rhizobium.

Obie te formy azotu uzupelniaja si¢ w tym Sensie, ze intensywniejsze wigzanie azotu
w brodawkach umozliwia mniejsze korzystanie z nawozow azotowych. Stad tez, u ro$lin
uprawnych, zwlaszcza straczkowych, znajomos$¢ udziatu azotu pochodzacego z brodawek jest
istotnym wskaznikiem w hodowli nowych odmian tych roslin.

Metoda pomiaru zawartosci °N polega na dodaniu znanej ilo$ci siarczanu amonu
zizotopem !N, a nastgpnic po zbiorach analizuje si¢ zawarto$é tego izotopu
W poszczegdlnych organach roslinnych. Z tych danych mozna wyliczy¢, ile azotu w plonie
pochodzi z wigzania azotu w brodawkach. Na potrzeby niniejszej pracy opracowano
uproszczong metode oznaczania procentowego udzialu °N, pochodzacego z wigzania przez
bakterie brodawkowe.

W tej metodzie trzeba zna¢ wartosci graniczne w roslinach wzorcowych. Potrzebne
sg dwa wzorce (K1 i K2):
e K1 — roélina nienalezaca do rodziny bobowatych, uprawiana na glebie wzbogaconej

w ®N. W naszym do$wiadczeniu uzyskano graniczng warto$é 161,0.

e K2 — roélina nienalezaca do rodziny bobowatych, rosnaca na glebie bez dodatku °N,

w eksperymencie uzyskano t¢ warto$¢ rowna 7,67.
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Wartosci w badanych probkach powinny zmiesci¢ si¢ zatem w przedziale 7,67 do
161,0. Rosliny bobowate rosngce na glebie wzbogaconej w °N oraz w obecnosci nawozu
mineralnego miatyby tym wieksze warto$ci tego parametru, im mniejszy wskaznik wigzania
azotu biologicznego. Przyjeto, ze w doswiadczeniu, rosliny stragczkowe korzystaly z obu
mechanizméw przyswajania azotu, co pozwolito zastosowaé¢ znany w chemii wzor na
obliczenie koncowego stezenia jakiego$ sktadnika przez zmieszanie dwoch roztwordw
0 roznych stezeniach.

Z tego wzgledu ro$liny bobowate sg idealnym modelem, ktory moze byé
wykorzystany do obserwacji typowej dyskryminacji izotopu N. Dodajac ten izotop do
gleby, mozna odr6zni¢ produkty wytwarzane w procesie korzeniowego pobierania azotu od
tych, powstajacych w wyniku wigzania azotu atmosferycznego. Po zbadaniu pomiaru
zawarto$ci ciezkiego izotopu w tkankach ro$lin mozna oszacowaé, w jakiej proporcji
biogenny azot powstal w wyniku opisanych mechanizméw pobierania, a tym samym
biologiczng efektywno$¢ wigzania azotu w ro$linach [badania wlasne w ramach projektu

MRiRW ,,Polskie biatko™].

4.10. Ocena wplywu streséw Srodowiskowych na wzrost i rozwoj roslin

Stresy $rodowiskowe wywotuja wiele zaburzen proceséw fizjologicznych
I metabolicznych roslin. Najczesciej obserwuje si¢ zahamowanie fotosyntezy (Ashraf i Harris
2013), oraz oddychania (Arnholdt-Schmitt i in. 2006), a takze spowolnienie lub zastopowanie
wzrostu (Davies i in. 1986; Nadeem i in. 2014; Safdar i in. 2019). Oceng reakcji rosliny na
stres mozna dokonywa¢ na podstawie zmian zewnetrznych w wygladzie rosliny tj. w barwie
lub w zasychaniu tkanek. Metoda ta jest niedoktadna i nicobiektywna. Najczgsciej odpornosé
roslin na niekorzystne warunki Srodowiskowe ocenia si¢ na podstawie przyrostu $wiezej
I suchej masy. Jest to oczywiscie efekt koncowy, kiedy rosliny zbiera si¢ z pola lub
z pojemnikéw, w zalezno$ci od uktadu doswiadczalnego. Dla rolnika/ogrodnika plon jest
najbardziej pozadanym efektem uprawy ros$lin. Nie uwzglednia on jednak zmian
zachodzacych bezposrednio po wystgpieniu stresu. W ostatnich latach zwraca si¢ szczegdlng
uwage na prognozowanie plonow na podstawie zmian zachodzacych w roslinach na poziomie
tkanki, komorki 1 molekularnym (He 1 in. 2002; Kalaji i in. 2018; Plazek i1 in. 2018; Rashid
I Xia 2019). Analizujac procesy zachodzgce na tych poziomach, poszukiwane sg markery
odpornosci roslin na dany stres. Wiele metod takich jak analizy laboratoryjne sa bardzo

kosztowne i pracochtonne. Wszystko to spowodowalo, ze obecnie najlepsza opcja badania
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stanu fizjologicznego roslin jest aparatura elektroniczna. Urzadzenia te umozliwiaja
wykonanie szybkich analiz, nie uszkadzajac przy tym tkanek roslinnych, zachowujac
naturalne $rodowisko wzrostu roslin. Ponizej omoéwiono mozliwosci pomiaréw nat¢zenia
stresu analizg fluorescencji chlorofilu a oraz aktywno$ci antyoksydacyjnej, uruchamianej

w roslinie w wyniku dziatania praktycznie wszystkich stresow abiotycznych i biotycznych.

4.10.1. OKkreslanie stanu fizjologicznego roslin metoda pomiaru fluorescencji chlorofilu

Popularnym urzadzeniem wykorzystywanym w badaniu wplywu $rodowiska na
rosling jest fluorymetr, ktory rejestruje reemisj¢ energii §wietlnej pochlaniang przez anteny
energetyczne aparatu fotosyntetycznego. Dzigki tej metodzie mozna zbada¢ zmiany
zachodzace w procesie fluorescencji u wszystkich organizméw przeprowadzajacych proces
fotosyntezy [Center i in. 2016].

Pomiar fluorescencji chlorofilu jest metoda bardzo czula, wiarygodng i mozna ja
przeprowadzi¢ w kazdych miejscu [Kalaji i in. 2014b]. Podstawa pomiaru jest spektrometria
emisyjna — ocena widma emitowanego spontanicznie lub po dostarczeniu okreslonego bodzca
[Murkowski 2002]. Energia promieniowania stonecznego stanowi sit¢ napedowa gldwnego
procesu biochemicznego roslin. Rosliny wykorzystuja promieniowanie fotosyntetycznie
czynne (ang. photosyntetic active radiaton — PAR), czyli swiatlo w zakresie od 400 do 700
nm. Organizmy zdolne do fotosyntezy zawierajg chlorofil a, pelnigcy kluczowa rolg w tym
procesie [Strzatka 2012]. Czasteczke chlorofilu budujg pierscienie feoporfiryny 1 reszty fitolu,
polaczonego z reszta kwasu propionowego za pomocag wigzania estrowego. Za absorpcje
promieniowania $wietlnego odpowiadaja wigzania sprz¢zone pierscieni pirolowych. Btona
tylakoidu, ktéra jest miejscem przebiegu fazy jasnej fotosyntezy u roslin, zawiera dwa
kompleksy biatkowo-barwnikowe tj. fotosystem I (PSI) i fotosystem Il (PSII) oraz kompleks
cytochromowy 1 syntaze¢ ATP. Czasteczki barwnikdéw asymilacyjnych w fotosystemach
absorbuja energie $wietlng. Wzbudzenie czasteczek barwnikow w systemach antenowych
PSII oraz bezposrednie pochtoniecie fotonéw przez centra reakcji (ang. reaction center — RC)
wytwarza energi¢ niezbedng do wzbudzenia czasteczek chlorofilu [Govindjee 2004]. Rosliny
wyksztalcily anteny zewnetrzne, ktore zbieraja energi¢ Swietlng: LHC 1 (Light-harvesting
complexes 1) w fotosystemie | i LHC Il (Light-harvesting complexes 1) w drugim
fotosystemie. Anteny wewnetrzne natomiast, razem z centrami reakcji tworza kompleksy
antenowe [Kouril i in. 2005]. Po zaabsorbowaniu energii przez czasteczki chlorofilu, jest ona

kilkakrotnie transformowana, a nastgpnie przeksztalcana w energie chemiczng
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wykorzystywang w dalszych procesach zyciowych. Wskutek powrotu elektronéw
z czasteczek barwnikow, ktére zostaly wzbudzone przez fotony $wiatta do poziomu
podstawowego, powstaje fluorescencja chlorofilu.

Popularng metodg zbadania wydajnosci fotosyntetycznej PSII jest metoda pomiaru
fluorescencji chlorofilu a, ktéra mozna wykorzysta¢ w naturalnym $rodowisku rosliny, gdzie
narazona jest na dziatanie streséw [Rosenqvist i van Kooten 2003]. W zalezno$ci od nat¢zenia
1 czasu trwania stresu fluorescencja ulega roznym modyfikacjom. Analizujgc wyniki
parametréw fluorescencji, mozna wykry¢ zmiany zachodzace w roslinach, jeszcze zanim
pojawig si¢ widoczne symptomy wplywu oddzialtywania czynnika stresowego na rosling
[Lichtenthaler 2007]. Badanie to nie jest w stanie okresli¢, jaki stres oddzialuje na roéling, ale
dzigki niemu mozna oceni¢ ogdlng kondycje roslin [Baker i Rosenquist 2004, Kalajii i Guo
2008].

4.10.2. Ocena natezenia stresu antyoksydacyjnego

Zachwianie rownowagi pomigdzy reaktywnymi formami tlenu (RFT), a mozliwoscia
organizmu do ich zwalczania, nazywane jest stresem oksydacyjnym (Wojtaszek 1997; Mittler
2002; Vranova i in. 2002). Reaktywne formy tlenu sg wytwarzane w organizmach zywych
pod wplywem réznych czynnikow zewnetrznych, stresow abiotycznych i biotycznych. Do
czynnikow tych zaliczane sg praktycznie wszystkie stresy srodowiskowe, przykladowo:
zasolenie gleby, susza, zalewanie, zanieczyszczenie jonami metali cigzkich, mroz, szok
cieplny, promieniowanie UV czy atak patogenow. Reaktywne formy tlenu powstaja
zazwycza] w trakcie naturalnie przebiegajacych fizjologicznych i biochemicznych procesow
w komorce (mowi si¢ wtedy o fizjologicznym stezeniu RFT) oraz w czasie reakcji
odpornosciowej roslin na dany stres [Sheu i in. 2006]. Wolne rodniki mogg wptywac
destrukcyjnie na strukture komorek i zwigzkéw organicznych, a ich nadmiar prowadzi do
$mierci pojedynczych komorek lub catego organizmu [Ahmadi i in. 2008]. Z drugiej strony,
RFT petnig istotne funkcje, na przyklad sa waznym ogniwem w transdukcji sygnalow
uruchamianej w ramach odpowiedzi na stres [Breusegemi in. 2008]. Regulacja stezenia RFT
zalezy od warunkéw S$rodowiska, etapu rozwoju, tkanki oraz typu komorek i jest kluczowa
dla prawidlowego funkcjonowania roslin [Gechevi 1 in. 2006]. W wyniku procesow
ewolucyjnych rosliny wyksztalcity mechanizmy regulujace stezenie tych zwigzkéw

I chronigce ro$liny przed ich szkodliwym dzialaniem. Ponadto, istnieje mozliwo$é izolacji
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miejsc, w ktorych wytwarzane sa RFT poprzez odpowiednig organizacj¢ strukturalng
komorek oraz tkanek [Halliwell 2000].

W odpowiedzi na pojawienie si¢ RFT aktywowane s3 enzymatyczne
I nieenzymatyczne przeciwutleniacze. Do enzyméw antyoksydacyjnych zaliczane sa:
dysmutaza anionorodnika ponadtlenkowego (SOD), katalaza (CAT) i peroksydazy (POX,
oznaczenie peroksydazy niespecyficznej tj. puli peroksydaz). Dysmutaza anionorodnika
ponadtlenkowego odgrywa kluczowa role w utrzymaniu réwnowagi redox i odpowiedzi
obronnej w roslinach narazonych na stres. Zadaniem SOD jest katalizowanie dysmutacji
anionorodnika ponadtlenkowego (O2") i rodnika wodoronadtlenkowego (HO>") do nadtlenku
wodoru (H202) i H20. Dysmutaza anionorodnika ponadtlenkowego jest pierwsza linig obrony
przed atakiem patogenow i chroni ro$liny przed stresem oksydacyjnym [Wang 2016].

Katalaza rozktada H2O, do H2O i O oraz reguluje stgzenie H20. w tkankach
ro$linnych. Bierze takze udzial w rozwoju ro$lin oraz odgrywa wazng role w odpornosci
ro$lin na patogeny i procesy starzenia [ Yang 2002; Nazir i in. 2020].

Peroksydazy petnig podobng funkcje do katalazy, poniewaz odpowiedzialne sg za
rozktad nadtlenku wodoru w interakcji pomiedzy patogenem a rosling. Warto jednak
zaznaczy¢, ze peroksydazy sg aktywowane przy duzo mniejszych stezeniach H2O> (umol)
w poréwnaniu do katalazy, ktéra jest aktywowana przy milimolowych stezeniach [Mittler
2002]. Ponadto, niektore peroksydazy sa odpowiedzialne za utlenianie fenoli, czynigc je
bardziej toksycznymi wobec patogenow, biora udzial w syntezie ligniny, w procesach
korkowacenia i wzrostu §cian komoérkowych roslin [Madadkhah 2012].

Nadtlenek wodoru odgrywa istotng rolg jako czasteczka sygnatowa. Inicjuje szlak
fenolowy poprzez aktywacj¢ amoniakoliazy fenyloalaniny (PAL), bierze udzial w otwieraniu
1 zamykaniu aparatow szparkowych, dzigki niemu powstaja mostki wodorowe pomiedzy
fancuchami poligalakturonowymi i hydrokysproling, przez co nastgpuje wzmocnienie §ciany
komorkowej, aktywuje biatka i1 czynniki transkrypcyjne [Wojtaszek 1997; Mittler 2002;
Vranova i in. 2002]. Dzigki swoim wlasciwosciom przeciwdrobnoustrojowym H202 moze
wywotywac miejscowg 1 ogolnoustrojowa odpornos¢ roslin na infekcje patogenami [Gechev
2005].

Biorac pod uwage powyzsze informacje, do oceny nat¢zenia stresu oksydacyjnego,
stopnia uszkodzen wywotanych przez RFT 1 zdolnosci rosliny do obrony przed danym
stresem wykorzystywane sa metody analityczne, okre$lajace gltdéwnie aktywnos$¢ enzymoéw
antyoksydacyjnych. Do najczgsciej mierzonych naleza aktywnosci SOD, KAT i POX.

Ponadto, przy uszkodzeniach wywotanych zasoleniem, czy jonami metali ci¢zkich
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analizowany jest stopien utlenienia lipidow bton cytoplazmatycznych (poziom dialdehydu
malonowego) (Liang i in, 2018) lub aktywno$¢ enzymoéw i poziom niskoczasteczkowych

zwigzkéw wchodzacych w sktad cyklu askorbinianowo-glutationowego (Semane i in. 2007).

5. Material i metody
5.1. Material nasienny

Doswiadczenia prowadzono na czterech odmianach soi uprawnej: ,,Abelina”,
»Malaga”, , Merlin” oraz ,,Petrina”. Nasiona pierwszych trzech odmian pochodzily z firmy
Saatbau Polska Sp. z 0.0., natomiast odmiana ,,Petrina” z firmy DANKO Hodowla Ro$lin Sp.
z 0.0. W Choryni. Nie w kazdym eksperymencie wykorzystywano wszystkie odmiany. Wybor
odmian zalezal od celu doswiadczenia i dostgpnosci nasion w danym roku prowadzenia

badan.

5.2. Uklad doswiadczen

Doswiadczenie 1. Wplyw terminu siewu soi uprawnej na plonowanie

Celem doswiadczenia bylo sprawdzenie wptywu terminu siewu nasion, szczepionek
bakteryjnych oraz przykrycie agrowlokning na plonowanie soi uprawnej. Doswiadczenie

prowadzono w latach 2018-2020 na poletkach (2 m x 1 m) Uniwersytetu Rolniczego

w Krakowie (50° 04 10" N, 19° 50 44" E). Nasiona wysiewano w dwoch rzedach, po
przerwaniu ro$lin w jednym rzedzie rosto 50 ro$lin (Fot.1). Na zdjeciu wida¢ rozng wysokos¢

roslin wysiewanych w kolejnych terminach (Tabela 2).
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Fot 2. Uprawa poletkowa soi zwyczajnej wysiewanej w roznych terminach

[autor: A. Szczerba]

Doswiadczenie 1A. Wplyw terminu siewu i szczepionek bakteryjnych na plonowanie Soi

uprawnej odmiany ,,Petrina”

W 2018 roku nasiona odmiany ,,Petrina” wysiano w kombinacjach przedstawionych
w Tabeli 2.

Tabela 2. Terminy siewu i zbioru oraz warianty zastosowania szczepionki bakteryjnej

W uprawie odmiany ,,Petrina” w doswiadczeniu 1A.

Obiekt Termin siewu Termin zbioru

I 12.04. 31.08.
] 4.05. 3.09.
I 21.05. 13.09.
IV A 5.06. 25.00.
VB 5.06. 25.09.
VA 25.06. 15.10.
VB 25.06. 15.10.
VI 12.07. 16.10.
Vil 27.07. 27.10.

VIl 29.08. brak rozwoju

A — brak szczepionki; B — Nitragina IUNG
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W dniu podanego terminu zbioru wybierano nasiona z losowo wybranych 20 roslin.
Analizowano nastgpujace parametry plonowania: liczbe dojrzatych strakow, liczbe dojrzatych

nasion w strgku w przeliczeniu na jedng ro$ling, mase nasion na rosling oraz mase tysigca

nasion (MTN).

Doswiadczenie 1B. Wplyw terminu siewu 1 zastosowania agrowlokniny w okresie

kietkowania na plonowanie soi uprawnej odmiany ,,Abelina”, ,,Merlin” i ,,Petrina”

W 2019 roku doswiadczenie prowadzono na nastepujacych odmianach soi: ,,Abelina”,
»Merlin” 1 ,,Petrina”, ktore wysiewano na poletkach podobnie, jak w poprzednim roku.
W pierwszym terminie (9. kwietnia) cze¢$¢ nasion przykrywano agrowtokning (Tabela 3).
Agrowltoknina byla §ciggana po miesigcu od daty siewu (w fazie drugiego liscia), co byto
zwigzane z przebiegiem temperatury w tym okresie. Plon analizowano w taki sam sposob, jak

opisano w doswiadczeniu 1A w 2018 roku.

Tabela 3. Termin siewu i zbioru oraz warianty stosowania agrowtokniny w uprawie odmian:

,,Abelina”; , Merlin”; ,,Petrina” w doswiadczeniu 1B.

Obiekt Termin siewu Termin zbioru
| termin 9.04. 30.08.
I termin + agrowloknina 9.04. 30.08.
Il termin 20.05. 13.09.
[ termin 19.08. brak zbioru

Doswiadczenie 1C. Wplyw terminu siewu na plonowanie soi uprawnej odmiany ,,Abelina”,

,»Merlin” 1, Petrina”

W 2020 roku doswiadczenie prowadzono na odmianach soi: ,,Abelina”, ,,Merlin”,
»Petrina”, ktore zostaty wysiane, przykryte agrowtokning na okres okoto jednego miesigca
w terminach jak podano w Tabeli 4. Nasiona zebrano i analizowano plon tak, jak opisano

w doswiadczeniu 1A w 2018 roku.
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Tabela 4. Terminu siewu i zbioru oraz warianty stosowania agrowtokniny w uprawie odmian:

,JAbelina”, ,,Merlin”, ,,Petrina”.

Obiekt Termin siewu Termin zbioru
I 22.04.2020 10.07.2020
I 2.06.2020 2.09.2020

Doswiadczenie 2. Wptyw biostymulatoréw na plonowanie soi uprawnej

Celem doswiadczenia byto zbadanie wptywu takich preparatow stymulujacych, jak
ASAHI SL, rozpuszczalny krzem, metanol oraz zearalenon (ZEN) na plon nasion. Nasiona
wysiewano tak samo, jak opisano w do$wiadczeniu pierwszym. Substancje stymulujgce
podawano w formie opryskow po 300 ml roztworu na obiekt (100 roslin), w poczatkowe;j
fazie kwitnienia. Zastosowano nastepujace stgzenia preparatow: ASAHI SL — 1 cm® dm
rozpuszczalny krzem (NazSiOs) — 1,775g dm= oraz 12% metanol, ZEN — 1mg/ml. Rosliny
kontrolne opryskiwano wodg destylowana. Zbioru nasion dokonano z losowo wybranych 20
ros$lin z kazdego obiektu, a nast¢gpnie wykonano analiz¢ elementow plonu, jak opisano

w doswiadczeniu pierwszym.

Doswiadczenie 2A. Plonowanie soi uprawnej odmiany ,Petrina” pod wplywem

biostymulatorow

W 2019 roku doswiadczenie prowadzono na odmianie ,,Petrina”. Doswiadczenie
zatozono 9. kwietnia, a zbidr nasion nastapit 30. sierpnia. Oprysk wykonano w fazie

poczatkowego kwitnienia 14. czerwca.

Doswiadczenie 2B. Analiza profilu hormonalnego w lisciach soi oraz plonowania odmian

»Abelina” oraz ,,Merlin” pod wplywem biostymulatorow

W roku 2020 doswiadczenie prowadzono na odmianach soi ,,Abelina” oraz ,,Merlin”,
ktore wysiano na poletkach 22. kwietnia. Oprysk biostymulatorami wykonano 4. czerwca,
gdy rosliny rozpoczynaty kwitnienie. W fazie kwitnienia zebrano probki (w trzech terminach
w odstepach tygodniowych) w celu analizy profilu hormonalnego w lisciach. Zbior nasion

nastgpit 24. sierpnia.

39



40:3775976290

Doswiadczenie 3. Wplyw szczepionek bakteryjnych na plonowanie soi

Celem doswiadczenia bylo zbadanie wpltywu szczepionek bakteryjnych
(Bradyrhizobium japonicum) pochodzacych od réznych producentdow na wytwarzanie

brodawek korzeniowych oraz plonowanie nasion soi, takze w warunkach suszy glebowe;.
Doswiadczenie zostato przeprowadzone w otwartym tunelu foliowym (50° 04 10" N, 19° 50’

44" E) w wazonach wypelionych ziemig uniwersalng (Eko-ziem, pH=6) wymieszang
z ziemig (zdegradowany czarnoziem, utworzony z lessu, | klasa bonitacji gleby) z terenu
stacji doswiadczalnej UR w Prusach w stosunku 1:1. Przed wysianiem nasion sprawdzono
zawarto$¢ azotu w uzytym podlozu i wynosita ona 0,133 + 0,001 g kg™ gleby. W trakcie
wegetacji rosliny zasilano co dwa tygodnie nawozem mineralnym firmy Florovit.

Dos$wiadczenie prowadzono w latach 2018-2020 w r6znych wariantach (Fot. 2).

Fot. 2. Uprawa soi zwyczajnej w warunkach otwartego tunelu foliowego [autor:A.Szczerba]

Doswiadczenie 3A. Analiza fizjologicznych i biochemicznych parametrow w roslinach

odmiany ,,Petrina” pod wptywem szczepionek bakteryjnych

W tym do$wiadczeniu zbadano wplyw szczepionek bakteryjnych na parametry
kinetyki fluorescencji chlorofilu a, zawartos¢ biatka ogdlnego, aktywnos¢ reduktazy
azotanowej, stosunek poboru azotu z powietrza do azotu pobieranego z gleby oraz na

parametry plonu nasion soi.
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W 2018 roku badano stopien pobierania azotu z podloza i z powietrza przez ro$liny soi
odmiany ,,Petrina” inokulowanych szczepionkami od réznych producentéw. Doswiadczenie
zatlozono 6. czerwca. Nasiona inokulowano nastepujgcymi Szczepionkami bateryjnymi:
Nitragina IUNG (produkowana w Instytucie Uprawy i Nawozenia Gleb w Putawach),
Nitragina Biofood sp. z 0.0. z Walcza oraz Nitraza z Gospodarstwa Badawczo Rozwojowego
z Poznania. Jako kontrolg¢ uzyto nasion zwilzonych woda w takiej samej ilosci, jaka byta
zastosowana do rozcienczenia szczepionek. W poczatkowym okresie rozwoju pgkoéw
kwiatowych, do wazonéw dodano jednakowa objetos¢ (60 cmd®) roztworu siarczanu
amonowego [(}*®NH4)2S04], zawierajacego 10% izotopu N (CIL — Cambridge Isotope
Laboratory, Wielka Brytania). Przygotowano 0,01% roztwor tego zwigzku. Kontrole
stanowily ro§liny soi rosngce w podiozu bez dodatku izotopu oraz rosliny pochodzace
z rodziny innej niz bobowate — rukola (Brassicaceae). Nasiona rukoli otrzymano w firmy
POLAN sp. z 0.0. W czasie kwitnienia zmierzono kinetyke fluorescencji chlorofilu a.
Nastepnie zebrano liscie, W ktoérych wykonano nastepujace analizy chemiczne: zawartos¢
biatka ogdlnego, aktywnos$¢ reduktazy azotanowej w lisciach. W probkach lisci i nasion
okre$lono stosunek poboru azotu z powietrza do azotu pobieranego z gleby. W fazie
formowania stragkow zmierzono wysoko$¢ ro$lin, §wieza i suchg mas¢ poszczegodlnych
obiektow. Dojrzate stragki zebrano w terminie 28. wrzesnia i dokonano analizy parametréw
plonu, jak w do$wiadczeniu pierwszym. PO wykopaniu roslin analizowano liczbe brodawek
wytworzonych na korzeniach w przeliczeniu na jedng rosling. Metodyke oznaczania udziatu
azotu pobieranego z powietrza w stosunku do azotu pobieranego z gleby szczegdtowo

opisano w rozdziale 5.3.

Doswiadczenie 3B. Lagodzace dzialanie szczepionek bakteryjnych na rosliny odmiany

»Malaga”, ,Merlin” i ,,Petrina” w warunkach suszy

Badano wplyw zastosowanych szczepionek bakteryjnych na plonowanie SOi
w warunkach suszy glebowej. Doswiadczenie prowadzono w 2019 r. w takich samych
warunkach uprawy, jak opisano w doswiadczeniu 3A. Nasiona odmian: ,,Malaga”, ,,Merlin”
i ,,Petrina” inokulowano szczepionkami bateryjnymi: Nitragina IUNG (produkowana
w Instytucie Uprawy i Nawozenia Gleb w Putawach), Nitragina Biofood sp. z 0.0. z Walcza,
Nitroflora Mycoflor z Laboratorium Grzybow Mikoryzowych z Konskowoli, Rhizobium Bio-

Gen z Namystowa oraz HiStick® Soy BASF Agricultural Solutions z Warszawy, a jako
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kontrole wykorzystano nasiona zwilzone woda w takiej samej ilosci, jaka byla uzyta w czasie

rozrabiania szczepionek (Tabelab).

Tabela 5. Schemat do$wiadczenia 3B.

Wariant Kontro!a . Szczepionka Szczepionka Susza
(bez szczepionki) + susza
Optymalne
I + - - +
nawadnianie
Susza + + + -
Szczepionka + - + +

Susze¢ rozpoczeto w fazie kwitnienia i trwala ona przez 3 tygodnie. Rosliny traktowane
suszg podlewano do 20% ppw (pelnej pojemnosci wodnej), za§ rosliny kontrolne do 70%
ppw. Po uptywie trzech tygodni suszy wszystkie rosliny podlewano do 70% ppw. Po
zakonczeniu suszy zmierzono kinetyke fluorescencji chlorofilu a w liSciach z drugiego
mi¢dzywezla od szczytu pedu. W tych liSciach wykonano réwniez nastgpujgce analizy:
aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych (dysmutazy anionorodnika ponadtlenkowego,
katalazy, peroksydazy niespecyficznej), poziom nadtlenku wodoru, aktywno$¢ reduktazy
azotanowej oraz zawarto$¢ biatka ogdlnego. W koncowej fazie wzrostu wykonano pomiary
wysokosci ro$lin oraz wyznaczono Suchg i §wiezg mas¢ czeSci nadziemnych. Pomiary te
wykonano na 20 losowo wybranych roslinach. Nastepnie analizowano parametry plonu:
liczbg dojrzatych strakow, liczbe dojrzatych nasion w straku w przeliczeniu na jedng rosling,
mase nasion z jednej rosliny oraz mase tysigca nasion (MTN). Rosliny wykopano i policzono

brodawki korzeniowe.

Doswiadczenie 3 C. Analizy izotopowe wegla *C i azotu °N w roélinach odmiany ,,Petrina”

w warunkach suszy

Dos$wiadczenie prowadzono w 2020 roku. Analizowano dyskryminacje izotopu *C
i udziat azotu N w roslinach odmiany ,,Petrina” w warunkach suszy. Celem do§wiadczenia
byto sprawdzenie, jak susza wplywa na ,recykling” dwutlenku wegla zachodzacy przy
przymknigtych aparatach szparkowych w warunkach suszy oraz udziat azotu asymilowanego
z powietrza w stosunku do azotu pobieranego z gleby. Doswiadczenie to prowadzono
w warunkach wazonowych w tunelu otwartym. Wazony wypelniano ziemia uniwersalng

(Eko-ziem, pH 6) wymieszang z ziemig z terenu stacji doswiadczalnej UR w Prusach
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w stosunku 1:1. Nasiona odmiany ,Petrina” przed wysiewem inokulowano szczepionka
bakteryjng Bradyrhizobium Nitragina Biofood. Warunki suszy wprowadzono podlewajac
ro$liny do 20% ppw. Pod koniec wegetacji pobierano probki lisci, strgkdw 1 nasion na
zawarto$é izotopu °C i N. W celu oznaczenia izotopu N w stosunku do izotopu **N, do
gleby w wazonach dodawano izotop °N, jak opisano w doéwiadczeniu 3B. W doswiadczeniu
tym zastosowano analize dyskryminacji wegla *C w roslinach kontrolnych (70% ppw) przed
wprowadzeniem suszy (K1) i po zakonczeniu suszy (K2). W przypadku oznaczania udziatu
azotu pobieranego przez korzenie w stosunku do azotu pobieranego z powietrza, kontrola K1
oznacza udzial procentowy azotu °N u roélin nie nalezacych do bobowatych (rukola) i K2

udziat N w roslinach rukoli rosnacych na glebie bez dodatku izotopu °N.

Doswiadczenie 4. Ekspresja gendow NOD w zalezno$ci od zastosowanej szczepionkKi

bakteryjnej

Celem doswiadczenia bylo zbadanie ekspresji genow Nod (NOD21, NIC1, NORKDb)
warunkujacych powstawanie brodawek korzeniowych soi uprawianej w obecnos$ci réznych
szczepionek bakteryjnych. Doswiadczenie przeprowadzono w klimatyzowanej szklarni
w wazonach o pojemnosci 4 dm*® wypetionych wysterylizowanym perlitem. W kazdym

wazonie rosty dwie rosliny. Rosliny uprawiano w okresie od 15 lipca do 1 pazdziernika 2020

na $wietle dziennym (50° 04 10" N, 19° 50 44 E). Temperatura w ciggu dnia wahata si¢ od
22 °C do 26 °C, a nocg od 19°C do 22°C. Nasiona odmiany ,,Malaga” inokulowano
szczepionkami bateryjnymi: Nitragina [IUNG (produkowana w Instytucie Uprawy
i Nawozenia Gleb w Putawach), Nitragina Biofood sp. z 0.0. z Walcza, Nitroflora Mycoflor
z Laboratorium Grzybow Mikoryzowych z Konskowoli, Rhizobium Bio-Gen z Namystowa
oraz HiStick® Soy BASF Agricultural Solutions z Warszawy. Przed wysianiem nasion perlit
nawadniono uniwersalnym nawozem ogrodniczym Azofoska firmy INCO S.A (azot
azotanowy 5,5%, azot amonowy 8,1%). W czasie rozwoju, rosliny codziennie podlewano 250
cm?® roztworu wodnego z dodatkiem komercyjnego ptynnego nawozu mineralnego Florovit
firmy INCO S.A. (azot amidowy 2,3%, azot azotanowy 0,7%) w stosunku 40 cm?® : 10 dm®
wody. Material do analizy eckspresji genow Nod pobrano z korzeni po zakonczeniu

kwitnienia.
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Szczepionki bakteryjne

W doswiadczeniu uzyto szczepionki bakteryjne, ktéorych koncentracja wedlug
producenta wynosita 10° CFU/1g. Preparaty réznity si¢ pod wzgledem no$nikéw uzytych do
ich produkc;ji, co zostato podane nizej (Tabela 6).

Tabela 6. Szczepionki bakteryjne wykorzystane w doswiadczeniach.

Nitragina Nitragina ) Nitroflora Rhizobium o
) Nitraza ) HiStick® Soy
IUNG Biofood Mycoflor Bio-Gen
podtoze podtoze zawiesina zawiesina liofilizowany
) 3 podtoze weglowe
perlitowe weglowe ptynna ptynna szczep bakterii
| | : [V KOETOlg
W, == e
| aRBlRa
@3’, _
¥ S
Bl

5.3. Analizy

5.3.1. Analiza warunkow meteorologicznych

Przebieg temperatur i opadow rocznych w poszczegdlnych miesigcach wegetacji,
w ktorych prowadzono do$§wiadczenia, analizowano na podstawie danych meteorologicznych
uzyskanych z IMGW-PIB oraz OGIMET. Na ich podstawie wyliczano wspotczynnik
hydrotermiczny Sielianinowa (HTC) w postaci: k = P/0,1 Xt, gdzie: P — suma miesi¢gczna
opadéw atmosferycznych w mm, X t — miesigczna suma temperatur powietrza > 0°C.
Miesigczne sumy temperatury otrzymano mnozgc $rednig miesieczng temperature
powietrza przez liczb¢ dni w miesigcu. W pracy wykorzystano podzial na 10 klas wartosci
wspotczynnika k, umozliwiajacy wyodrebnienie zaréwno warunkow ekstremalnie suchych,
jak i ekstremalnie wilgotnych. Byly to nastepujace przedzialy wartosci:
. Skrajnie suchy (ss) k<0,4
. Bardzo suchy (bs) 0,4 <k<0,7
. Suchy(s) 0,7<k<1,0
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. Dos$¢ suchy (ds) 1,0<k<1,3

. Optymalny (0) ,3<k<1,6

. Do$¢ wilgotny (dw) 1,6 <k <2,0

. Wilgotny (w) 2,0 <k <25

. Bardzo wilgotny (bw) 2,5<k<3,0
. Skrajnie wilgotny (sw) k> 3,0

Za warunki ekstremalne przyjeto takie wartosci k, ktore mieszcza si¢ w przedziatach
nizszych od 0,7, a wigc warunki skrajnie suche i bardzo suche oraz warto$ci powyzej 2,5 jako

warunki bardzo wilgotne i skrajnie wilgotne [Skowera i Puta 2000].

5.3.2. Wyznaczanie pojemnosci wodnej gleby w warunkach suszy

Warunki suszy uzyskano przez doprowadzenie do 20% (do$wiadczenie 3B i C) ppw
(polowej pojemnosci wodnej) gleby w wazonach. Rosliny kontrolne rosty w warunkach 70%
ppw. Pojemno$¢ wodng wyznaczano metoda wagowa. Wazony o jednakowej pojemnosci
wypelniano gleba do ustalonej wagi, nastgpnie zanurzano je w wodzie do uzyskania 100%
ppw i ponownie wazono. Wazony z glebg o 100% ppw suszono w 70°C przez 48 godzin do
uzyskania 0% ppw 1 ponownie wazono. Na podstawie r6znicy mas wazonow ze 100% ppw

i 0% ppw wyznaczono mas¢ wody wymaganej do uzyskania odpowiednio 20% i 70% ppw.

5.3.3. Analiza §wiezej i suchej masy oraz parametréw plonu

Cze$¢ nadziemna roslin $cinano i wazono wyznaczajac §wiezg mase (§.m.), nastgpnie
suszono przez 48 godzin w temperaturze 70°C w celu oznaczenia suchej masy (s.m.).
Parametry plonu analizowano na losowo wybranych 20 roslinach po zakonczeniu wegetacji.
Analiza obejmowata: liczbe dojrzatych strgkdéw, liczbe nasion w stragku, mas¢ nasion

w przeliczeniu na jedng rosling oraz mase tysigca nasion (MTN).

5.3.4. Okreslenie liczby brodawek na korzeniach

Liczbg brodawek analizowano na roslinach traktowanych czterema szczepionkami
bakteryjnymi, jak opisano w doswiadczeniu 3B. Analiz¢ wykonano po zakonczeniu wegetacji

na 20 losowo wybranych roslinach inokulowanych kazda szczepionka osobno. Rosliny
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delikatnie wyciagano z wazondéw, korzenie plukano w wodzie i wykladano na bibute

filtracyjna, a nastgpnie zliczano brodawki w obrebie catego systemu korzeniowego.

5.3.5. Oznaczanie azotu w glebie

Zawarto$¢ azotu w glebie uzywanej do doswiadczenia 3A i 3B, ktorego celem bylo
okreslenie udziatu azotu pobieranego przez rosliny z gleby 1 z powietrza oraz dyskryminacji
izotopu *C oznaczono w Katedrze Gleboznawstwa i Agrofizyki Wydziatu Rolniczo-
Ekonomicznego Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie. Analize przeprowadzono za pomoca
analizatora  VarioMAX CN  zgodnie z normg DIN / ISO 10694
(https://www.kendrolab.pl/files/1487111989/0znaczanie-wegla-organicznego-w.pdf).

Zawarto$¢ azotu podano w miligramach na kilogram suchej masy gleby.

5.3.6. Oznaczenie zawartoSci bialek rozpuszczalnych w lisciach

Zawarto$¢ biatek rozpuszczalnych w lisciach wykonano metoda Bradford (1976).
Wymagany odczynnik sporzadzono w nastepujacy sposob: 100 mg Coomassie Brilliant Blue
G-250 (Fluka, Polska) rozpuszczono w 50 cm?® etanolu 96%, nastepnie dodano 100 cm?®
kwasu ortofosforowego (POCH, Polska) i dopetiono woda destylowana do 1000 cm?.
Roztwor przesagczono przez migkka bibule filtracyjng do butelki ze szkla oranzowego
i przechowywano w lodowce w 8 °C. Przed kazdym uzyciem roztwor ogrzewano do
temperatury pokojowej i filtrowano przez saczki nr 390 (Munktell i Filtrak, Niemcy). Probke
20-30 mg zmielonych lisci zalewano 5 cm® wody destylowanej i wytrzasano przez 1 godzine
na wytrzasarce. Nastepnie probki odwirowano przez 10 min. przy 4000 x g. Do analizy
pobrano 0,008-0,015 cm?® supernatantu, ktéry mieszano w kuwecie pomiarowej z 0,93 cm?
roztworu Bradford i dopetniano woda tak, aby sumaryczna objetoéé wynosita 1 cm®. Odczytu
absorbancji dokonano na spektrofotometrze Bio-Lambda Perkin-Elmer (USA) po 20 min
inkubacji przy diugosci fali 595 nm. Do przygotowania krzywej kalibracyjnej uzywano
albuminy wotowej BSA (Sigma-Aldrich, Polska) o stezeniu 0,5-1 mg cm= wody
destylowanej. Analizy wykonano na 20 roslinach z kazdego wariantu (odmiana

X szczepionka).
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5.3.7. Pomiar wzglednej zawarto$ci wody (RWC)

Pomiar wykonywano w 10 powtodrzeniach dla kazdego obiektu. Zebrang czgsé¢
naziemng ro$liny wazono w celu wyznaczenia $wiezej masy ($.m.), p0 CZym umieszczano na
48 godzin w suszarce w temperaturze 70°C i ponownie wazono W celu wyznaczenia suchej
masy (s.m.). Wzgledng zawarto$¢ wody obliczano wedlug wzoru:

$.m.—s.m
RWC = — x 100%
$.m.

5.3.8. Pomiar Kkinetyki fluorescencji chlorofilu a

Fluorescencje¢ chlorofilu a mierzono na trzecim od goéry dobrze rozwinigtym lisciu,
przy pomocy aparatu Plant Efficiency Analyzer PEA (Hansatech Ltd. Kings Lynn, UK).
Przed rozpoczeciem pomiarow uklad oswietlajacy fluorymetru, ztozony z czerwonych lamp
LED byl kalibrowany $wiattomierzem SQS (Hansatech Ltd. Kings Lynn). Natg¢zenie

promieniowania wysycajacego chlorofil wynosito 3 mmol m™

s1 (650 nm). Pomiary
wykonano po 30 min adaptacji strefy pomiaru lisci do ciemnosci (na li$cie zaktadano klipsy
z otworem o $rednicy 4 mm, ktore otwieran0 przed rozpoczeciem pomiaru). Parametry
fluorescencji zostaty zmierzone przy pomocy fotodiod PIN po przejsciu promieniowania
przez filtr odcinajacy fale krotkie. Zmiany fluorescencji byty rejestrowane co 10 ps przez 1 s.
W czasie pierwszych 2 ms dane byly zapamigtywane co 10 us z rozdzielczoscig 12 bitow.

Na podstawie tych pomiarow okreslono gldéwne wartosci parametrow fluorescenc;i:

e F/Fm— maksymalna wydajno$¢ fotochemiczna PSII;

e ABS/CSnm — absorpcja energii przechwytywanej przez centra reakcji w przeliczeniu na
wzbudzong powierzchnie fotosyntetyzujacej probki;

e TRo/CSm — strumien przechwytywanej energii w wyniki redukcji plastochinonu
w przeliczeniu na wzbudzong powierzchnie fotosyntetyzujacej probki;

e ETo/CSm — strumien energii transportowanej poza Qa w przeliczeniu na wzbudzong
powierzchnie fotosyntetyzujacej probki;

e DIo/CSm — wielko$¢ rozproszenia energii w przeliczeniu na wzbudzong powierzchnie
fotosyntetyzujacej probki;

e RC/CSm — zaggszczenie aktywnych centréw reakcji PSII redukujacych plastochinon
QA w przeliczeniu na wzbudzong powierzchnie fotosyntetyzujacej probki;

e Pl—warto$¢ wskaznika funkcjonowania PSII
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Dane powyzsze obliczono na podstawie teorii przeptywu strumieni energii przez PSII
przy pomocy tzw. testu JIP [Srivastava i Straserr 1977; Strasser i Strasser 1995; Lazar 1999;
Lazar i Pospisil 1999; Strasser i in. 2000]. Pomiary wykonano w 10 powtorzeniach (na 10

roslinach) z kazdego obiektu.

5.3.9. Analiza fitohormonow metodg HPLC

Analizy fitohormonéw wykonano przy uzyciu wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (ang. high performance liquid chromatography) ze spektrometrii masowa. Analizy
wykonano w trzecim od gory dobrze rozwinigtym liSciu. Probki zliofilizowano
i zhomogenizowano, a nastgpnie przygotowano nawazki (30 mg). Badane substancje
ekstrahowano mieszaning metanolu, wody i kwasu mrowkowego w stosunku 15 : 4 : 1
(v:viv). Po odwirowaniu zebrano supernatant i natozono na kolumny SPE Oasis MCX
(Waters). Kwas abscysynowy wymywano z kolumny SPE za pomoca metanolu [Dobrev
i Kaminek 2002]. Po odparowaniu metanolu, suchg zawarto$¢ rozpuszczono ponownie w 50
ul metanolu, przefiltrowano i umieszczono w aparacie do analiz HPLC-MS-MS. Wybrane
fitohormony (auksyny, kwas abscysynowy, salicylowy i jasmonowy oraz cytokininy) zostaty
oznaczone zgodnie z procedurg opisang przez Hura i in. [2017]. Probki ekstrahowano (5 min,
30 Hz, MM400, Retch, Haan, Niemcy) w 1 cm?® buforu ekstrakcyjnego (metanol/woda/kwas
mréwkowy, MeOH/H20/HCOOH, 15/4/1 v/v/v) po dodaniu roztworu wzorca wewnetrznego.
Probki odwirowano (3 min 22 000 x g, R32, Hettich, Tuttlingen, Niemcy), zebrano
supernatant 1 etap ekstrakcji powtdrzono dwukrotnie. Polaczony supernatant odparowano pod
N2, ponownie zawieszono w 5% MeOH w 1 M HCOOH i oczyszczono na wktadach SPE
w trybie mieszanym (BondElutPlexa PCX, Agilent, Santa Clara, CA, USA) [Dziurka i in.
2016]. Fitohormony analizowano za pomocg ultrawysokosprawnej chromatografii cieczowej
(UHPLC) przy uzyciu urzadzenia Agilent Infinity 1260 polaczonego ze zroédtem jonow 6410
Triple Quad LC/MS z interfejsem elektrorozpylania (ESI) (Agilent Technologies, USA).
Rozdziat osiagnigto na kolumnie analitycznej Ascentis EXxpres RP-Amid (2,7 um, 2,1 mm X
150 mm; Supelco, Bellefonte, PA, USA) przy liniowym gradiencie H>O vs. acetonitryl
20,01% HCOOH. Stabilny znakowany izotopowo wzorzec wewngtrzny fitohormonow
sktadat si¢ z: [**Ns]dihydrozeatyny, [*°Na4]kinetyny, [?Hs]kwasu indolilo-3-octowego, kwasu
[Hs]cis,trans-abscysynowego, [?Hslkwasu salicylowego i [?Hs]kwasu jasmonowego
(OIChemIm, Otomuniec, Republika Czeska). Ukierunkowane profilowanie fitohormondw
prowadzono z wykorzystaniem monitorowania wielokrotnych reakcji (MRM) z poréwnaniem

z danymi uzyskanymi dla czystych i stabilnych wzorcow znakowanych izotopowo badanych
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zwigzkow. Oznaczono nastepujace formy hormonéw: TAA, kinetyna (KIN), zeatyna (ZEA),
Topolina, ABA, SA, JA. Dane przedstawiono jako ng g* DW. Analizy przeprowadzono

W trzech powtorzeniach.

5.3.10. Ocena dyskryminacji wegla °C

Badania izotopu 3C polegaja na wyznaczeniu dyskryminacji, czyli obnizenia
zawartosci izotopu *C w badanej probce, w stosunku do wzorca. Wzorzec jest juz zapisany
w danej maszynie analitycznej. Zazwyczaj jako wzorzec zawartosci °C stosuje si¢ zloza
0 duzej zawarto$ci tego pierwiastka i tak samo w przypadku azotu (np. wzorzec wegla
Z oznaczeniem procentu wegla w CO2, wzorzec azotu z podziemnego metanu lub z wczesniej
ustalonej probki jakiego$ zwiazku chemicznego). Poniewaz wskaznik dyskryminacji wylicza
si¢ poprzez odjecie od zawartosci 13C w probce zawartoéci tego izotopu we wzorcu otrzymuje
si¢ warto$ci ujemne. Oznacza to, ze wigksza dyskryminacja wigze si¢ z mniejszg wartoscig
wskaznika dyskryminacji.

Probki przeznaczone do analizy suszono w 105°C przez 24h, a nast¢gpnie mielono
W mozdzierzu. Pomiary zawartosci izotopu C wykonano metoda spektroskopii IRMS
za pomocg aparatu Finnigan MAT 253 Mass Spectrometer, pracujacego w trybie ciaglego
przeptywu dzigki poditaczeniu do analizatora elementarnego Flash HT. Nawazki probek
w naczynkach pomiarowych umieszczono w mineralizatorze, a probki spalano
w temperaturze 1020°C. W celu upewnienia si¢, ze probki zostaty catkowicie spalone, do
systemu wstrzyknieto niewielka ilo$¢ tlenu. Powstaty dwutlenek wegla rozdzielano na
ogrzanej do 45°C kolumnie chromatograficznej, a jako gazu nosnego uzyto helu. Rozdzielone
probki wstrzykiwano do aparatu IRMS poprzez interfejs ConFlo IV. Do kalibracji systemu
uzyto certyfikowanych standardow izotopowych: USGS 40, USGS 41, IAEA 600 [Coplen
iin. 2006]. Analizy zostaly przeprowadzone w Instytucie Nauk Geologicznych PAN
w Warszawie.

Badania kalibracyjne wykonane na spektrometrze pomiarowym pokazujg, ze blad

standardowy pomiar6w stezenia izotopow azotu wynosi ok. 1% warto$ci mierzonej.
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5.3.11. Okreslenie udzialu azotu pobranego przez bakterie brodawkowe w ogélnym
pobieraniu azotu przez rosliny, przy wykorzystaniu siarczanu amonu o zwiekszonym

udziale izotopu °N

Warto$ci graniczne to jednostki umowne oznaczajagce wiclko$¢ sygnatu analizy
spektrometrii mas. Kontrolg 1 stanowity rosliny rukoli pochodzace z rodziny innej niz
bobowate, uprawiane na glebie wzbogaconej w *N i wynosita ona 224,21. Kontrole 2
stanowity rosliny rukoli, uprawiane na glebie bez dodatku *°N i wynosita 7.61. Aby wyliczyé
procentowy udziat biologicznego i wlosnikowego pobierania azotu zastosowano podany nizej

wzor, gdzie: S to wartoéci dla roslin straczkowych rosnacych na glebie wzbogaconej w °N.

I R2 R2=K2-S

K1
\ S "
K2 / \ R1 R1=K1-S

Wzrost pobierania azotu przez brodawki powoduje, ze wartosci S zmniejszaja sie,
a wzrost pobierania azotu przez wlosniki zwigksza warto$ci S. Wartosci te oscyluja pomiedzy
warto$ciami K1 1 K2. Aby obliczy¢ procentowy udzial biologicznego wigzania azotu
w calkowitym pobieraniu azotu wyliczono R1, czyli od K1 odj¢to warto$¢ S dla danej probki
i podobnie w przypadku procentowego udziatu wlosnikowego pobierania azotu w catkowitym
pobieraniu tego pierwiastka obliczono R2, czyli od K2 odjeto wartos¢ S. Wartosci R1 i R2
odpowiadajg stosunkowi intensywnosci obydwu procesow pobierania azotu. PO otrzymaniu
wartosci R1 1 R2 wyliczono procentowy udzial procesu wigzania ,,brodawkowego” lub

,»wlosnikowego”, wedtug nizej podanych wzoréw. Suma obydwu udziatow wynosi 100%.

R1

% wiazania brodawkowego = TEYY
. . , . R2

% wigzania wtosnikowego = TEYY
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5.3.12. Oznaczenie aktywnosci reduktazy azotanowej metoda in vivo

Aktywnos¢ reduktazy azotanowej oznaczono w trzecim lisciu od gory. Zebrane tkanki
roslinne poddano inkubacji w mieszaninie z azotanami oraz w mieszaninie bez azotanow.
Mieszanina pierwsza sktadata si¢ z 0,1M buforu fosforanowego (pH 7,5), 0,AM KNO3zi 2%
propanolu. Sktad mieszaniny drugiej byl taki sam, ale nie zawierat azotanu. Inkubacja
w zamknigtych kolbach trwata 1h w temperaturze 30°C. Po tym czasie zawarto$¢ kolb
wymieszano i 1 cm? przeniesiono do probowek, a nastepnie dodano 1ecm® 1% sulfanilamidu
w 1M HCI (SAA) oraz 1cm?® 0,01% dichlorowodorku N-(1naftylo)-etylenodiaminy (NED).
Roéwnolegle wykonano probe kontrolng. Absorbancje zmierzono przy 540 nm, stosujac
kontrole — probke bez azotandw, jako probe odniesienia. Wykonano krzywa wzorcowa
i obliczono liczb¢ nanomoli azotynow wytworzonych w czasie reakcji enzymatycznej.
Aktywnos$¢ enzymu przedstawiono jako liczbe nanomoli NO; powstatego w ciggu 1 h

w przeliczeniu na 1 g §wiezej masy [Jaworski 1971]. Analiz¢ wykonano w 5 powtdrzeniach.

5.3.13. Oznaczenie aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych

Swieze liscie (trzecie w pehni rozwiniete od gory roéliny) homogenizowano z 50 mM
buforem fosforanowo-potasowym (pH = 7,0) zawierajacym 0,1 mM EDTA (100 mg §wiezej
masy materiatu roslinnego w 1 cm® buforu). Po odwirowaniu (10 000 x g, przez 15 min
w 4°C, 32R, Hettich, Niemcy), supernatant pobrano z probki i przeniesiono na 96-
studzienkowa ptytke (Synergy II, Biotek, Winooski, VT). Aktywno$¢ dysmutazy
ponadtlenkowej (SOD, EC 1.15.1.1) przeprowadzono metoda redukcji cytochroméw wedhug
McCorda i Fridovic [1969]. Aktywno$¢ katalazy (CAT, E.C. 1.11.1.6) mierzono przy 240 nm
zgodnie z metodg Aebi [1984] z H20> jako substratem. Aktywno$¢ peroksydazy (POX, EC
1.11.1.7) oznaczono metodg Liicka [1962] z p-fenylenodiaming jako substratem,
a absorbancj¢ odczytano przy 485 nm. Przeprowadzone analizy zostaly przeprowadzone
wedlug Grudysa i in. [2018]. Bialko analizowano metoda Bradford [1976]. Wszystkie
pomiary wykonano w trzech powtorzeniach dla kazdej odmiany 1 kombinacji. Aktywnos¢
katalazy i peroksydazy wyrazano w pmol H,O, min™ mg biatka. Aktywnosé¢ SOD wyrazono
w U/ug biatka, gdzie U oznacza ilos¢ enzymu (biatka) powodujacg inhibicje aktywnosci
tworzenia anionorodnika ponadtlenkowego o0 50% (inhibicje szybko$¢i redukcji cytochromu
), co oznacza spadek absorbancji mierzonej przy 550 nm o 0,0125 jednostek w ciggu

1 minuty.
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5.3.14. Analiza ekspresji genow warunkujacych wytwarzanie brodawek korzeniowych

Izolacja RNA

Ekspresje genow Nod badano w tkankach korzeni ro$lin traktowanych pigcioma
szczepionkami bakteryjnymi pochodzacymi od réznych producentéow: Nitraging Biofood,
Nitraging IUNG, Nitroflorg Mycoflor, HiStick® Soy i Rhizobium Bio-Gen. Kontrole
stanowity korzenie roslin nieinokulowanych. Ro$liny odmiany soi ,,Malaga” rosty w perlicie
podlewanym Azofoska i Florovitem, jak opisano w rozdziale 5.2. w doswiadczeniu 4.

Do izolacji RNA pobierano probki korzeni bocznych o masie 0,03-0,05 g. Dla kazde;j
odmiany pobierano fragmenty korzeni z trzech losowo wybranych roslin. Prébki po pobraniu
natychmiast zamrazano w cieklym azocie, po czym przenoszono do —80°C. Izolacj¢ RNA
przeprowadzano przy uzyciu kitu RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Niemcy):
Zamrozone probki ucierano z metalowymi kulkami o $rednicy 3 mm (Tissue LyBSr, Qiagen).
Do tak przygotowanego proszku dodano 450 pl buforu RLT (zawierajgcego izotiocyjanian
guanidyny oraz B-merkaptoetanol) lizujacego i denaturujacego biatka. Lizat przenoszono na
kolumne¢ homogenizacyjng QlAshredder i wirowano przez 2 min przy 13 200 rpm (Eppendorf
AG, Hamburg Niemcy). Do otrzymanego przesaczu dodawano i 0od razu mieszano 96% etanol
w iloéci odpowiadajacej potowie objetosci przesaczu (zazwyczaj 200-300 pl). Otrzymana
mieszaning przenoszono na kolumn¢ do izolacji RNeasy, ktora w swoim zlozu wigzata
odwodnione etanolem RNA. Kolumny z probkami wirowano (15 s przy 11 000 rpm), po
czym wylewano przesacz. W celu oczyszczenia preparatu RNA, na kolumng aplikowano 700
ul buforu RW1, wirowano 15 s przy 10 000 rpm i wylewano przesacz. Nastgpnie preparat
RNA przemywano 500 pl buforu RPE, wirowano przez 15 s przy 10 000 rpm i wylewano
przesacz. Ta czynno$¢ powtdrzono i osuszono kolumny. RNA eluowano, aplikujac 30 pl
wody sterylnej bezposrednio na kolumne i wirujac przez 1 min przy 10 000 rpm. Uzyskany
eluat aplikowano na kolumng i wirowano tak jak poprzednio w celu zwigkszenia stezenia

uzyskanego preparatu RNA. Otrzymane RNA przechowywano w temperaturze —80°C.

Odwrotna transkrypcja

Etap odwrotnej transkrypcji wykonano przy pomocy Kkitu QuantiTect Reverse
Transcription Kit (Qiagen). Przed wykonaniem reakcji odwrotnej transkrypcji wykonano

trawienie genomowego DNA. Matryce dla reakcji stanowito RNA o st¢zeniu ok. 300 ng/ul
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(sprawdzane w probkach przy pomocy spektrofotometru Ultrospec 2100 Pro firmy Amersham
Biosciences, Little Chalfont, UK). Do matrycy dodano bufor trawigcy DNA gDNA Wipeout
Buffer oraz wode¢ wolng od RNA (Tabela 7), po czym mieszano i inkubowano

w temperaturze 42°C przez 2 min.

Tabela 7. Sktad mieszaniny reakcyjnej do trawienia DNA.

Skladnik Objetosé na jedng préobke [ul]
7x gDNA Wipeout Buffer 2
RNA 2
RNAse-free water 10
RAZEM 14

Po inkubacji do mieszaniny reakcyjnej dodano: bufor Quantiscript RT Buffer (posiada
on jony Mg?" oraz trifosforany deoksyrybonukleotydéw), roztwoér enzymu odwrotne;
transkryptazy Quantiscript Reverse Transcriptase (zawierajacej inhibitor RNaz) oraz
mieszaning starterow RT Primer Mix (Tabela 8). W mieszaninie starterow znajdowaty sie
startery oligo-dT, ktore pozwalaja na syntezg pierwszej nici cDNA od konca 3> mRNA -
poli(A) oraz tzw. random primers, czyli krotkie startery o losowej sekwencji nukleotydow
przytaczajace si¢ do mRNA w losowych miejscach. Nastepnie, cato§¢ wymieszano
I inkubowano w 42°C przez 15 min, po czym zatrzymywano reakcje poprzez termiczna

inaktywacje odwrotnej transkryptazy w 95°C przez 3 min.

Tabela 8. Sktad mieszaniny reakcyjnej do odwrotnej transkrypcji.

Skladnik Objetosé na jedna probke [pl]
5x Quantiscript RT Buffer 4
Quantiscript Reverse Transcriptase 1
RT Primer Mix 1
Roztwér RNA po trawieniu gDNA 14
RAZEM 20
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Real-time PCR

Kazda reakcja PCR przeprowadzana byta w 3 powtorzeniach biologicznych. Sktadniki
mieszaniny reakcyjnej do real-time PCR (Tabela 9) aplikowano do 96-dotkowej ptytki
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), po czym zabezpieczano folig adhezyjna
(Applied Biosystems) i wktadano do termocyklera (7500 real-time PCR System, Applied
Biosystems) zaprogramowanego w nastgpujacy sposob:

e wstepna denaturacja i aktywacja polimerazy w temperaturze 95°C — 10 min, przy
wylaczonej optyce,

e denaturacja przez 15 s w temperaturze 95°C przy wytaczonej optyce oraz przytaczanie
starterow i elongacja przez 60 s w temperaturze 60°C przy wiaczonej optyce (cato$é

40 cykli).

Tabela 9. Sktad mieszaniny reakcyjnej do real-time PCR.

Skladnik Objeto$é na jedna probke [pl] Stezenie koncowe
Sterylna woda 5,0 -
Starter Forward 2,5 900 nM
Starter Reverse 2,5 900 nM
TagMan PCR Master Mix 12,5 1x
10 x rozcienczone cDNA 25 ok. 38 ng
RAZEM 25 -

TagMan PCR Master Mix (Applied Biosystems) zawiera dNTPy (wraz z dUTP), polimeraz¢
DNA AmpliTaq Gold®, uracylo-N-glikozydaze AmpErase® oraz jony Mg?".

Sekwencje starterow zaczerpnigto z Wang i in. [2019]. Sekwencje starterow podano
w Tabeli 10.

Tabela 10. Sekwencje (5°-3’) starterow wykorzystywanych do analizy zmian w ekspres;ji
genow NORKDb, NIC1 i NOD21.

Gen Startery
forward reverse
NORKb AAATTGTGAGCGGCAGGGAA GCATGGACCATACCCATTCA
NIC1 GCCAAAGGTTGTTCACGAGAA GCAAAACTTGCCTTCAGGAGC
NOD 21 AGACTTGGAGATGGAGATGG GGAACCTTACACAAGATTTTC
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Oprocz oznaczen badanych probek, raz na kilka ptytek 96-dotkowych, wykonywano
réwniez oznaczenia na Serii rozcienczen cDNA losowo wybranych roslin (10 x, 100 x, 1000 x
i 10000 x), ktore postuzyty do sporzadzenia krzywych standardowych dla genu standardu
wewnetrznego 1 genow docelowych.

Obliczenia miaty charakter wzgledny z zastosowaniem genu referencyjnego
GmATPsynthase [Madsen i in. 2003]. Zastosowano metod¢ krzywych standardowych
z modyfikacjg [Pfaffl 2001]. Analize danych uzyskanych z reakcji real-time PCR
rozpoczynano od przygotowania dokumentu RQ Study w programie 7500 System SDS
Software (Applied Biosystems), ktory poprzednio postuzyt do zaprogramowania reakcji. Dla
kazdej probki odczytywano warto$¢ CT (cykl, w ktorym amplifikacja osiggnela wartos¢
progowa — Treshold cycle), nastepnie usredniano wartosci CT dla trzech powtorzen
analitycznych odrzucajac najbardziej odbiegajaca od pozostatych, jezeli btad standardowy
wynosit wiecej niz 5% S$redniej. Nastepnie sporzadzono krzywe standardowe (zalezno$¢ CT
od stezenia cDNA w probece) dla kazdego genu w arkuszu programu Microsoft Excel.
Nachylenie poszczegdlnych krzywych standardowych stuzylo do obliczenia wydajnosci
amplifikacji na cykl, ktéra nastgpnie stuzyta do obliczenia liczby kopii docelowych genow
w odniesieniu do genu referencyjnego. Liczbe kopii danego genu w probkach badanych

podawano jako krotnos$¢ liczby kopii tego genu w probkach kontrolnych (bez szczepionki).

5.3.15. Analiza statystyczna

Uzyskane wyniki poddano analizie wariancji (ANOVA jedno- lub wieloczynnikowa)
w programie Statistica 13 (Stat-Soft, Inc.,Tulsa, OK, USA). Wystepowanie rdznic migdzy
dwoma obiektami sprawdzano za pomocg testu t-Studenta (p < 0,05). Istotno$¢ zréznicowania
pomigdzy wieloma obiektami analizowano za pomocg wielokrotnego testu Duncana (p <
0,05). Pomigdzy wybranymi parametrami wyliczono wspotczynniki korelacji Pearsona (p <

0,05). Na wykresach przedstawiono $rednie + BS (blad standardowy).
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6. Wyniki

6.1. Analiza warunkow atmosferycznych

Na podstawie analizy danych meteorologicznych w 2018 roku suma opadow
w Krakowie wynosita 569,3 mm (Tabela 11), natomiast w okresie wegetacji najsuchszym
miesigcem byt kwiecien, w ktorym suma opadéw wynosita tylko 12,5 mm. Najwiecej opadoéw
odnotowano w lipcu, i wynosity one 142 mm. W 2018 roku w okresie wegetacji roslin
uprawianych od kwietnia do sierpnia $rednia temperatura wynosita 18°C, a od kwietnia do
pazdziernika 16,6°C (Tabela 11). Na podstawie wspoétczynnika Sielianinowa, bioragcego pod
uwage sumg¢ opadow i temperatur w danym miesigcu, W okresie wegetacji roslin, kwiecien
w tym roku byt skrajnie suchy (HTC = 0,31), wrzesien byl suchy, a maj, czerwiec i sierpien
dos$¢ suche. Wilgotny natomiast byl natomiast lipiec.

W 2019 roku suma opadow wynosita 638,5 mm (Tabela 12). Rok ten charakteryzowat
si¢ matg ilo$cig opadéw w lutym i marcu, a najsuchszym miesigcem byt czerwiec z opadami
124 mm. W 2019 roku miesigce, w ktorych przebiegala wegetacja soi, byly duzo chtodniejsze
niz w roku 2018. Od kwietnia do sierpnia Srednia temperatura wynosita 16,6°C, od kwietnia
do wrzesnia 16,5°C, a do pazdziernika 15,6°C (Tabela 12). Kierujac si¢ wspodtczynnikiem
Sielianinowa, w tym roku kwiecien byt wilgotny, a maj skrajnie wilgotny. Z kolei czerwiec
byt bardzo suchy, a lipiec i sierpien do$¢ suche. Wrzesien byt natomiast dos¢ wilgotny.

W 2020 roku odnotowano matg ilos¢ opadéw w styczniu 1 bardzo niska ilos¢ opadow
w kwietniu (4,4 mm). Najwigcej deszczu spadto w sierpniu (108,2 mm). Suma opadow dla
tego roku wyniosta 671,8 mm (Tabela 13). W okresie wegetacji w 2020 roku odnotowano
jeszcze nizsze $rednie temperatury niz w poprzednich latach. Srednia temperatura od kwietnia
do lipca wynosita 12,5°C, a od kwietnia do sierpnia 15,7°C (Tabela 13). Kwiecien ponownie
byt bardzo suchy (HTC=0,15), a maj z kolei bardzo wilgotny (HTC=2,5). Okres od czerwca

do wrzesnia byt optymalny.
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Tabela 11. Srednia, maksymalna i minimalna temperatura, suma opadéw miesiecznych oraz

wspotczynnik hydrotermiczny Sielianinowa (HTC) w roku 2018 na terenie Krakowa [IMGW-

PIB, OGIMET].
Miesigc Srednia Max. Min. Suma Wspotczynnik
temperatura $r. temp. $r. temp. opadow HTC
[°C] [°C] [°C] [mm] Sielianinowa
I 0,9 4,1 -2,0 18,0 6,45
I -3,0 -05 -51 10,0 1,19
Il 0,7 58 -4,1 19,0 8,76
v 13,5 12,5 10,0 12,5 0,31
\Y 17,2 23,3 10,8 69,0 1,29
VI 18,8 24,7 13,9 72,0 1,28
VII 19,9 25,9 14,7 142,0 2,30
VIl 20,6 26,5 15,2 71,0 1,11
IX 15,8 11,4 9,3 43,8 0,92
X 10,4 16,8 5,4 52,0 1,61
Xl 4,5 8,6 1,7 12,0 0,89
Xl 1,2 3,2 -13 48,0 12,90

HTC = P/0,1 }t, P — suma miesi¢czna opadéw atmosferycznych w mm, >t — miesigczna
suma temperatur powietrza >0°C.

Tabela 12. Srednia, maksymalna i minimalna temperatura, suma opadéw miesiecznych oraz

wspotczynnik hydrotermiczny Sielianinowa (HTC) w roku 2019 na terenie Krakowa [IMGW-

PIB, OGIMET].
Miesigc Srednia Max. Min. Suma Wspotezynnik
temperatura sr. temp. sr. temp. opadow HTC
[°C] [°C] [°C] [mm] Sielianinowa
I 1,8 0,8 -4,2 52,6 9,43
I 2,9 8,4 -14 13,4 1,65
Il 6,2 11,7 1,4 23,9 1,24
v 10,0 16,0 4,6 72,7 2,42
\Y 12,4 17,2 8,4 124,9 3,25
VI 22,3 28,5 15,9 4,2 0,06
VIl 19,2 25,4 13,5 74,7 1,26
VIl 20,3 26,7 15,0 79,3 1,26
IX 14,5 20,2 9,9 78,3 1,80
X 10,4 17,6 51 35,5 1,10
XI 59 9,8 2,7 43,3 2,45
Xl 2,7 6,4 -0,7 35,7 4,27

HTC = P/0,1 }t, P — suma miesi¢czna opaddéw atmosferycznych w mm, >t — miesigczna
suma temperatur powietrza >0°C.
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Tabela 13. Srednia, maksymalna i minimalna temperatura, suma opadéw miesiecznych oraz

wspotczynnik hydrotermiczny Sielianinowa (HTC) w roku 2020 na terenie Krakowa [IMGW-

PIB, OGIMET].
Miesigc Srednia Max. Min. Suma Wspotczynnik
temperatura $r. temp. $r. temp. opadow HTC
[°C] [°C] [°C] [mm] Sielianinowa
I 1,0 4,6 -2,2 20,5 6,61
] 4,0 8,3 0,2 75,8 6,53
i 4,9 10,9 -0,2 15,2 1,00
v 9,5 17,0 1,1 4.4 0,15
\Y 11,4 17,4 55 88,3 2,50
VI 18,1 23,2 14,0 72,9 1,34
VIl 19,0 25,3 13,1 65,5 1,11
VIl 20,3 26,7 14,7 108,6 1,73
IX 15,1 21,2 9,7 79,2 1,75
X 10,2 14,8 6,7 95,9 3,03
XI 4,7 8,4 1,5 23,3 1,65
Xl 1,0 3,7 -1,3 22,2 7,16

HTC = P/0,1 }t, P — suma miesi¢czna opadéw atmosferycznych w mm, >t — miesigczna
suma temperatur powietrza >0°C.

6.2. Doswiadczenie 1. Wptyw terminu siewu nasion soi uprawnej na plonowanie

Doswiadczenie prowadzono w trzech sezonach wegetacyjnych w latach 2018 — 2020.
W kazdym sezonie stosowano inne odmiany soi uprawnej i prowadzono doswiadczenie
Z r6znymi modyfikacjami. W 2018 roku uprawiano tylko jedng odmiang ,,Petrina”, a czgs¢
nasion inokulowano szczepionka bakteryjng. Nasiona wysiewano W o$miu terminach
(do$wiadczenie 1A). W 2019 r. uprawiano odmiang ,,Abelina”, ,,Merlin” i ,,Petrina”, przy
czym czg$¢ nasion przykrywano w najwczesniejszym terminie siewu agrowtokning. W tym
roku badano wptyw trzech termindéw siewu na plon nasion (doswiadczenie 1B). W 2020 roku
prowadzono doswiadczenie rowniez na tych trzech odmianach, tak jak w 2019 roku, ale

wysiewano je w dwoch terminach (do$wiadczenie 1C).

58
58:7874241960



59:1015686729

6.2.1. Doswiadczenie 1A. Wplyw terminu siewu i szczepionek bakteryjnych na plonowanie

soi uprawnej odmiany ,,Petrina”

Doswiadczenie zostato przeprowadzone na bardzo podznej odmianie soi uprawnej
,,Petrina”, ktorg wysiewano w osmiu terminach od 12. kwietnia do 12. lipca 2018 roku. Rok
ten byl stosunkowo suchym rokiem, charakteryzujacym si¢ bardzo niska ilo$cig opadow
w okresie zimowym i wiosennym. Najbardziej korzystnym terminem siewu dla uzyskania
najwiekszej liczby strgkow, liczby nasion i ich masy byt 21. maja (Tabela 14). W tym
miesigcu odnotowano wyzszg ilo$¢ opadéow w porownaniu do kwietnia (Tabela 11).
Wspotczynnik HTC dla tego miesigca wynosit 1,29, co oznacza, ze byt to miesigc dos¢ suchy,
jednakze poprzedzajacy go kwiecien byl skrajnie suchy, dla ktérego HTC wynosit 0,31. Masa
tysigca nasion uzyskana z ros$lin z wysiewu 21. maja byta jednak rownie wysoka, jak
w przypadku nasion zebranych z roslin wysiewanych 12. kwietnia i 4. maja (Tabela 14). W
tych dwoch ostatnich wymienionych terminach uzyskano mniejsza liczbe strakéw, nasion
I ich masg¢ w przeliczeniu na jedng rosling, co moglo by¢ spowodowane niskg ilo$cig opadow.
Mniejsza liczba nasion, przy porownywalnej MTN oznaczataby, ze masa jednego nasiona
byta wigksza niz w plonie uzyskanym z siewu z 21. maja.

Piatego czerwca 2018 roku wysiano nasiona soi uprawnej w dwoch wariantach. Jedna
partie nasion inokulowano szczepionka bakteryjng Nitragina IUNG. Z ro§lin wysiewanych 5.
czerwca uzyskano podobny plon z roslin niezaleznie od zastosowanej szczepionki, natomiast
w przypadku siewu 25. czerwca z roslin nieinokulowanych uzyskano najnizszg $rednig liczbe
strakow, liczbe nasion i ich mas¢ w przeliczeniu na jedna rosling. Dodanie szczepionki
do czgéci nasion wysiewanych 25. czerwca istotnie zwigkszylo wszystkie parametry plonu
z wyjatkiem MTN. Nalezy zwroci¢ uwage, ze $rednia temperatura od czerwca
do pazdziernika 2018 roku wynosita 16,7°C i byta nizsza od $redniej temperatury obliczanej
dla okresu od kwietnia do sierpnia, w ktorym byly uprawiane rosliny wysiewane
W najwczesniejszym terminie. Nizszy plon uzyskano rowniez z ro$lin wysiewanych 12. lipca,
z ktorych zbidr nastapit 16. pazdziernika. Wspotczynniki HTC dla poszczegdlnych miesigcy
tego okresu wegetacji wynosily odpowiednio 2,30; 1,11; 0,92; 1,61 (Tabela 11). Jedynie
lipiec, w ktorym wysiewano nasiona, byl wilgotny, a sierpien i wrzesien byly dos¢ suche.
Wszystkie badane parametry plonu pochodzacego z roslin wysiewanych 12. lipca byty
istotnie nizsze od parametréw uzyskanych z ro$lin wysiewanych we wcze$niejszych
terminach. Rosliny wysiewane 27. lipca co prawda wytworzyly straki, ale nie zebrano juz
Znich plonu ze wzgledu na bardzo matg liczbe 1 mase nasion. Z kolei, rosliny z nasion

wysiewanych w sierpniu zatrzymaty si¢ w fazie siewki, pomimo wysokiej temperatury
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panujacej w tym miesigcu (Srednia w sierpniu 20,6°C) i dostatecznej ilosci opadow (71 mm).

Wspdtezynnik HTC jednak dla tego miesigca wynosit 1,11, co oznacza ze byt do$¢ suchy.

Tabela 14. Wpltyw terminu siewu w 2018 roku soi uprawnej odmiany ,,Petrina” oraz zastosowania
szczepionki bakteryjnej (Nitragina IUNG) na parametry plonu. Srednie (n = 20) w kolumnach

zaznaczone roznymi literami r6znig si¢ istotnie (wielokrotny test Duncana; p < 0,05).

Okres

Termin siewu . Srednia liczba Srednia liczba Srednia waga Masa tysigca
i wegetac]! . o : . : - .
i zbioru (dni) strakéw / rosling nasion / roslineg nasion / rosline [g] Nasion [g]
I ab b b a
12.04. / 31.08. 141 40,2 +3,8 87,1+7,3 17,86 +1,33 204,91 £ 10,53
1
+23¢ +49¢ + ¢ + a
4.05./3.09 122 259+23 56,2+49 11,93 £ 0,97 212,33 £ 18,42
111
a a a a
21.05./13.00. L= 46,3 4,1 107,9 9.8 20,66 + 1,43 191,53 + 16,21
VA 112 36,6 +2,9P 86,5+7,4P 12,99 £0,72°¢ 150,22 +£10,21°
5.06. / 25.09. ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ '
VB 112 350+£3,2°P 80,4+7,9P0 12,96 £0,91 ¢ 16123 +£11,51°
5.06. / 25.09. ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ '
VA 112 14009 319+25°¢ 448 +0,71¢ 138,49 +£8,43°¢
25.06./15.10. ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ '
VB 112 20,0+1,4¢ 46,6 +3,414 6,40 £ 0,42 ¢ 139,27 £8,91 ¢
25.06. 15.10. ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ '
Vi
+1,1¢ +32¢ + e + d
12.07. 16.10 96 17,6 £ 1,1 39,9+3,2 4,33+0,53 108,43 + 9,62
VII
27.07./27.10. 92 - - - -
VI
29.08. /-

A — siew nasion bez inokulacji szczepionka, B — siew nasion inokulowanych szczepionka bakteryjna
(Nitragina IUNG); — brak danych; ro$liny z siewu 29.08 — ro$liny zatrzymaly si¢ w fazie siewki.

6.2.2. Doswiadczenie 1B. Wplyw terminu siewu i zastosowania agrowlokniny w okresie

kietkowania na plonowanie soi uprawnej odmiany ,,Abelina”, ,,Merlin” i ,,Petrina”

W 2019 roku przeprowadzono doswiadczenie wplywu terminu siewu trzech odmian
soi uprawnej: ,,Abeliny”, ,Merlina” i ,Petriny”. W przypadku terminu kwietniowego
zastosowano agrowlokning, w celu ochrony kietkujacych nasion przed mozliwymi
przymrozkami. Ponadto, agrowldknina utrzymuje wyzsza wilgotnos$¢ gleby i podwyzsza jej
temperature, co stwarza bardziej optymalne warunki dla kietkowania nasion soi, wrazliwej na
chtod. Jak wynika z Tabeli 12. w kwietniu najnizsza temperatura wynosita 4,6°C, i byt jeden

dzien, w ktorym spadt $nieg.
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Tabela 15. Wptyw terminu siewu w 2019 roku na parametry plonu trzech odmian soi
uprawnej: ,,Abelina”, ,,Merlin”, ,,Petrina”. W przypadku pierwszego terminu siewu czes¢
roslin byta przykryta agrowtéknina. Srednie (n = 20) + BS zaznaczone w kolumnach ta sama

literg nie rdznig sie istotnie (wielokrotny test Duncana; p < 0,05).

Termin Okres Sl.‘edma Srednia liczba Srednia Masa
. i, . liczba . masa . .
siewu wegetacji Odmiana i nasion ) tysigca nasion
i zbioru (dni) strakow /rosling nasion [l
/rosline [g)/rosline
| Abelina 232+£32°¢ 56,2+5,4°¢ 8,42+0,91°¢ 150,42 + 10,31 °
9.04. /30.08. 143 Merlin 171+1,54 383+28¢ 4,58 +0,32°¢ 120,53 £10,22°¢
Petrina 86,2+78%2 187,1+19,5% 33,20+4,52% 177,52 +14,58°2
| Abelina 243+1,8°¢ 60,4+ 6,9 °¢ 8,80+1,13¢ 15423 +15,19°
9.04. /+30'08' 143 Merlin 189+2,14 459+ 4.1 ¢ 523+0,299 123,53 +12,12°¢
agrowtoknina Petrina 92,3+8,82 197,8 +£20,7 @ 36,76 £ 3,122 180,43 +£13,22°2
Abelina 228+21°¢ 63,4+6,2° 10,49+ 0,89° 166,52 +15232
|
i + b + b + b + b
20.05. / 13.09. 133 Merlin 33,1+3,2 82,3+8,9 12,13+ 1,12 147,94 + 12,31
Petrina 254+29¢ 48,1+3,9¢ 567+0,519 118,12+11,18°¢
Abelina 82+1,1°¢ — — —
Il
_ i JL e _ _ _
1908,/ — Merlin 8,3 £1,1
Petrina 89+12°¢ — — —
— brak danych

W pierwszym terminie siewu bez zastosowania agrowtokniny wszystkie parametry
plonu byly wyzsze u odmiany ,,Petrina” w poréwnaniu do odmian ,,Abelina i ,,Merlin”
(Tabela 15). Najstabiej plonowata odmiana ,Merlin”. W pierwszym terminie Siewu
z zastosowaniem agrowtokniny uzyskano dla wszystkich odmian podobne wyniki, jak bez
przykrywania roslin. Nalezy zaznaczy¢, ze odmiana ,,Petrina” w obu przypadkach plonowata
zdecydowanie lepiej od pozostatych odmian, a odmiana ,,Merlin” plonowata najstabiej.
W przypadku roslin wysiewanych w maju (25.05.) odmiana ,,Petrina” plonowata najnize;j;
wszystkie parametry plonu z wyjatkiem liczby stragkdw na rosling byty nizsze w poréwnaniu
do parametrow plonu uzyskanych z pozostatych odmian. Najwieksza liczbg strgkow, nasion
i ich mas¢ zebrano z odmiany ,,Merlin”, natomiast najwyzsza MTN charakteryzowata si¢
odmiana ,,Abelina”. Nalezy zaznaczy¢, ze maj 2019 roku byt skrajnie wilgotny (HTC=3,25).
Po tym miesigcu nastgpit skrajnie suchy czerwiec (HTC=0,06). Pomimo tych bardzo
niekorzystnych warunkéw parametry plonowania dla odmiany ,,Abelina” 1 ,,Merlin” byly

poréwnywalne lub wigksze od parametréow plonu uzyskanych z ro$lin wysiewanych
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w kwietniu. Warunki pogodowe silnie zroznicowaty reakcje badanych odmian na temperature
I wilgotnos$¢ gleby wystepujace w czasie wegetacji.

Nasiona wszystkich odmian wysianych w sierpniu wykietkowatly i wytworzyly straki,
jednakze nie zebrano juz z nich plonu. Sierpien tego roku byt dos¢ suchy (HTC=1,26), z kolei
wrzesien byt dos¢ wilgotny (HTC=1,80). W ostatnim terminie siewu liczba strakéw byla
diametralnie mniejsza niz w przypadku roslin wysiewanych w kwietniu i maju.

W przypadku odmiany ,,Abelina” termin siewu nie wplynat na badane parametry
plonu z wyjatkiem MTN, ktora byla istotnie wyzsza u roslin wysiewanych w drugim terminie
(20.05). Pozniejszy termin siewu zwigkszyt istotnie plonowanie odmiany ,,Merlin”, natomiast

drastycznie zmniejszyl wszystkie parametry plonowania odmiany ,,Petrina”.

6.2.3. Doswiadczenie 1C. Wplyw terminu siewu na plonowanie soi uprawnej odmiany

,,Abelina”, ,Merlin” i ,,Petrina”

W 2020 roku powtorzono doswiadczenie dotyczace wplywu terminu siewu na
plonowanie odmian soi: ,,Abelina”, ,,Merlin” i ,Petrina”. Nasiona wysiano w dwodch
terminach: 22. kwietnia i 2. czerwca (Tabelal6). Dlugos¢ okresu wegetacyjnego badanych
odmian soi w 2020 roku byla istotnie krotsza w poréwnaniu do roku 2019. Bylo to
Z pewnoscig zwigzane z mniejszg ilo$cig opadow wystepujacych w okresie wegetacyjnym
w 2020 roku. Analizujagc wspotczynniki HTC dla poszczegdlnych miesiecy tego okresu
wegetacyjnego mozna stwierdzi¢, ze kwiecien byl skrajnie suchy, maj wilgotny, czerwiec
optymalnie wilgotny, lipiec do$¢ suchy, sierpien i wrzesien dos¢ wilgotny (Tabela 13).
Najwyzszy plon nasion z ro$lin wysiewanych w kwietniu otrzymano z odmiany ,,Petrina”.
Wszystkie analizowane parametry plonu byly znaczaco wigksze od parametrow plonu
pozostatych odmian. Z ros$lin odmiany ,,Petrina” uzyskano o 65% wigcej strakéw 1 nasion
W poréwnaniu do ,,Abeliny” i 75% w porownaniu do ,,Merlina”. Masa tysigca nasion
odmiany ,,Petrina” byla o 21% wigksza niz MTN , Abeliny” 1 23% od MTN , Merlina”.
Najnizej plonowata odmiana ,,Merlin”. W przypadku siewu 2. czerwca liczba strgkow
Z jednej rosliny dla wszystkich badanych odmian byla podobna. Najwicksza liczbg 1 mase
nasion uzyskano z odmiany ,,Merlin”. Najwyzsza MTN otrzymano w przypadku odmiany
»Abelina”, natomiast najmniejszg mas¢ nasion z rosliny, jak i MTN uzyskano z odmiany

,Petrina”. Ta odmiana silnie zareagowata spadkiem plonu na przesunigcie terminu siewu.
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Tabela 16. Wplyw terminu siewu soi uprawnej w 2020 roku na parametry plonu trzech
odmian soi uprawnej: ,,Abelina”, ,,Merlin” 1 ,,Petrina”. Srednie (n = 20) £ BS zaznaczone

w kolumnach tg sama literg nie r6znig si¢ istotnie (wielokrotny test Duncana; p < 0,05).

Termin Dlugosé Srednia Srednia Srednia .
. .. . . , . . . Masa tysiaca
siewu  wegetacji Odmiana liczba strakéw  liczba nasion ~ masa nasion nasion [g]
i zbioru (dni) /rosline /rosline /rosline g
| ,Abelina” 172+1,5¢ 41,1+32%  570+0,619  142,0+ 12,29
22.04. 79 ,,Merlin” 12,1+0,9¢ 27,3+2,1° 3,76£0,22° 137,6 £ 12,49°
10.07. ,»Petrina” 48,3+3,5¢2 107,9+9,8 2 1940+1,51% 179,8+ 16,472
I »yAbelina” 20,8+ 1,4° 49,4+3,7¢ 6,56+042° 132,8+13,12"
2.06. 92 ,»Merlin” 248+1,8° 60,9+5,4"0 7,77+0,52° 1275+11,41°¢
2.09. JPetrina®  174+13°  388+32°  368+021°  950+830¢

6.3. Doswiadczenie 2. Wplyw biostymulatoréw na plonowanie soi uprawnej

Doswiadczenie prowadzono w latach 2019 i 2020. W obu latach badano wplyw
biostymulatorow na liczbe strakoéw i nasion oraz mas¢ nasion. W 2019 r. wysiewano odmiang
,Petrina”, ktorg traktowano nastepujacymi stymulatorami: ASAHI SL, rozpuszczalnym
krzemem, metanolem i zearalenonem (do$wiadczenie 2A). W 2020 r. uprawiano odmiang
»Abelina” i ,,Merlin” i zastosowano te same stymulatory z wyjatkiem zearalenonu, ponadto
oprocz parametrow plonu oznaczano zawartos¢ fitohormondow w lisciach w trzech terminach

po aplikacji stymulatoréw (do§wiadczenie 2B).

6.3.1. Doswiadczenie 2A. Plonowanie soi odmiany ,,Petrina” pod wptywem biostymulatoréw

Nasiona wysiano 9. kwietnia, a zbioru dokonano 30. sierpnia. Biostymulatory
aplikowano w fazie kwitnienia (14. czerwca). Kwiecien 2019 roku byt wilgotny, maj skrajnie
wilgotny, natomiast czerwiec, w ktorym dokonano oprysku, byt skrajnie suchy. Lipiec
I sierpien byty dos¢ suche (Tabelal2).

Jedynie metanol nie zmienit badanych parametrow plonu soi, w odrdznieniu
od pozostatych biostymulatorow, ktore obnizyly liczb¢ strgkdw, nasion i ich mase

W poréwnaniu do kontroli (Tabelal7). Zaden z zastosowanych stymulatoréw nie wptywal na
MTN.
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Tabela 17. Wplyw biostymulatorow na parametry plonu soi zwyczajnej odmiany ,,Petrina”.
Srednie (n = 20) + BS zaznaczone w kolumnach ta samga literg nie roznig si¢ istotnie

(wielokrotny test Duncana; p < 0,05).

Srednia Srednia Srednia .
. . , . . . Masa tysiaca
Biostymulator liczba strakéw  liczba nasion masa nasion .
. . o nasion [g]
/rosline /rosline /rosline [g]
Kontrola 409+344% 87,1+8,2¢% 17,86 £1,42 204,92 + 19,312
ASAHI SL 30,4+2.8° 63,9+59° 13,09+ 1,21 ° 204,83+ 19,722
Krzem 315+2,7° 69,6 +5,8° 1496+ 1,32 214,90+ 18,212
Metanol 378+3,1% 823+7,5¢% 16,49+ 1,44° 200,39+ 19,492
ZEN 31,0+£2,9° 68,1+ 6,4° 13,90 £0,91° 204,17 £17,222

ASAHI SL — komercyjny preparat zawierajacy zwigzki fenolowe; Na»SiOs — rozpuszczalny

krzem; Metanol —12% roztwor wodny metanolu; ZEN — zearalenon.

6.3.2. Doswiadczenie 2B. Analiza profilu hormonalnego w li§ciach oraz plonowania soi

odmiany ,,Abelina” i ,,Merlin” pod wptywem biostymulatoréw
Parametry plonu

Ze wzgledu na brak pozytywne] reakcji odmiany ,Petrina” na dziatanie
zastosowanych stymulatoréw pod wzgledem plonowania, do§wiadczenie powtérzono w 2020
roku na dwoch innych odmianach: ,,Abelina” i ,,Merlin”.

Nasiona wysiano 22. kwietnia, a zbioru dokonano 24. sierpnia. Biostymulatory
aplikowano w fazie kwitnienia 4. czerwca. Okres wegetacji w tym roku, z wyjatkiem kwietnia
i lipca, byt dos¢ wilgotny (Tabela 18). Warunki pogodowe byty zatem bardziej korzystne dla
uprawy soi, niz w roku 2019.

W przypadku odmiany ,,Abelina” krzem i ZEN zwigkszyty liczbe strgkdow, nasion
I ich mase w stosunku do tych parametréw roslin kontrolnych, natomiast metanol zmniejszyt
jedynie liczbe nasion (Tabela 18). Podobne dziatanie metanolu zaobserwowano na roslinach
odmiany ,,Merlin”, przy czym ten $rodek obnizyt rowniez liczbg strakéw i mas¢ nasion
porownujac do kontroli. Zearalenon zwiekszyt istotnie liczbe strgkéw i nasion, natomiast
krzem nie zmienit wymienionych parametrow plonu. Masa tysigca nasion byta podobna dla

obu odmian niezaleznie od zastosowanego stymulatora.
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Tabela 18. Wptyw biostymulatorow na parametry plonu soi uprawnej odmiany ,,Abelina”
i ,,Merlin”. Wartosci reprezentuja $rednie (n = 20) + BS. Srednie w kolumnach zaznaczone ta

sama literg nie r0znig si¢ istotnie (wielokrotny test Duncana; p < 0,05).

Srednia Srednia Srednia
o s [ D M e

rosline /rosline /rosling

Kontrola 172+1,4° 40,1+34° 570+041° 1422+13,51°2

Abelina Krzem 229+1,9% 546+ 51°% 775+0,62% 1423+ 12,912

Metanol 162+1,3% 354+ 32°¢ 514+049° 1451+ 13,192

ZEN 213+1,7% 471+ 35% 702+0,58% 1492+ 14,092

Kontrola 121+1,1¢ 273+£199 376+ 0,21° 1382+ 13,082

Vet Krzem 127+12¢ 272+£219 376+ 0,32¢ 1384+ 12,472

Metanol 9,8 £0,79 18,6+1,2°% 260+0,249 1393+ 12,422

ZEN 173+1,2° 331+26° 376+ 0,25° 1142+ 10,41°

Na>SiOsz — rozpuszczalny krzem; Metanol —12% roztwor wodny metanolu; ZEN — zearalenon.

Aktywnos¢é fitohormonow pod wplywem biostymulatorow

Analiza wariancji wykazala istotny wplyw zastosowanych stymulatoréw na poziom
poszczegolnych fitohormonoéw (Tabela 19). W przypadku wszystkich analizowanych
hormonéw w ro$linach odmiany ,,Abelina” i ,Merlin” uptyw czasu po zastosowaniu
stymulatorow miat istotny wptyw na ich zawarto$¢. W przypadku kwasu indolilo-3-octowego
(IAA) i cytokinin (ZEA, KIN + TOP) rodzaj zastosowanego stymulatora nie miat znaczenia,
z wyjatkiem istotnego wptywu dla kinetyny z topoling w roslinach odmiany ,,Merlin”.
Wspolny efekt terminu zbioru probek i rodzaju stymulatora obserwowano u obu odmian dla

kwasu abscysynowego (ABA), salicylowego (SA) i jasmonowego (JA).
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Tabela 19. Analiza wariancji (ANOVA dwuczynnikowa) wplywu terminu analizy (T)
I biostymulatorow (B) na poziom poszczegdlnych fitohormonow w lisciach dwoch odmian
soi (,,Abelina” i ,,Merlin”) w probkach zbieranych w trzech terminach (1, 2 i 3 tygodnie po
aplikacji stymulatoréw). Gwiazdkami zaznaczono istotno$¢ wptywu danego czynnika: * —p <

0,05; ** —p <0,01; *** —p < 0,001; ns — nieistotny.

Odmiana Czynnik IAA ABA SA JA ZEA KIN+TO
P
Abelina T Fkxk Fokk *kk Foke Kk Kk
TxB ns *kk *xk *Kkk ns ns
Merlin T ** *kk *kk *kk *kk o
B ns = *% ** ns *%
TxB ns el ekl kel ns ns

IAA — kwas indolilo-3-octowy; ABA — kwas abscysynowy; SA — kwas salicylowy ; JA —

kwas jasmonowy; ZEA — zeatyna; KIN+TOP — kinetyna+topolina

Zawarto$¢ poszczegolnych hormonéw w lisciach soi, analizowana w trzech terminach,
zmieniata si¢ specyficznie po aplikacji kazdego ze stymulatorow (Wykres 1). Zawartos¢ IAA
zmniejszala si¢ stopniowo wraz z uplywem czasu po zastosowaniu wszystkich
biostymulatoréw. W roslinach kontrolnych poziom tego hormonu byl stabilny. Réwniez
poziom ABA zmniejszal si¢ wraz z uplywem czasu po zastosowaniu biostymulatorow, jak
réwniez w ro$linach kontrolnych. Istotne roznice zawartosci tego hormonu po aplikacji
réznymi stymulatorami obserwowano jedynie po tygodniu po wykonaniu opryskow.
Najwyzszg zawarto§¢ ABA w stosunku do kontroli i pozostatych stymulatorow w pierwszym
terminie odnotowano po zastosowaniu krzemu. Metanol i zearalenon obnizyly w tym samym
czasie poziom tego hormonu w stosunku do kontroli. Nie wykryto réznic w zawarto$ci ABA
w ros$linach traktowanych wszystkimi stymulatorami 1 w ro$linach kontrolnych w drugim
I trzecim terminie. Podobny profil zmian zawartosci SA obserwowano we wszystkich
terminach. Poziom JA po pierwszym tygodniu byt taki sam w roslinach kontrolnych,
jak i w roslinach traktowanych metanolem i zearalenonem. W tym terminie najnizszy poziom
tego hormonu zarejestrowano po aplikacji krzemem. Jego zawarto$¢ nieznacznie wzrosta po
dwoch tygodniach od czasu oprysku i zmniejszyta si¢ po trzech tygodniach. W roslinach
kontrolnych i traktowanych pozostalymi stymulatorami wykazano drastyczny spadek JA po
drugim i trzecim tygodniu. Zawarto$¢ ZEA byta najwyzsza u wszystkich roslin w pierwszym
terminie zbioru probek do analiz, po czym zmniejszala si¢ wraz z uptlywem czasu

z wyjatkiem roslin kontrolnych, w ktorych poziom tego hormonu po trzech tygodniach
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uprawy znacznie si¢ zwigkszyl. Poziom pozostatych cytokinin (KIN+TOP) oznaczonych
w lisciach soi przebiegal podobnie pod wplywem wszystkich stymulatoréw, przy czym
najwyzszg zawarto$¢ tych cytokinin oznaczono w roslinach kontrolnych w pierwszym
terminie. Na podstawie uzyskanych wynikow mozna stwierdzi¢, ze najwigksze zmiany
w profilu hormonalnym nastgpily pod wptywem krzemu w poréwnaniu do pozostatych
biostymulatoréw i roslin kontrolnych, przy czym zmiany te dotyczyly gldownie ABA, SA, JA.

Zmiany w profilu hormonalnym w lisciach odmiany ,,Abelina” analizowane w trzech
terminach po aplikacji biostymulatorow przebiegaly bardzo podobnie, jak w ro$linach
odmiany ,,Merlin”. Jedyng istotng zmiang stwierdzono w profilu JA (Wykres 2). Najwyzszy
poziom tego hormonu, po pierwszym tygodniu po aplikacji biostymulatorami, zanotowano
w lisciach roslin traktowanych metanolem. Poziom tego hormonu w nastepnych terminach
byt duzo nizszy pod wptywem tego stymulatora. Podobnie jak u odmiany ,,Merlin”, najnizsza
zawarto§¢ JA obserwowano po aplikacji krzemem. W przypadku odmiany ,,Abelina”,
podobnie jak u odmiany ,,Merlin”, krzem najsilniej wptywat na poziom ABA, SA, JA, przy
czym zwigkszal zawartos¢ ABA 1 SA w porownaniu do ro$lin traktowanych pozostalymi
stymulatorami i do roslin kontrolnych, a zawarto$¢ JA zmniejszata si¢ pod wplywem tego

zwigzku.
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Wykres 1. Zawarto$¢ fitohormonow w liSciach soi uprawnej odmiany ,,Merlin” zebranych w trzech
terminach: | — jeden tydzien; II — dwa tygodnie; Il — trzy tygodnie po aplikacji w czasie kwitnienia
biostymulatorami: zearalenonem (ZEN), metanolem i krzemem. Przedstawione dane prezentuja
srednie (n = 3) = BS. IAA — kwas indolilo-3-octowy; ABA — kwas abscysynowy; SA — kwas
salicylowy; JA — kwas jasmonowy; ZEA — zeatyna; KIN + TOP — kinetyna + topolina.
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Wykres 2. Zawartos¢ fitohormondéw w liSciach soi uprawnej odmiany ,,Abelina” zebranych w trzech
terminach: | — jeden tydzien; II — dwa tygodnie; Il — trzy tygodnie po aplikacji w czasie kwitnienia
biostymulatorami: zearalenonem (ZEN), metanolem i krzemem. Przedstawione dane prezentuja
srednie (n = 3) = BS. IAA — kwas indolilo-3-octowy; ABA — kwas abscysynowy; SA — kwas
salicylowy; JA — kwas jasmonowy; ZEA — zeatyna; KIN + TOP — kinetyna + topolina.
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6.4. Doswiadczenie 3. Wplyw zastosowanych szczepionek bakteryjnych na plonowanie soi

uprawnej

Do$wiadczenie prowadzono na ro$linach odmiany ,Petrina” w roku 2018 r.
w otwartym tunelu foliowym. Celem tego eksperymentu byto zbadanie wptywu szczepionek
bakteryjnych od trzech réznych producentow (Nitragina IUNG, Nitragina Biofood, Nitraza)
na parametry Kinetyki fluorescencji chlorofilu a, zawarto$¢ biatka ogodlnego w lisciach,
aktywnos$¢ reduktazy azotanowej w liSciach, stosunek poboru azotu z powietrza do azotu
pobieranego z gleby oraz na parametry plonu soi. W przypadku analiz stosunku azotu
pobieranego z powietrza do azotu pobieranego z gleby, rownolegle uprawiano rosling rukole
nienalezaca do rodziny bobowatych (do$§wiadczenie 3A).

W roélinach poddanych stresowi suszy analizowano dyskryminacje wegla 3C
w lisciach, strakach i nasionach roslin jednej odmiany ,,Petrina”. Wskaznik dyskryminaciji **C
$wiadczy o stopniu przymknigcia aparatow szparkowych, wymuszonym w reakcji obronnej
ro$lin przed utratg wody i1 wykorzystaniu dwutlenku wegla w procesie fotosyntezy
pochodzacego z tzw. recyklingu tj. fotooddychania lub oddychania (do$wiadczenie 3 B).

W 2019 r. prowadzono doswiadczenie nad wptywem pigciu szczepionek bakteryjnych
pochodzacych od réznych producentow (Nitragina IUNG, Nitragina Biofood, Nitroflora
Mycoflor, Rhizobium Bio-Gen, HiStick® Soy) na plonowanie nasion soi odmiany ,,Abelina”,
Merlin” 1 ,,Petrina” w warunkach suszy glebowej. Stres suszy wprowadzono na poczatku
kwitnienia i wynosil on docelowo 20% pojemnosci wodnej, natomiast rosliny kontrolne rosty
przy 70% pojemno$ci wodnej. Susza trwata trzy tygodnie. Po zbiorze roslin oceniano takze

liczbe brodawek na korzeniach (do§wiadczenie 3C).

6.4.1. Doswiadczenie 3A. Analiza fizjologicznych i biochemicznych parametrow odmiany

,,Petrina” pod wptywem szczepionek bakteryjnych

Parametry kinetyki fluorescencji chlorofilu a

Rodzaj szczepionki wplywal istotnie na wszystkie analizowane parametry

fluorescencji (Tabela 20).
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Tabela 20. Analiza wariancji (ANOVA jednoczynnikowa) wptywu réznych szczepionek na
parametry kinetyki fluorescencji chlorofilu a. Gwiazdkami zaznaczono istotno$¢ wptywu

danego czynnika: * — p < 0,05; *** —p <0,001.

Czynnik FWFm ABS/ICSm TRJ/CSm  ETJCSm  DIJ/CSn  RC/CSnm Pl

Szczepionka ~ *** ns ns *% * * -

Szczepionki wptywaty specyficznie na wartosci badanych parametrow fluorescencji
chlorofilu a (Tabela 21). Najwickszag maksymalng wydajnos¢ fotochemiczng PSII (Fv/Fm),
strumien energii transportowanej poza Qa (ETo/CSm) i zageszczenie aktywnych centrow
reakcji PSIl (RC/CSm) zanotowano w ros$linach inokulowanych szczepionka Nitragina
Biofood, natomiast najwyzsza warto$¢ wskaznika funkcjonowania PSII (Pl) obserwowano
u ro$lin inokulowanych Nitraging [IUNG. Pozostale szczepionki nie wptyng¢ty na ten parametr,
ktory byt podobny do wartosci kontrolnych. Najnizsza wielko$¢ rozproszenia energii
(DIo/CSm) odnotowano w liSciach roslin inokulowanych Nitraging Biofood. Zastosowane
szczepionki nie zmienity absorbancji strumienia fotonéw przez czasteczki chlorofilu i centra
reakcji (ABS/CSm) oraz strumien przechwytywanej energii w wyniki redukcji plastochinonu
(TRo/CSm) w stosunku do kontroli.

Tabela 21. Wptyw zastosowanych szczepionek bakteryjnych na parametry kinetyki
fluorescencji chlorofilu a soi uprawnej odmiany ,Petrina”. Srednie (n = 20) + BS

w kolumnach zaznaczone tg samg literg nie roznig si¢ istotnie (wielokrotny test Duncana; p <

0,05).

Szczepionka Fu/Fm ABS/CS, TR,/CSn ET,/CSm DI1/CSn, RC/CSn, Pl
Kontrola ~ 0,775+0,021°  1466+112%  1137+109°  445+34°  328+21°  529+46°  1,160+0,124°
'\git;?gg;a 0,816+0,0457 15401252 125741147 645457  283+18°  671+52° 0,180 +0,024°
N;gﬁg‘a 0784+£0,042°  1486=113%  1167£172°  460+£32°  319=18%  521£43b  1815+0,142°
Nitraza 0768+0,022°  1428=180° 1098+ 181°  336+£23¢  330+£247  468+34°  0,157+0,028°

Fu/Fm — maksymalna wydajnos¢ fotochemiczna PSII; ABS/CSy, — absorpcja energii w przeliczeniu na
wzbudzong powierzchni¢ fotosyntetyzujacej probki; TRo/CSm — Strumien przechwytywanej energii
w wyniki redukcji plastochinonu; ETo/CSm — strumien energii transportowanej poza plastochinon Qa;
DIo/CSm — wielko$¢ rozproszenia energii; RC/CSy — zaggszezenie aktywnych centrow reakcji w PSII;

Pl — wartos¢ wskaznika funkcjonowania PSII.
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Parametry plonu

Analiza wariancji wykazata istotny wpltyw (p < 0.05) szczepionek na wysoko$¢ roslin,
liczbe strgkéw, mase nasion i MTS, natomiast szczepionki nie decydowaty o liczbie nasion
(Tabela 22).

Tabela 22. Analiza wariancji (ANOVA jednoczynnikowa) wptywu szczepionki na wysokosc¢
roslin oraz parametry plonu soi odmiany ,Petrina”. Gwiazdkami zaznaczono istotnos$¢

wplywu danego czynnika: * — p < 0,05; *** — p < 0,001; ns — nieistotny.

Czvnnik Wysokosé Srednia liczba Srednia liczba Srednia masa Masa tysiaca
y roslin strakéw/ro§ling  nasion/ rosline nasion/rosline nasion
Szczepionka * * * ns Fkx

Jedynie szczepionka Nitragina Biofood zwigkszyla istotnie wysoko$¢ roslin soi
odmiany ,,Petrina” w pordwnaniu do ro$lin nieinokulowanych i inokulowanych Nitraging
IUNG i Nitraza (Tabela 23). Nitragina Biofood i Nitragina IUNG zwigkszyty liczbe strakow
zebranych z jednej rosliny. Najmniejszg MTN uzyskano po inokulacji Nitraging Biofood,
a najwigksza z roslin kontrolnych i po inokulacji Nitraging IUNG, aczkolwiek MTS z tego

ostatniego traktowania nie réznita si¢ od MTS z ro$lin inokulowanych Nitrazg.

Tabela 23. Wptyw szczepionek bakteryjnych na wysokos¢ roslin i parametry plonu soi
uprawnej odmiany ,,Petrina”. Srednie (n = 20) + BS w kolumnach zaznaczone ta sama litera

nie ro6znig sig¢ istotnie (wielokrotny test Duncana; p < 0,05).

Wysokos§é Liczba Liczba Srednia masa Masa tysiaca
Szczepionka rosliny strakow nasion Nasion[g] nasion
[cm] /rosline /rosline /rosline [0]

Kontrola 50,4+25° 125+11° 316+25%® 516+045°? 163,01 + 15,51 2
Nitragina - po 5,512 1594132  357431° 5414042° 129,30+ 11,81 °
Biofood
N;S?\Ig(';”a 557+45% 154+142 31,3+32% 502+043% 158,47+ 14,73 %
Nitraza 55,5+4,9 ab 126+1,1° 28,7t 1,5 b 459+0,39°% 152,16 + 14,92 b
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Zawartos¢ biatka ogolnego w lisciach

Analiza wariancji wykazata istotny wplyw zastosowanych szczepionek na zawarto$¢
biatka w liSciach soi odmiany ,,Petrina” (p = 0,000). Szczepionki obnizyly istotnie zawarto$¢

biatka w liSciach w przypadku roslin inokulowanych Nitraging IUNG i Nitrazg (Wykres 3).

Wykres 3. Wptyw szczepionek bakteryjnych na zawarto$¢ biatek rozpuszczalnych w lisciach
soi uprawnej odmiany ,,Petrina”. ”. Srednie (n = 20) + BS zaznaczone ta sama litera nie réznia

si¢ istotnie (wielokrotny test Duncana; p < 0,05).

2,5 - a

2 - I I b b

O : T T ‘ T 1
Kontrola Nitragina Biofood Nitragina IUNG Nitraza

W ponizszych doswiadczeniach dokonywano pomiarow na roslinach osmiu obiektow:
ro$linach nieinokulowanych szczepionka (kontrola A), ro$linach nieinokulowanych
szczepionkg rosngcych w glebie z dodatkiem N (kontrola B), roslinach inokulowanych
trzema roznymi szczepionkami oraz roslinach inokulowanych réznymi trzema szczepionkami

i rosngcych w glebie z dodatkiem °N.

Wplyw izotopu N aktywnosé reduktazy azotanowej i plonowanie

W celu oceny proporcji pomigedzy azotem pobieranym z gleby a azotem wigzanym
przez bakterie brodawkowe, do gleby dodawano siarczan amonu zawierajacy izotop
,.ciezkiego” azotu °N. W tej czesci doswiadczenia analizowano najpierw wptyw tego izotopu
na aktywnos¢ reduktazy azotanowej (EC 1.1.6.2) w wspotdziataniu z trzema szczepionkami:
Nitraging Biofood, Nitraging IUNG i Nitraza oraz wptyw na plonowanie soi odmiany

,,Pertina”.
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Analiza wariancji wykazata istotny wplyw zastosowanych szczepionek i izotopu °N,
jak tez interakcj¢ tych dwoch czynnikow na aktywno$é reduktazy azotanowej w lisciach

odmiany ,,Petrina” (Tabela 24).

Tabela 24. Analiza wariancji (ANOVA dwuczynnikowa) wptywu szczepionki (SZ) i izotopu
N () na aktywno$¢ reduktazy azotanowej oraz parametry plonu soi odmiany ,,Petrina”.
Gwiazdkami zaznaczono istotnos¢ wptywu danego czynnika: * — p < 0,05; *** — p < 0,001;

ns — nieistotny.

Aktywnos¢ ¢ iali Srednia liczba Srednia masa Masa tysiaca
Czynnik reduktazy sf:el(i(l’:vli‘/:i)cézl?; nasion/ roslin nasion/rosling [g] nasioz [%]
azotanowej 2 ¢ ¢ ¢l g
SZ *%* *%* *%* * ns
I ** * *%* * ns
SZ x| * ns * ns ns

Dodanie izotopu N zwickszyto aktywno$¢ reduktazy azotanowej u roslin
kontrolnych nieinokulowanych szczepionka oraz roslin inokulowanych Nitraging IUNG
(Wykres 4). W roslinach inokulowanych Nitraging Biofood aktywno$¢ tego enzymu nie
roznita sie od aktywnoéci w lisciach roslin rosngcych w glebie bez dodatku izotopu N,
natomiast dodanie tego izotopu zmniejszyto aktywno$¢ reduktazy azotanowej w roslinach
inokulowanych Nitrazg Mycoflor. W przypadku roslin uprawianych w glebie bez dodania
izotopu N wszystkie zastosowane szczepionki zwickszyly aktywno$é tego enzymu
w stosunku do roslin kontrolnych nieinokulowanych. Aktywnos$¢ ta byta najwyzsza
w przypadku roslin inokulowanych szczepionka Nitraza Mycoflor.

Analiza wariancji wykazala istotny wplyw szczepionki 1 izotopu na wigkszos¢
parametréow plonu z wyjatkiem MTS (Tabela 24). Jednoczes$nie, stwierdzono stabe
wspoltdziatanie tych dwoch czynnikow lub jego brak.

Po dodaniu N do gleby stwierdzono wzrost liczby strakow tylko z roslin
inokulowanych Nitrazg w stosunku do roslin rosngcych w glebie bez izotopu (Tabela 25,
Fot. 3). Najwiecej stragkow otrzymano z roslin inokulowanych Nitraging Biofood zarowno bez
dodatku, jak i po dodaniu cigzkiego azotu (Fot. 4) oraz inokulowanych Nitraging I[UNG i po
dodaniu ciezkiego azotu (Fot. 5).

Dodatek °N zwigkszyt liczbe i mase nasion zebranych z jednej rosliny po inokulacji
Nitraging IUNG 1 Nitrazg w poréwnaniu do plonu uzyskanego z roslin rosngcych bez dodatku

izotopu. Najwiecej nasion otrzymano z roslin bez N inokulowanych Nitraging Biofood.
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Masa nasion nie zwigkszyla si¢ po dodaniu izotopu z wyjatkiem ro$lin inokulowanych
Nitrazg. Masa tysigca nasion niezaleznie od zastosowanej szczepionki czy dodatku cigzkiego

azotu byta podobna dla wszystkich obiektow.

Wykres 4. Wpltyw szczepionek bakteryjnych na aktywnos$¢ reduktazy azotanowej w lisciach
soi uprawnej odmiany ,,Petrina”. ”. Srednie (n = 5) = BS zaznaczone ta sama litera nie r6znia

si¢ istotnie (wielokrotny test Duncana; p < 0,05).
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Tabela 25. Wplyw zastosowanych szczepionek bakteryjnych oraz izotopu '°N na parametry plonu soi uprawnej odmiany ,.Petrina”. ”. Srednie

(n=20) £ BS w wierszach zaznaczone tg samg literg nie roznig si¢ istotnie (wielokrotny test Duncana; p < 0,05).

Kontrola Nitragina Biofood Nitragina IUNG Nitraza
A B A B A B A B

Srednia liczba

stragkow 121+0,7" 134+0,9° 146+0,92 15,14 0,9 2 11,7+0,7° 13,4408 105+ 04°¢ 1354035

/rosling
Srednialiczba = 55, 5 5 33,3+1,20 36,7+0,9 2 350+ 0,6° 291+ 1,5¢ 335+2.2° 26,7+2,1°¢ 328+1,9°
nasion/ ro§ling
Srnegi‘;?‘igsa 481+058% 55540312  572+031°  518+£022°  4,62+0,19° 5,45+ 0,29 2 4114029° 5054044
Masatysiaca 15061419372 166,58+ 10,812 15598+ 1124° 148.88+4,69° 15917+12322 162,89+13,19° 15427 +11,19% 154,11+ 10,872

nasion [g] : ’ ' , ; , : ,69 . ; , 19 : ,19 , ,87

A — bez dodatku izotopu ** N, B — z dodatkiem izotopu w glebie.
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Fot. 3. Roslina soi zwyczajnej po inokulacji szczepionka Nitraza oraz bez dodatku izotopu
N (A); z dodatkiem szczepionki i izotopu °N (B).

A B

Fot. 4. Roslina soi zwyczajnej po inokulacji szczepionkg Nitragina Biofood oraz bez dodatku
izotopu ® N (A); z dodatkiem szczepionki i izotopu °N (B)
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-

Fot. 5. Roslina soi zwyczajnej po inokulacji szczepionka Nitragina IUNG oraz bez dodatku
izotopu °N (A); z dodatkiem szczepionki i izotopu *°N (B).
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Okreslenie udziatu azotu pobranego przez bakterie Bradyrhizobium japonicum w ogdélnym
pobieraniu azotu przez rosliny, przy wykorzystaniu siarczanu amonu o zwiekszonym udziale

izotopu °N.

W Tabeli nr 26 i 27 przedstawiono procentowy udzial azotu pobieranego z gleby
I Z powietrza w wyniku symbiozy z bakteriami. Badania wykonano na odmianie ,,Petrina”
inokulowanej trzema szczepionkami. Najwickszy udzial wigzania azotu przez korzenie
stwierdzono w lisciach roslin kontrolnych, nieinokulowanych bakteriami oraz inokulowanych
szczepionka Nitrazg (Tabela 26). Rosliny kontrolne nawigzywaly symbioze z bakteriami
naturalnie wystepujacymi w glebie. Jednocze$nie te roSliny 1 ro$liny inokulowane
szczepionka Nitraza wykazaly najnizszy udzial azotu atmosferycznego pobieranego przez
bakterie, co by sugerowalo mniejszg aktywnos$¢ bakterii w tej szczepionce w porownaniu do
bakterii w szczepionkach Nitragina Biofood i Nitragina IUNG. Te dwie szczepionki
zawieraly bakterie o podobnej aktywnos$ci asymilacji azotu z powietrza.

Udzial azotu wiazanego przez bakterie stwierdzony w nasionach byt zdecydowanie
mniejszy niz w lisciach (Tabela 27). Najmniej azotu atmosferycznego stwierdzono
W nasionach roslin nieinokulowanych (kontrolnych) i jego udziat w ogdlnej puli pobranego
azotu byt dwukrotnie mniejszy w poréwnaniu do jego zawarto§ci w nasionach pozostatych
roslin inokulowanych. Najwigkszy udzial azotu wigzanego przez bakterie wykryto
W nasionach roslin inokulowanych szczepionkg Nitraza. Biorgc jednak pod uwagg, ze btad
pomiarowy tych oznaczen wynosi 1%, nalezy przyjaé, ze rosliny inokulowane wszystkimi
zastosowanymi szczepionkami wykazaty w nasionach taki sam udziat azotu atmosferycznego

i azotu pobieranego przez korzenie.

Tabela 26. Stosunek zawartosci azotu pobranego z powietrza do azotu pobranego z gleby

oznaczony w li§ciach soi odmiany ,,Petrina”.

) % azotu pobieranego z % azotu asymilowanego z
Szczepionka )
gleby powietrza
Kontrola 72,4 27,6
Nitragina Biofood 61,0 39,0
Nitragina IUNG 61,6 38,4
Nitraza 67,6 32,4
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Tabela 27. Stosunek zawarto$ci azotu pobranego z powietrza do azotu pobranego z gleby

oznaczony w nasionach soi odmiany ,,Petrina”.

) % azotu pobieranego z % azotu asymilowanego z
Szczepionka ]
gleby powietrza
Kontrola 96,7 &%)
Nitragina Biofood 93,7 6,3
Nitragina IUNG 93,5 6,5
Nitraza 93,0 7,0

Badania kalibracyjne wykonane na spektrometrze pomiarowym pokazuja, ze blad

standardowy pomiaréw stezenia izotopow azotu wynosi ok. 1% warto$ci mierzone;.

6.4.2. Doswiadczenie 3B. Lagodzace dziatanie szczepionek bakteryjnych na rosliny odmiany

,Malaga”, ,Merlin” i ,,Petrina” w warunkach suszy

W tym eksperymencie badano wplyw pigciu szczepionek od réznych producentow:
Nitroflora Mycoflor, Nitragina IUNG, Nitragina Biofood, Rhizobium Bio-Gen i HiStick® Soy
na plonowanie odmiany ,,Malaga”, ,,Merlin” i ,,Petrina” w warunkach suszy (20% ppw).
Reakcje roslin na susze analizowano na podstawie nastgpujgcych parametrow: fluorescencji
chlorofilu, aktywnosci reduktazy azotanowej, aktywno$Ci enzyméw antyoksydacyjnych,
wysokosci roslin, $§wiezej i suchej masy czeSci nadziemnej, relatywnej zawartosci wody
w lisciach (RWC), liczby brodawek korzeniowych oraz parametréw plonu nasion. W tym
doswiadczeniu byty dwie grupy roslin kontrolnych: optymalnie podlewanych w stosunku do
roslin poddanych suszy, oraz rosliny nieinokulowane w stosunku do roslin inokulowanych

szczepionkami od r6znych producentow.

Parametry kinetyki fluorescencja chlorofilu a

Analiza wariancji wykazata, ze szczepionki i susza nie wptywaly na maksymalna
wydajnos¢ fotochemiczng (Fv/Fm) u wszystkich badanych odmian (Tabela 28). Jedynie
interakcja pomiedzy tymi czynnikami miata wplyw na ten parametr w liSciach odmiany
»Malaga”. Absorpcja energii w PSII zalezata od zastosowanej szczepionki i traktowania
W roslinach odmian ,,Malaga i ,,Merlin”, natomiast nie zmieniata si¢ w roslinach odmiany

,Petrina”. Strumien przechwytywanej energii (TRo/CSm) zmienial si¢ pod wplywem
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zastosowanej szczepionki u odmiany ,,Malaga” i ,,Petrina”, natomiast susza wptywata na ten
parametr tylko w roslinach u odmiany ,,Merlin”. Rodzaj szczepionki i susza wptywaty na
strumien energii transportowanej poza plastochinon Qa (ETo/CSm) u odmiany ,,Malaga”,
natomiast u odmiany ,,Merlin” oddziatywata na ten parametr tylko susza, a u odmiany
,Petrina” tylko rodzaj szczepionki. Na rozproszenie energii (DIlo/CSm) rodzaj szczepionki
mial wptyw tylko u odmiany ,,Malaga”, a u odmiany ,,Merlin” tylko susza. Generalnie,
rodzaj szczepionki i susza nie mialy wptywu na zageszczenie aktywnych centrow reakcji
(RC/CSm), ewentualnie wspoétdziatanie obu tych czynnikéw moglo mie¢ znaczenie
U odmiany ,Malaga” 1 ,Petrina”. Traktowanie susza nie wplyngto na wskaznik
funkcjonowania PSIl (Pl) u zadnej z badanych odmian, natomiast znaczenie miatl rodzaj
zastosowanej szczepionki w przypadku odmiany “Malaga” i ,,Petrina”. U tych odmian

zanotowano tez wptyw wspotdzialania szczepionki i suszy na Pl.

Tabela 28. Analiza wariancji (ANOVA dwuczynnikowa) wplywu szczepionek (SZ)
i traktowania (T) tj. optymalnego nawadniania i suszy, na parametry kinetyki fluorescencji
chlorofilu a roslin soi odmiany ,,Malaga”, ,,Merlin” i ,,Petrina”. Gwiazdkami zaznaczono

istotno$¢ wptywu danego czynnika: * — p < 0,05; ** — p < 0,01; *** — p < 0,001; ns —

nieistotny.

Odmiana Czynniki FuW/Fm ABS/CSm TRo/CSm ETo/CSm DIJ/CSm  RC/CSm Pl

Sz ns B B £ £ ns ki

Malaga T ns * ns * ns ns ns
SZ+T 2 G 3 2 2 L Eaf

SZ ns * ns ns ns ns ns

Merlin T ns faleie ** * ** ns ns
SZ+T ns ** Fx ns ns ns ns

SZ ns ns kel * ns ns kel

Petrina T ns ns ns ns ns ns ns
SZ+T ns ns Fxk Fhx ns ** Fkx

Fu/Fm — maksymalna wydajno$¢ fotochemiczna PSII; ABS/CSy, — absorpcja energii w przeliczeniu na
wzbudzong powierzchni¢ fotosyntetyzujacej probki; TRo/CSm — strumien przechwytywanej energii
w wyniki redukcji plastochinonu; ETo/CSm — strumien energii transportowanej poza plastochinon Qa;
DIo/CSm — wielkos$¢ rozproszenia energii; RC/CSn — zageszczenie aktywnych centrow reakeji w PSII;

Pl —wskaznika funkcjonowania PSI|I.
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Odmiana ,,Malaga”

Fu/Fm

Rosliny odmiany ,,Malaga” w warunkach optymalnego nawadniania inokulowane
szczepionkami Nitroflora Mycoflor i Rhizobium Bio-Gen zwigkszyly wartos¢ maksymalne;j
wydajnosci fotochemicznej PSII (FW/Fm) w poréwnaniu do kontroli oraz do ro$lin
inokulowanych Nitraging IUNG i Nitraging Biofood (Tabela 29). W warunkach suszy
parametr ten zwiekszyt sie pod wptywem szczepionki Nitroflora Mycoflor i HiStick® Soy
W poréwnaniu do roslin kontrolnych 1 inokulowanych pozostatymi szczepionkami.
W wiekszosci przypadkéw w suszy wartos¢ tego parametru byta obnizona w poréwnaniu do
warto$ci uzyskanych w warunkach optymalnego nawadniania. Wyjatkiem byty rosliny
inokulowane Nitraging IUNG, u ktorych warto$¢ Fv/Fm si¢ nie zmienita pod wplywem suszy
oraz roélin inokulowanych szczepionka HiStick® Soy, u ktérych wartoéé Fu/Fm istotnie

zwickszyta si¢ w stosunku do roslin optymalnie nawadnianych.

ABS/CSn

W warunkach optymalnego nawadniania absorbcja energii w przeliczeniu
na powierzchni¢ fotosyntetyzujacej probki zmniejszyla si¢ jedynie pod wptywem szczepionki
Nitroflora i Rhizobium Bio-Gen w stosunku do kontroli (roélin nieinokulowanych), natomiast
w warunkach suszy efekt ten byl obserwowany pod wpltywem Nitraginy Biofood, Rhizobium
Bio-Gen i HiStick® Soy. W warunkach suszy w roélinach nieinokulowanych
i inokulowanych szczepionka Nitroflora Mycoflor i Rhizobium Biogen parametr ten wzrost
w stosunku do ro$lin dobrze nawadnianych. W pozostatych przypadkach ilo$¢

zaabsorbowanej energii zmniejszyta sig.

TRo/CSm

Strumien przechwytywanej energii w wyniki redukcji plastochinonu W roslinach
dobrze nawadnianych zmniejszyt si¢ pod wplywem szczepionki Nitroflora Mycoflor
W poréwnaniu do ro$lin nieinokulowanych. Pozostate szczepionki nie wptynety na zmiang
tego parametru. Pod wpltywem suszy wartos¢ TRo/CSm byla nizsza jedynie w roslinach
inokulowanych szczepionka Rhizobium Bio-Gen i HiStick® Soy, porownujac do wartosci
kontrolnych — ro$lin nieinokulowanych. Warto$§¢ tego parametru wzrosta istotnie

w warunkach suszy w roslinach nieinokulowanych i w roslinach inokulowanych szczepionka
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Nitroflora Mycoflor. W pozostatych przypadkach szczepionki obnizyly warto$¢ tego

parametru w porownaniu do roslin dobrze nawadnianych.

ETo/CSm

W roslinach dobrze nawadnianych (kontrolnych) strumien energii transportowanej
poza Qa zwigkszyt si¢ pod wptywem Nitraginy IUNG, Nitroflory Mycoflor i Rhizobium Bio-
Genu w poréwnaniu do wartosci zarejestrowanej u roslin nieinokulowanych. Pod wptywem
szczepionek Nitroflora Mycoflor, Rhizobium Bio-Gen i HiStick® Soy w suszy zwiekszyta sie
wartos¢ tego parametru, natomiast w roslinach inokulowanych Nitraging IUNG 1 Nitraging

Biofood parametr ten byt istotnie nizszy.

DIo/CSm

Rosliny dobrze nawadniane wykazaty mniej energii rozproszonej pod wplywem
Nitroflory Mycoflor, Rhizobium Bio-Gen i HiStick® Soy w poréwnaniu do roslin
nieinokulowanych. W suszy wszystkie zastosowane szczepionki istotnie obnizyly stopien
rozpraszania energii w PSII w poréwnaniu do warto$ci zanotowanej u ro$lin
nieinokulowanych. W ramach roslin inokulowanych tg sama szczepionkg susza zwigkszyta
ilo$¢ rozpraszanej energii w przypadku roslin traktowanych Rhizobium Bio-Gen i Nitroflora
Mycoflor. Réwniez rosliny kontrolne tj. nieinokulowane, pod wplywem suszy wykazaty
istotnie wigkszy stopien rozproszenia energii. W pozostatych przypadkach w suszy

odnotowano nizszg warto$¢ tego parametru.

RC/CSn

Szczepionki i susza nie wptyngty na zageszczenie aktywnych centrow reakc;ji.

Pl

W  warunkach optymalnego nawadniania najwyzszag warto$¢ wskaznika
funkcjonowania PSIlI zanotowano w roslinach inokulowanych szczepionkg Nitroflora
Mycoflor. Rosliny inokulowane szczepionka Nitragina IUNG 1 Nitragina Biofood wykazaty
obnizong warto$¢ tego parametru, za$ u inokulowanych szczepionka Rhizobium Bio-Gen

i HiStick® Soy wskaznik Pl byt wiekszy niz w roslinach nieinokulowanych, aczkolwiek
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istotnie mniejszy niz w przypadku ro$lin traktowanych Nitroflorg Mycoflor. We wszystkich

przypadkach susza istotnie zmniejszyta wskaznik funkcjonowania PSII.
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Tabela 29. Wplyw wybranych szczepionek bakteryjnych oraz suszy na parametry kinetyki fluorescencji chlorofilu a soi uprawnej odmiany ,,Malaga”. Srednie
(n = 10) + BS zaznaczone w kolumnach ta sama literg nie réznig si¢ istotnie (wielokrotny test Duncana; p < 0,05). Duzymi literami zaznaczono rdéznice
pomigdzy $rednimi z roslin optymalnie nawadnianych (A); matymi literami zaznaczon0 roéznice pomiedzy srednimi uzyskanymi z ro§lin w warunkach suszy
(B). Gwiazdkami zaznaczono istotne réznice pomi¢dzy srednimi dla kazdego obiektu pomigdzy danymi uzyskanymi w warunkach optymalnego nawadniania
i suszy: * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001; ns — statystycznie nieistotne; test t-Studenta.

Szczepionka

Kontrola

Nitragina
Biofood

Nitragina
IUNG

Nitroflora
Mycoflor

HiStick®
Soy

Rhizobium
Bio-Gen

@ > @ > W > W >

>

o8]

A

B

Fu/Fm
0,611 +0,0588
0,574 + 0,065 ¢**
0,637 +0,4528
0,615+0,067¢*
0,618 = 0,055 ¢
0,617 + 0,058 ° ns
0,753 £ 0,068 A
0,733 £0,068* *
0,663 + 0,078 AB
0,754 £ 0,068 2 ***
0,743 £ 0,058 A

0,635 £ 0,055 0 ***

ABS/CSm
412 £43 A
470 £42 a**
397 £ 324
367 £320**
434 £35A
391 £328**

271 +£218

413 £38 2***

366 304

271 £23 CF**

305+28°B

351 £320%**

TRo/CSm
249 £ 18 A
267 £21°3*

243 £21 4
222+ 19%*
265+204
237 £21°2*
203+18°8
303 £28 ax**
241 £ 184
203 £200*
223+£1948

2134+ 19b*

ETo/CSm
60+5C
61+5°ns
59+4°€
57+59%
73+78
45 + 4 9%
110+£94
175+ 18 3**
52+4°¢
109 £9 a**
85+88B

82+7%ns

DI1o/CSm
163 +124
202+ 188**

153+164
145+ 150*
169 £ 184
154+ 16°*

68+7°C
109 + 10 ¢**
125+10°8

67 £59**

81+7¢C

138 +£ 12 b**

RC/CSm
10494
92+82ns
99+ 8 A
89+92ns
111+104
100+ 1223 ns
105+94
97+10°%
101114
107 +£9 2ns
99+10A

96+ 10%ns

Pl

0,454 £ 0,054 P
0,094 + 0,008 ©***
0,279 £ 0,032 €
0,193 £ 0,021 4**
0,192 +£0,021F
0,152 £ 0,009 F*=*
5,187+0,1874
0,427 £ 0,048 b***
1,545 +0,1358
1,153 £ 0,193 @ *¥**
0,615+0,058 ¢

0,277 £ 0,035 ¢ ***

A — optymalne nawadnianie; B — susza; Fu/Fm — maksymalna wydajno$¢ fotochemiczna PSII; ABS/CSy — absorpcja energii w przeliczeniu na wzbudzong powierzchnig
fotosyntetyzujacej probki; TRo/CSm — strumien przechwytywanej energii w wyniki redukcji plastochinonu; ETo/CSm — strumien energdii transportowanej poza plastochinon
Qa; DIo/CSy — wielkosé rozproszenia energii; RC/CSy — zageszezenie aktywnych centrow reakeji w PSII; Pl —wskaznika funkcjonowania PSII.
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Odmiana ,.Merlin”

Fu/Fm

Maksymalna wydajnos¢ fotochemiczna PSII nie zmienita si¢ pod wptywem inokulacji
szczepionkami w roslinach dobrze nawadnianych w poréwnaniu do roslin nieinokulowanych
(Tabela 30). W suszy parametr ten zmniejszyt si¢ jedynie pod wptywem Nitraginy IUNG
w porownaniu do roslin kontrolnych. W roslinach nieinokulowanych oraz pod wplywem
Nitraginy IUNG i Nitraginy Biofood susza zmniejszyta F./Fm, natomiast w roslinach
inokulowanych Nitroflorag Mycoflor i HiStick® Soy warto$¢ Fv/Fm byta taka sama W roslinach
optymalnie podlewanych i poddanych suszy. Jedynie w roslinach inokulowanych szczepionka
Rhizobium Bio-Gen warto$¢ Fu/Fm wzrosta w warunkach suszy w stosunku do roslin

optymalnie podlewanych.

ABS/CSn

W warunkach optymalnego podlewania warto$¢ absorbcji energii W ro$linach
inokulowanych szczepionkami Nitragina ITUNG i Rhizobium Bio-Gen zmniejszyta si¢
W poréwnaniu do roslin nieinokulowanych, natomiast pod wpltywem szczepionki HiStick®
Soy warto$¢ ta byla najwicksza. W suszy wartos¢ ABS/CSm wzrosta w roslinach
nieinokulowanych i ro$linach inokulowanych Nitraging IUNG i Nitraging Biofood.
W pozostalych przypadkach warto§¢ ta byla mniejsza w poréwnaniu do wartosci

zanotowanych w roslinach dobrze podlewanych.

TRo/CSm

W warunkach kontrolnych i w suszy nie obserwowano zmian w strumieniu
przechwytywanej energii w wyniku redukcji plastochinonu, zar6wno w roslinach

nieinokulowanych, jak 1 inokulowanych szczepionkami od réznych producentow.

ETo/CSm

W ros$linach dobrze nawadnianych istotne obnizenie warto$ci transportowanej poza Qa
zanotowano pod wplywem Nitraginy Biofood i HiStick® Soy w stosunku ro$lin
nieinokulowanych. W suszy zmniejszenie strumienia energii obserwowano u roslin
inokulowanych Nitraging IUNG i Nitraging Biofood, natomiast w pozostatych przypadkach

szczepionki zwigkszyly t¢ warto$¢ w poréwnaniu do roslin kontrolnych — nieinokulowanych.
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W tych roslinach oraz inokulowanych Nitraging IUNG i Nitraging Biofood w suszy warto$¢
tego parametru zmniejszyta si¢ w porownaniu do roslin dobrze nawadnianych. Z Kolei
w roslinach inokulowanych szczepionka Rhizobium Bio-Gen zanotowano w suszy istotnie
wyzszg wartoS¢ ETo/CSm w porownaniu do tej wartosci w ro$linach optymalnie

nawadnianych.

Dlo/CSm

Wzrost energii rozproszonej w warunkach optymalnego podlewania nastgpil po
inokulacji roslin szczepionkami Nitraging Biofood i HiStick® Soy w stosunku do ro$lin
kontrolnych. Obnizenie tego parametru notowano po inokulacji Nitraging IUNG. W suszy
najwicksze rozproszenie energii obserwowano u ro$lin inokulowanych Nitraging IUNG
W poréwnaniu do ro$lin nieinokulowanych. Parametr ten wzrost rowniez w ro$linach
inokulowanych Nitraging Biofood. Rozproszenie energii w suszy wzrosto praktycznie

u wszystkich roslin z wyjatkiem ro$lin inokulowanych szczepionka Nitroflora Mycoflor.

RC/CSm

Susza nie wptyneta istotnie na zmiang tego parametru u wszystkich badanych roslin,
poréwnujgc do warunkéw optymalnego podlewania. Rowniez aplikacja szczepionkami
w warunkach optymalnego podlewania, jak i w suszy nie zmienita zageszczenia aktywnych

centroéw reakcji PSII.

Pl

W  warunkach optymalnego podlewania najwyzsza wartos¢ wskaznika PSII
zanotowano u roslin inokulowanych szczepionka Nitroflora. Szczepionki Nitragina IUNG,
Rhizobium Bio-Gen i HiStick® Soy istotnie zwigkszyly warto$§¢ tego wskaznika
W poréwnaniu do roslin nieinokulowanych. W warunkach suszy najwyzsza warto$¢ Pl
obserwowano w ro$linach inokulowanych szczepionka Rhizobium Bio-Gen, a nastepnie
u roslin inokulowanych szczepionka Nitroflora Mycoflor. Najnizszg z kolei wartos¢ Pl w tych
warunkach zarejestrowano w ro$linach inokulowanych Nitraging IUNG. U wszystkich ro$lin
susza zdecydowanie obnizyta warto$¢ tego wskaznika w stosunku do roslin optymalnie

podlewanych.
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Tabela 30. Wptyw wybranych szczepionek bakteryjnych oraz suszy na parametry kinetyki fluorescencji chlorofilu a soi uprawnej odmiany ,,Merlin”. Srednie
(n = 10) + BS zaznaczone w kolumnach ta sama litera nie réznig si¢ istotnie (wielokrotny test Duncana; p < 0,05). Duzymi literami zaznaczono roznice
pomigdzy $rednimi z roslin optymalnie nawadnianych (A); matymi literami zaznaczon0 réznice pomiedzy $rednimi uzyskanymi z roélin w warunkach suszy
(B).Gwiazdkami zaznaczono istotne roznice pomig¢dzy $rednimi dla kazdego obiektu pomigdzy danymi uzyskanymi w warunkach optymalnego nawadniania
i suszy: * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001; ns — statystycznie nieistotne; test t-Studenta.

Szczepionka

Kontrola

Nitragina
Biofood
Nitragina
IUNG

Nitroflora

Mycoflor
HiStick® Soy

Rhizobium
Bio-Gen

A
B
A
B
A
B
A
B
A
B
A
B

Fu/Fm
0,720 + 0,068 A

0,624 + 0,055 2 **

0,653 +0,071 A

0,619+0,059%*

0,711 £ 0,075 4

0,562 + 0,038 P***

0,705 + 0,065 A

0,705 + 0,068 #ns

0,657 0,045 A

0,657 + 0,056 ® ns

0,705 + 0,067 A

0,747+ 0,072 **

ABS/CSn,
340 +358B
427 4 45 @ **
366308
426 + 38 a0 **x
288 £24°C
540 £ 55 a***
374 +£318B
328 £25%ns
414 +38 A
379 £ 343 **
338+30°8
205 £22 b **

TRo/CSm
242 £ 19 A

266 +£208*
232+ 18 A
253 +233%*
203+ 104
301 £ 28 a***
259 +26 A
222 £17%ns
258 £23 A
215+ 178 **
2244214
216 £228**

ET.J/CSnm
104+£94
66 + 50 **
76+ 88
50£3¢*
120104
39 £ 30 %%
138104
88 +t7%ns
76 +£6°8
75+6°ns
90+ 94
111 +£108**

DI1J/CSm
98+£9¢C
161 £ 150 **
133+128
172 £180**
85+9P
238 £ 24 2 **
114+10°¢
105+9°¢ns
155+ 124
164 +£120**
114+10°¢
78 £ 7 9 **

RC/CSnm
110£94
110£10%ns
103£11A4
105+102ns
98+ 8 A
124 £ 102 ns
106 +9A
98 £ 82ns
105+114
100+ 82ns
105+94
100+ 122ns

Pl

1,169+ 0,180
0,156 + 0,012 & ***

0,546 + 0,045 ©
0,244 + 0,020 9 ***

2,006 £ 0,023 B
0,050 + 0,005 f ***

5,078 0,056 A
1,262 £ 0,135 b ***

2,167+0,24 8
0,697 £ 0,054 ¢ ***

2,066+ 0,25 B
1,581 40,16 2 %**

A — optymalne nawadnianie; B — susza; FW/Fm — maksymalna wydajnos¢ fotochemiczna PSII; ABS/CSy — absorpcja energii w przeliczeniu na wzbudzong powierzchnig
fotosyntetyzujacej probki; TRo/CSm — strumien przechwytywanej energii w wyniki redukcji plastochinonu; ETo/CSy — strumien energii transportowanej poza plastochinon
Qa; DIo/CSpy — wielkos¢ rozproszenia energii; RC/CSm — zaggszczenie aktywnych centrow reakcji w PSII; PI —wskaznik funkcjonowania PSII.
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88



Odmiana ,,Petrina”

Fu/Fm

W  ro$linach optymalnie podlewanych i w suszy maksymalna wydajnosé
fotochemiczna PSII nie zmieniata si¢ pod wptywem zastosowanych szczepionek (Tabela 31).
W roslinach kontrolnych oraz inokulowanych szczepionkami Nitragina IUNG, Nitragina
Biofood i Nitroflora Mycoflor w warunkach suszy warto$¢ tego parametru byla istotnie
mniejsza, natomiast w ros$linach inokulowanych szczepionkami Rhizobium Bio-Gen

i HiStick® Soy warto$¢ Fy/Fm wzrosta.

ABS/CSn

W warunkach optymalnego podlewania, jak i w suszy aplikowanie szczepionek nie
zmienito wartosci ABS/CSm. Jedynym wyjatkiem byty rosliny inokulowane szczepionka
Rhizobium Bio-Gen, u ktorych ilos¢ tej energii byta zaabsorbowana w mniejszym stopniu
W poréwnaniu do ros$lin nieinokulowanych. Pod wptywem suszy warto$¢ parametru ABS/CSm
wzrosta u roslin nieinokulowanych, jak i inokulowanych Nitraging IUNG i Nitraging

Biofood. W pozostatych przypadkach wartos¢ ta si¢ zmniejszyla.

TRo/CSm

Brak reakcji na szczepionki obserwowano u tej odmiany réwniez pod wzglgdem
strumienia przechwytywanej energii w wyniku redukcji plastochinonu zaréwno w warunkach
optymalnego podlewania, jak i w suszy. Susza jednak wptyngta na ilo$¢ tej energii
w porownaniu  do roslin optymalnie nawadnianych u roslin nieinokulowanych
i inokulowanych Nitraging IUNG, Nitraging Biofood i HiStick® Soy. W pozostatych roslin

pod wplywem suszy warto$¢ tego parametru si¢ zmniejszylta.

89
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ETo/CSm

W roslinach nawadnianych szczepionki z wyjatkiem Rhizobium Bio-Gen zwigkszyty
strumien energii transportowanej poza Qa w poréwnaniu do roslin nieinokulowanych,
natomiast w suszy najwicksza warto$¢ tego parametru zanotowano u roslin inokulowanych ta
wilasnie szczepionka. W suszy warto$¢ tego parametru zmniejszyta si¢ istotniec W roslinach

inokulowanych Nitraging IUNG, Nitraging Biofood, Nitroflorg Mycoflor i HiStick® Soy.

DIo/CSm

W roslinach optymalnie nawadnianych najwickszg energie rozproszong zanotowano
w roslinach inokulowanych szczepionka HiStick® Soy. W pozostatych przypadkach warto$é
tego parametru nie réznita si¢ od wartosci zanotowanej w roslinach kontrolnych. W suszy
najwigcej energii rozproszonej obserwowano w roslinach kontrolnych tj. nieinokulowanych,
a najmniejsza w roslinach inokulowanych szczepionka Rhizobium Bio-Gen. Susza zwigkszyta
rozproszenie energii u wszystkich roslin z wyjatkiem inokulowanych szczepionkami

Rhizobium Bio-Gen i HiStick® Soy.

RC/CSm

Podobnie jak u poprzednich odmian, ani szczepionki ani susza nie wptynely na

zageszczenie aktywnych centrow reakc;ji.

Pl

W warunkach dobrego uwodnienia najwyzsza wartos¢ wskaznika funkcjonowania
PSII zanotowano u roslin inokulowanych Nitraging IUNG i Nitraging Biofood.
W pozostalych przypadkach, zastosowanie szczepionki zwigkszyto warto$¢ tego parametru
W poroéwnaniu do roslin nieinokulowanych. Susza obnizyla warto$¢ PI u wszystkich roslin

z wyjatkiem szczepionki Rhizobium Bio-Gen.
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Tabela 31. Wplyw wybranych szczepionek bakteryjnych oraz suszy na parametry kinetyki fluorescenciji chlorofilu a soi uprawnej odmiany ,,Petrina”. Srednie
(n = 10) + BS zaznaczone w kolumnach ta sama literg nie r6znig si¢ istotnie (wielokrotny test Duncana; p < 0,05). Duzymi literami zaznaczono roznice
pomiedzy $rednimi z roslin optymalnie nawadnianych (A); matymi literami zaznaczono roéznice pomigdzy $rednimi uzyskanymi z ro§lin w warunkach suszy
(B). Gwiazdkami zaznaczono istotne réznice pomig¢dzy srednimi dla kazdego obiektu pomigdzy danymi uzyskanymi w warunkach optymalnego nawadniania

i suszy: * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001; ns — statystycznie nieistotne; test t-Studenta.

Szczepionka Fu/Fm ABS/CSn, TRo/CSm ETo/CSm DI1/CSm RC/CSm Pl

A 0,662+0,0544 356 +30A 233+ 19A 56+4°¢ 123+ 134 99+ 8 A 0,218 + 0,028 F

Kontrola B 0,603+0,0522**%  457+£402**% 257 +£242%** 54+50 199+ 192* 103 +10°%ns 0,193 + 0,023 © **

Nitragina A 0,718 +0,069 # 352+374 246 + 19 A 74+ 68 105+ 184 115+11A 0,814+ 0,075 8
Biofood B 0,634+0,0582**  4]5+£422%%  250+262% 33+£3d% 155 + 140 ** 102+92ns 0,064 £ 0,005 & ***
Nitragina A 0,712+0,068 # 330254 228 +21A 89+ 8A 102+ 114 108 £9 A 1,428+ 0,123 A
IUNG B 0,634+0,0552%*%  304+422%% 245+ 2(2** 44 £3C** 148 £ 13°**  104+12%ns 0,129+ 0,013 9 ***

, A 0,686+0,079 A 361 =34 A 246 £22 A 69+58 114 £12A 107+ 10A 0,355+ 0,028 °
Nitroflora B 0,616+£0,055a**  356+£32%*  207+£20°%** 47 £ 5bc* 149 + 14 b ** 85+7"ns 0,241 £ 0,022 P ***

HiStick® Soy A 0,657+0,0544 379 +32A 215421 A 75+78 164+ 178 10094 0,697 + 0,072 ©
B  0670+£0,0822%*  348+36°%**  233+24°%% 57+50%* 115+£102**  102+10%ns 0,210 £ 0,018 ¢ ***

Rhizobium A 0,673 + 0,065~ 363 +34 A 240 +£24 A 57+6°¢ 122+ 124 101 £9A 0,259 + 0,018
Bio-Gen B 0,778£0,0712** 261 +23°*  202+1923**  [20+1328** 58+ 5C¢** 106 + 10 2ns 0,615+ 0,056 2 ***

A — optymalne nawadnianie; B — susza; Fv/Fm — maksymalna wydajno$¢ fotochemiczna PSII; ABS/CSy — absorpcja energii w przeliczeniu na wzbudzong powierzchnig
fotosyntetyzujacej probki; TRo/CSm — strumien przechwytywanej energii w wyniki redukeji plastochinonu; ETo/CSy — strumien energii transportowanej poza plastochinon
Qa; DIo/CSy — wielkos¢ rozproszenia energii; RC/CSy — zaggszczenie aktywnych centrow reakcji w PSII; Pl —wskaznik funkcjonowania PSII.
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Aktywnos¢ reduktazy azotanowej

Zastosowane szczepionki 1 susza wplyngly istotnie na aktywnos$¢ reduktazy
azotanowej u wszystkich badanych odmian (Tabela 32). Interesujgcym faktem jest brak

istotnego wspoétdziatania tych dwoch czynnikow na aktywnos¢ tego enzymu.

Tabela 32. Analiza wariancji (ANOVA dwuczynnikowa) wptywu szczepionek (SZ)
i traktowania tj. optymalnego nawadniania i suszy (T) na aktywno$¢ reduktazy azotanowej
w lisciach roslin soi odmiany ,,Malaga”, ,Merlin”, 1 ,,Petrina”. Gwiazdkami zaznaczono

istotno$¢ wptywu danego czynnika: * — p < 0,05; ** — p < 0,01; *** — p < 0,001; ns —

nieistotny.
Czynnik Malaga Merlin Petrina
SZ *k*k *k*k **k*
T **k* *kx *k*
SZ+T ns ns ns

Pod wplywem suszy U wszystkich odmian aktywno$¢ reduktazy azotanowej w lisciach
byla istotnie mniejsza w porownaniu do aktywnosci w roslinach optymalnie nawadnianych
(kontroli) (Wykres 5). Ro$liny odmiany ,,Merlin” rosngce w optymalnych warunkach
wodnych wykazywaly wyzszg aktywnos$¢ tego enzymu pod wptywem Nitraginy IUNG,
Nitroflory Mycoflor i HiStick® Soy, natomiast rosliny inokulowane Nitraging Biofood
wykazywaty nizsza aktywnos¢ tego enzymu, a pod wptywem Rhizobium Bio-Gen taka sama
aktywnos$¢, jak w roslinach kontrolnych - nieinokulowanych. Szczepionki Nitragina ITUNG,
Nitroflora Mycoflor i HiStick® Soy zwiekszyty aktywno$é¢ reduktazy azotanowej w roélinach
poddanych stresowi suszy, natomiast pod wptywem Nitraginy Biofood aktywno$¢ ta byta
nizsza. Pod wptywem Rhizobium Bio-Gen aktywnos$¢ tego enzymu byla wyzsza
W porownaniu do aktywnosci odnotowanej w roslinach nieinokulowanych i poddanych suszy.

W przypadku odmiany ,,Malaga” inokulacja wszystkimi szczepionkami z wyjatkiem
HiStick® Soy zwigkszyta aktywno$¢ reduktazy azotanowej w roslinach optymalnie
podlewanych. Podobnie, w warunkach suszy zastosowane szczepionki z wyjatkiem HiStick®
Soy takze zwigkszyty aktywnos$¢ tego enzymu.

Odmiennie od pozostalych odmian, w lisciach odmiany ,,Petrina” w warunkach
optymalnego nawadniania, nizszg aktywno$¢ reduktazy azotanowej odnotowano pod

wpltywem szczepionki Nitragina Biofood, Nitroflora Mycoflor i HiStick® Soy, natomiast
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zwigkszong aktywno$¢ reduktazy zarejestrowano w li§ciach ro$lin inokulowanych Nitraging

IUNG. W suszy nizsza aktywnos$¢ tego enzymu niz w ro$linach kontrolnych oznaczono

w lisciach ro$lin inokulowanych Nitraging Biofood, Nitroflorg Mycoflor, Rhizobium Bio-Gen
i HiStick® Soy.

Wykres 5. Wptyw szczepionek bakteryjnych oraz suszy na aktywnos$¢ reduktazy azotanowej

w liciach soi uprawnej odmiany ,,Malaga” (A), ,,Merlin” (B) i ,,Petrina” (C). Srednie (n = 5)

+ BS zaznaczone tg sama literg nie r6znig si¢ istotnie (wielokrotny test Duncana; p < 0,05).

A

[nmol NO,hg $.m.]

o

[nmol NO, h1g $.m.]

@

[nmol NO,hg$.m.]

3 -
2,5
2
1,5
1

Kontrola  HiStick® Soy  Nitragina Nitragina Nitroflora Rhizobium
Biofood IUNG Mycoflor Bio-Gen

a ab

Kontrola  HiStick® Soy  Nitragina Nitragina Nitroflora ~ Rhizobium
Biofood IUNG Mycoflor Bio-Gen

2,5 -

0,5 -

Kontrola  HiStick® Soy  Nitragina Nitragina Nitroflora  Rhizobium
Biofood IUNG Mycoflor Bio-Gen

M optymalne nawadnianie  Msusza
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Poziom nadtlenku wodoru i aktywnos¢ enzymow antyoksydacyjnych

Susza miata istotny wplyw na poziom nadtlenku wodoru w ro$linach odmiany
»Merlin” 1 ,,Petrina” natomiast rodzaj szczepionki mial wptyw tylko w roslinach odmiany
,Malaga” (Tabela 33). Oba te czynniki wptywaly na aktywno$¢ katalazy w roslinach odmiany
»Petrina” 1 ,,Merlin”, natomiast w ro$linach odmiany ,,Malaga” stwierdzono istotny wptyw
suszy na aktywnos$¢ tego enzymu. Najbardziej wrazliwymi enzymami na dziatanie obu

badanych czynnikow byta POX i SOD.

Tabela 33. Analiza wariancji (ANOVA dwuczynnikowa) wptywu szczepionek (SZ) i stresu
suszy (T) na poziom nadtlenku wodoru i aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych odmiany
»Malaga”, ,Merlin” 1 ,,Petrina”. Gwiazdkami zaznaczono istotno§¢ wptywu danego czynnika:

* —p<0,05; ** —p<0,01; *** — p <0,001; ns — nieistotny.

Odmiana Czynniki H20: KAT POX SOD

Sz el ns el o

Malaga T ns o o il
SZ+T el ns il el

Sz ns * o el

Merlin T o el o o
SZ+T ns ns el el

SZ ns ** Hrx FrE

Petrina T el o o o
SZ+T ns > o ok

KAT - katalaza; POX — peroksydaza niespecyficzna; SOD — dysmutaza anionorodnika
ponadtlenkowego; H202— nadtlenek wodoru

U odmiany ,,Malaga” szczepionki réznicowaty poziom nadtlenku wodoru zaré6wno
w roslinach optymalnie podlewanych, jak i w suszy (Wykres 6A). Nitragina IUNG
zwigkszyta radykalnie poziom H>O2 w ro§linach optymalnie nawadnianych w stosunku do
wszystkich pozostatych roslin. Dodanie szczepionki Nitragina Biofood, Nitroflora, HiStick®
Soy do roslin optymalnie nawadnianych takze zwigkszyto poziom H202 w stosunku do roslin
nieinokulowanych. W przypadku tej grupy roslin susza spowodowata wzrost poziomu
nadtlenku wodoru. Podobny efekt obserwowano w przypadku ro$lin inokulowanych
wszystkimi szczepionkami z wyjatkiem Nitraginy [UNG.

W lisciach wszystkich roslin odmiany ,,Merlin” poddanych suszy poziom H>O; byt

istotnie nizszy niz w roslinach optymalnie nawadnianych (Wykres 6B). Rosliny dobrze
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nawadnianie inokulowane szczepionkami z wyjatkiem Nitraginy IUNG wykazywaty wyzszy
poziom nadtlenku wodoru w stosunku do roslin nieinokulowanych. U tej odmiany inokulacja
szczepionkami nie wyrownata poziomu tego zwigzku do poziomu obserwowanego
w roslinach optymalnie nawadnianych.

Zawarto$¢ nadtlenku wodoru w lisciach odmiany ,Petrina”, niezaleznie od
traktowania, byta mniejsza niz u odmiany ,Merlin” i ,,Malaga”. Réwniez u tej odmiany
Nitragina IUNG zwigkszyta istotnic poziom HO2 w roslinach optymalnie nawadnianych
w stosunku do wszystkich pozostalych roslin. Traktowanie suszg istotnie zwigkszyto
zawarto$¢ nadtlenku wodoru, zar6wno w ro$linach nieinokulowanych, jak i w roslinach
inokulowanych réznymi szczepionkami. Ta reakcja byta odmienna od zmian w poziomie

H>02 oznaczonych u odmiany ,,Merlin”.
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Wykres 6. Wptyw szczepionek bakteryjnych oraz stresu suszy na poziom nadtlenku wodoru
w liciach soi uprawnej odmiany ,Malaga” (A), ,,Merlin” (B) i ,,Petrina” (C). Srednie (n = 3)

+ BS zaznaczone tg sama literg nie r6znig si¢ istotnie (wielokrotny test Duncana; p < 0,05).
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Kontrola ~ HiStick® Soy  Nitragina Nitroflora Nitroflora Rhizobium
Biofood IUNG Mycoflor Bio-Gen

09)
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Kontrola  HiStick® Soy  Nitragina Nitroflora Nitroflora Rhizobium
Biofood IUNG Mycoflor Bio-Gen

30 ~
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Kontrola  HiStick® Soy  Nitragina Nitroflora Nitroflora Rhizobium
Biofood IUNG Mycoflor Bio-Gen

Hoptymalne nawadnianie  Msusza
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Katalaza

Aktywnos¢ katalazy w liSciach wszystkich trzech odmian byta zdecydowanie nizsza
w roslinach poddanych suszy, zarowno w ro$linach nieinokulowanych, jak i inokulowanych
wszystkimi zastosowanymi szczepionkami w poréwnaniu do roslin optymalnie nawadnianych
(Wykres 7A, B, C). Najnizszg aktywnos$¢ katalazy pod wplywem suszy zanotowano
w przypadku odmiany ,,Malaga” 1 ,Petrina”. Inokulacja szczepionkami wywotywata
specyficzng reakcje u kazdej z odmian.

W ro$linach odmiany ,,Malaga” optymalnie nawadnianych najwyzsza aktywnos$¢
katalazy obserwowano pod wpltywem Nitraginy Biofood i HiStick® Soy. W roslinach
poddanych stresowi suszy najnizszg aktywno$¢ katalazy obserwowano u roslin
inokulowanych Nitraging [IUNG i Nitroflorag Mycoflor.

W roslinach odmiany ,,Merlin” (Wykres 7B) optymalnie nawadnianych, najwyzsza
aktywnos¢ katalazy obserwowano pod wptywem Nitroflory Mycoflor i Rhizobium Bio-Gen.
Najnizsza aktywnos¢ KAT zanotowano w roslinach nieinokulowanych, za§ najnizsza
aktywno$¢ tego enzymu w roslinach poddanych suszy zanotowano pod wptywem Nitraginy
Biofood.

W roslinach odmiany ,,Petrina” optymalnie nawadnianych najwyzsza aktywnos¢ KAT
zanotowano u roslin inokulowanych Nitroflorg Mycoflor, a najnizsza aktywnos$¢ tego enzymu
w roslinach inokulowanych Nitraging Biofood i Rhizobium Bio-Gen (Wykres 7C).
W przypadku roslin poddanych stresowi suszy, najnizszg aktywnos$¢ katalazy obserwowano

pod wptywem Nitroflory Mycoflor.
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Wykres 7. Wptyw szczepionek bakteryjnych oraz stresu suszy na aktywnos$¢ katalazy
w lisciach soi uprawnej odmiany ,Malaga” (A), ,,Merlin” (B) i ,,Petrina” (C). Srednie (n = 3)

+ BS zaznaczone tg sama literg nie r6znig si¢ istotnie (wielokrotny test Duncana; p < 0,05).
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Peroksydaza niespecyficzna

Podobnie jak w przypadku poprzednich enzymoéw antyoksydacyjnych, susza istotnie
obnizyta aktywno$¢ POX u wszystkich badanych odmian, niezaleznie od zastosowanej
szczepionki (Wykres 8A, B, C). Aktywnos¢ POX w ro$linach odmiany ,,Malaga” optymalnie
nawadnianych byla nizsza niz w suszy zarowno w ro$linach nieinokulowanych,
jak i inokulowanych, z wyjatkiem roslin z Nitraging IUNG, ktora zwigkszyta aktywnos¢ POX
w ro§linach optymalnie nawadnianych prawie czterokrotnie, porownujac do aktywnosci
w roslinach w suszy (Wykres 8A). Aktywno$¢ POX w roslinach odmiany ,,Marlin”
i ,,Petrina” ksztaltowata si¢ podobnie w optymalnych warunkach nawadniania, jak i w suszy
(Wykres 8B i C). Rosliny obu odmian optymalnie nawadniane wykazywaty istotnie wicksza
aktywno$¢ POX w porownaniu do aktywnosci tego enzymu w ro$linach rosngcych
w deficycie wody. Ro$liny tych odmian w optymalnych warunkach nawodnienia wykazywaty
najwyzsza aktywnos$¢ peroksydazy pod wpltywem Nitraginy IUNG, Nitroflory Mycoflor
I HiStick® Soy. W suszy aktywno$¢ POX ksztaltowata si¢ podobnie w roslinach
inokulowanych  wszystkimi szczepionkami i byla ona nizsza niz w roslinach

nieinokulowanych.
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Wykres 8. Wpltyw szczepionek bakteryjnych oraz stresu suszy na aktywno$¢ peroksydazy
niespecyficznej w lisciach soi uprawnej odmiany ,,Malaga” (A), ,,Merlin” (B) i ,,Petrina” (C).
Srednie (n = 3) + BS zaznaczone ta sama litera nie réznia si¢ istotnie (wielokrotny test
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Dysmutaza anionorodnika ponadtlenkowego

W nieinokulowanych ro§linach odmiany ,,Malaga” aktywno$¢ SOD byta taka sama
niezaleznie od stopnia uwodnienia gleby (Wykres 9A). W roslinach optymalnie
nawadnianych najwyzszg aktywnos¢ SOD zanotowano pod wptywem Nitraginy IUNG,
a nastepnie Nitroflory Mycoflor i HiStick® Soy. Susza najsilniej obnizyta aktywno$¢ SOD
w roslinach inokulowanych Nitraging IUNG (ponad pigciokrotnie). W przypadku roslin
inokulowanych szczepionka HiStick® Soy aktywno$é SOD w suszy byla 3,6 razy mniejsza.

W lisciach roslin odmiany ,,Merlin” susza zmniejszyta aktywno$¢ SOD tylko
w roslinach inokulowanych Nitraging IUNG (Wykres 9B). Pod wplywem suszy W ros$linach
nieinokulowanych i inokulowanych pozostalymi szczepionkami nie odnotowano istotnych
roéznic w aktywnosci tego enzymu, porownujac do roslin optymalnie nawadnianych.

Aktywnos¢ SOD w ro$linach odmiany ,Petrina” optymalnie nawadnianych
ksztaltowata si¢ podobnie, jak w przypadku odmiany ,,Malaga” (Wykres 9C). Najwyzsza
aktywno$¢ tego enzymu w tej grupie roslin stwierdzono pod wptywem Nitraginy IUNG,
Nitroflory i HiStick® Soy. Rowniez w przypadku tych szczepionek istotnie zmniejszyta si¢
aktywnos¢ SOD pod wptywem suszy. W roslinach inokulowanych Nitraging Biofood
i Rhizobium Bio-Gen réznice w aktywnosci SOD u roslin nawadnianych i poddanych suszy
byly niewielkie. W roslinach nieinokulowanych, w suszy zanotowano wyzszy poziom

aktywnosci tego enzymu niz w roslinach dobrze nawadnianych.
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Wykres 9. Wptyw szczepionek bakteryjnych oraz stresu suszy na aktywnos¢ dysmutazy
ponadtlenkowej w lisciach soi uprawnej odmiany ,,Malaga” (A), ,,Merlin” (B) i ,,Petrina” (C).
Srednie (n = 3) + BS zaznaczone ta sama litera nie réznia si¢ istotnie (wielokrotny test
Duncana; p < 0,05).
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Wysokos¢ roslin, swieza i sucha masa oraz relatywna zawartos¢ wody w roslinach (RWC)

Zaréwno rodzaj szczepionki, jak i susza miaty istotny wplyw na wysoko$¢ roslin,
$wiezg mase¢ czg¢sci nadziemnej i relatywng zawarto$¢ wody u wszystkich badanych odmian

(Tabela 34). Na suchg masg¢ cze$ci nadziemnej miata wptyw tylko susza.

Tabela 34. Analiza wariancji (ANOVA dwuczynnikowa) wptywu szczepionek (SZ)
i traktowania tj. optymalnego nawadniania i suszy (T) na wysoko$¢ roslin, Swiezg ($.m.)
I suchg masg¢ (s.m.) oraz relatywna zawartos¢ wody (RWC) w czgsciach nadziemnych ro$lin
odmian ,,Malaga”, ,,Merlin” i ,,Petrina”. Gwiazdkami zaznaczono istotno$§¢ wptywu danego

czynnika: * —p < 0,05; ** —p < 0,01; *** — p < 0,001; ns — nieistotny.

. . Wysokos¢

Odmiana Czynnik o, $. m. S. m. RWC [%
y roslin [em] lg] [9] [%0]

SZ **k* **k* ns ***

Malaga T **k* **k* **k* **k*

SZ X T **k* **k* ns **k

SZ **k* **k*k ns **k*

Merlln T **k* **k* **k ***

SZ XT **k* ** ns **

SZ **k* **k* ns **xk

Petl‘lna T **k* **k* **k* **k*

SZ XT **k* **k* ns **xk

Wysokos¢ roslin

Susza zmniejszyla istotnie wysoko$¢ roslin nieinokulowanych wszystkich badanych
odmian (Wykres 10 A, B, C). Rosliny inokulowane wszystkimi szczepionkami w warunkach
suszy byty tak samo wysokie, jak rosliny dobrze nawadnianie, co $wiadczy o tagodzacym
wplywie szczepionek na efekt suszy. Jedynie u odmiany ,,Merlin” szczepionka Rhizobium
Bio-Gen nie wykazata tego efektu (Wykres 10 B).
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Wykres 10. Wpltyw szczepionek bakteryjnych oraz stresu suszy na wysokos$¢ roslin soi
uprawnej odmiany ,,Malaga” (A), ,Merlin” (B) i ,,Petrina” (C). Srednie (n = 20) + BS
zaznaczone tg samg literg nie roznig si¢ istotnie (wielokrotny test Duncana; p < 0,05).
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Swieza i sucha masa roslin

Do analizy $wiezej i suchej masy pobierano cate rosliny (wraz ze strgkami) bez
korzeni. W warunkach optymalnego nawadniania zastosowanie Nitraginy IUNG zwigkszyto
swiezg mas¢ ro$lin wszystkich odmian w poréwnaniu do ro$lin nieinokulowanych
(Wykres 11A, B, C). W przypadku odmiany ,Malaga”, w warunkach optymalnego
nawadniania najmniej Swiezej masy zebrano z roslin inokulowanych Nitraging Mycoflor.
Rowniez z ro$lin inokulowanych tg szczepionkg po zakonczeniu suszy zebrano najmniej
suchej masy (Wykres 11A). Z kolei susza spowodowata najmniejsze straty w suchej masie
w ro$linach inokulowanych Nitraging IUNG.

Swieza masa ro§lin odmiany ,Merlin”, w warunkach optymalnego nawodnienia
inokulowanych wszystkimi szczepionkami z wyjatkiem Nitroflory Mycoflor byta wigksza od
masy zebranej z roslin nieinokulowanych (Wykres 11B). W suszy $wieza masa ros$lin
traktowanych wszystkimi szczepionkami byta wigksza od roslin kontrolnych, a najmniejsze
straty odnotowano w przypadku ro$lin inokulowanych Nitraging IUNG. Podobne wyniki
uzyskano dla odmiany ,,Petrina” (Wykres 11 C).

W przypadku odmiany ,,Malaga”, w optymalnych warunkach nawodnienia najwigcej
suchej masy uzyskano z ro$lin inokulowanych szczepionka Rhizobium Bio-Gen
(Wykres 12 A). Susza nie zmniejszyta suchej masy ani roslin kontrolnych, ani
inokulowanych. W warunkach optymalnego nawodnienia, z odmiany ,,Merlin” najwigcej
suchej masy zebrano z roslin kontrolnych tj. nieinokulowanych i po zastosowaniu szczepionki
Rhizobium Bio-Gen (Wykres 12 B). Susza obnizyla sucha mas¢ wszystkich roslin
z wyjatkiem inokulowanych Nitraging IUNG i HiStick® Soy.

U odmiany ,Petrina” w przypadku roslin optymalnie podlewanych, wplyw
szczepionek na zbior suchej masy byt podobny, jak u odmiany ,,Merlin”, jednakze susza

obnizyla jej zawarto$¢ tylko w roslinach kontrolnych (Wykres 12 C).
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Wykres 11. Wplyw szczepionek bakteryjnych w optymalnych warunkach nawadniania oraz
warunkach suszy na zawarto$¢ $wiezej masy w roslinach soi uprawnej odmiany ,,Malaga”
(A), ,Merlin” (B) i ,,Petrina” (C). Srednie (n = 20) + BS zaznaczone ta sama literg nie roznia
si¢ istotnie (wielokrotny test Duncana; p < 0,05).
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Wykres 12. Wplyw szczepionek bakteryjnych w optymalnych warunkach nawadniania oraz
w warunkach suszy na zawarto$¢ suchej masy w roslinach soi uprawnej odmiany ,,Malaga”
(A), ,Merlin” (B) i ,,Petrina” (C). Srednie (n = 20) + BS zaznaczone ta sama literg nie roznia
si¢ istotnie (wielokrotny test Duncana; p < 0,05).

A

05
0,45 -
04 -
0,35 - b
03
= 0,25 -
0,2 -
0,15 -
01 -
0,05 -

ab

QD
o
o
o
o

o
o
o
i
oy
o
o

Kontrola HiStick® Soy Nitragina Nitragina Nitroflora  Rhizobium
Biofood IUNG Mycoflor Bio-Gen

0,4 - T a ab

TR

T

0,3 -

[a]

0,0
Kontrola HiStick® Soy Nitragina Nitragina Nitroflora  Rhizobium
Biofood IUNG Mycoflor Bio-Gen

a

04 1 [0 b aab @b b b L

I 1 LT

0,2 -

[o]

0,0
Rhizobium  Nitroflora Nitragina Nitragina HiStick® Soy Kontrola
Bio-Gen Mycoflor IUNG Biofood

"I optymalne nawadnianie ™ susza

107



108:1629338952

Relatywna zawartos¢ wody w roslinach (RWC)

Warto$¢ wspotczynnika RWC dla wszystkich badanych w tym do§wiadczeniu odmian
soi, w warunkach optymalnego nawodnienia byta podobna w li§ciach roslinach traktowanych
réznymi szczepionkami i w ro$linach nieinokulowanych tj. kontrolnych (Wykres 13 A,B,C).
U wszystkich odmian niezaleznie od zastosowanej szczepionki, wartos¢ RWC zmniejszyla si¢
istotnie pod wptywem suszy. W przypadku odmiany ,,Malaga” i ,,Petrina” (Wykres 13A, C)
warto$¢ RWC w warunkach suszy byta taka sama dla wszystkich roslin, z wyjatkiem roslin
inokulowanych Nitraging IUNG, dla ktorych RWC bylo najwyzsze. W roslinach odmiany
»Merlin” W suszy najwigksza wzgledna zawartos¢ wody byla notowana w roslinach
nieinokulowanych i inokulowanych Nitraging [UNG (Wykres 13 B). Najmniecjszg warto$¢
RWC w tych warunkach zanotowano w roslinach inokulowanych Nitroflora Mycoflor.

W przypadku roslin inokulowanymi pozostatymi szczepionek warto§¢ RWC byta taka sama.
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Wykres 13. Wptyw szczepionek bakteryjnych oraz stresu suszy na wskaznik RWC (relatywna
zawarto$¢ wody) w roslinach soi uprawnej odmiany ,,Malaga” (A), ,,Merlin” (B) i ,,Petrina”
(C). Srednie (n = 20) + BS zaznaczone ta sama litera nie r6znia sie istotnie (wielokrotny test
Duncana; p < 0,05).
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Liczba brodawek korzeniowych oraz parametry plonu

Rodzaj szczepionki miat wpltyw u wszystkich odmian na liczbe brodawek, natomiast
susza nie miata wptywu na ten parametr tylko u odmiany ,,Petrina” (Tabela 42). W przypadku
odmiany ,,Malaga”, szczepionki wptywaty na liczbg strakéw, nasion i ich masg, natomiast nie
na MTN (Tabela 42). Susza roznicowata liczbe nasion i ich mas¢. U odmiany ,,Merlin”
szczepionki decydowaty o liczbie strgkdw, liczbie nasion i ich masie, a nie 0 MTN. Susza nie
miata istotnego wptywu na badane parametry plonu tej odmiany. W roslinach odmiany
,Petrina”, wszystkie badane parametry plonowania zalezaly od zastosowanej szczepionki,

natomiast susza wptywata tylko na liczbe nasion i MTN.

Tabela 35. Analiza wariancji (ANOVA dwuczynnikowa) wptywu szczepionek (SZ) i stresu
suszy (S) na liczb¢ brodawek i parametry plonu roslin soi odmiany ,,Malaga”, ,,Merlin”
I ,,Petrina”. Gwiazdkami zaznaczono istotno$¢ wptywu danego czynnika: * — p < 0,05; ** —p

<0,01; *** — p <0,001; ns — nieistotny.

. Srednia liczba Srednia . . Masa
. . Liczba , . . Srednia masa .
Odmiana | Czynniki strakow liczba nasion/ . tysiaca
brodawek . .. nasion [g] .
/rosling rosline nasion [g]
SZ **k* **k* **k%* **k%* nS
Malaga T *kk ns *kk *% ns
SZxT ekl ns ekl ns ns
SZ *k*k *kk *k*k *k*k ns
Merlin T *% ns ns ns ns
SZxT ** * ns ns ns
SZ *k*k *k*k *k*k *k*k *k*k
Petrina T ns ns *kk ns xxk
SZ X T *k*k *k*k *k*k ** *k*k

W roélinach odmiany ,,Malaga”, optymalnie nawadnianych, inokulacja Nitragina
IUNG i Nitraging Biofood zwickszyta liczbe brodawek, natomiast Rhizobium Bio-Gen
I HiStick® Soy zmniejszyly ich liczbe (Tabela 36). W suszy wszystkie zastosowane
szczepionki z wyjatkiem Rhizobium Bio-Gen zwigkszyty liczbg brodawek korzeniowych.

W warunkach optymalnego nawodnienia, liczba brodawek na korzeniach ro$lin
odmiany ,Merlin” byla istotnie wigksza pod wpltywem szczepionek Nitragina IUNG,
Nitragina Biofood, Rhizobium Bio-Gen i HiStick® Soy w poréwnaniu do roslin
nieinokulowanych. W suszy, inokulacja wszystkimi szczepionkami zwigkszyta liczbe

brodawek, a najwigksza ich liczb¢ zanotowano pod wptywem Nitraginy Biofood.
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U odmiany ,Petrina” w roslinach optymalnie nawadnianych, liczba brodawek
zwickszyta sie jedynie pod wptywem inokulacji szczepionka HiStick® Soy, a zmniejszyta sic
po inokulacji Nitroflorg Mycoflor, Nitraging Biofood i Rhizobium Bio-Gen. W suszy liczba
brodawek byta wigksza niz w roslinach optymalniec nawadnianych po zastosowaniu Nitraginy
IUNG, Nitroflory Mycoflor, HiStick® Soy i Rhizobium Bio-Gen.

W  ro§linach nieinokulowanych, susza istotnie zmniejszyta liczbe brodawek
korzeniowych wszystkich badanych odmian. W suszy zastosowane szczepionki zwigkszyty tg
liczbe w poréwnaniu do ro$lin nieinokulowanych oraz wyrdéwnaty ja do liczby brodawek na
korzeniach roslin optymalnie nawadnianych. Szczepionki zdecydowanie tagodzity efekt suszy
pod katem procesu nodulacji. Najwiecej brodawek, zarowno w warunkach optymalnego
nawadninia, jak 1 w suszy, powstawato pod wptywem Nitraginy IUNG, gléwnie u odmian
»Malaga” i ,,Merlin”. Drugg szczepionka, istotnie wplywajaca na nodulacje, byta Nitragina
Biofood, réwniez u tych dwéch odmian. Odmiana ,,Petrina” wytrwarzata najmniejszg liczbg

brodawek, niezaleznie od zastosowanej szczepionki w poréwnaniu do pozostatych odmian.

Tabela 36. Wplyw szczepionek bakteryjnych w warunkach suszy na liczbe brodawek
korzeniowych soi uprawnej odmiany ,,Malaga”, ,,Merlin” i ,,Petrina”. Srednie (n=10) £ BS
zaznaczone W wierszach tg samg duza litera, a w kolumnie matg literg nie r6znig si¢ istotnie

(wielokrotny test Duncana; p < 0,05).

Szczepionka Malaga Merlin Petrina
bakteryjna
B A B A B
Kontrola  53+16Cd 28+09% | 52:03C  22:01% = 94+064  62+0,868
Nitrad
E:;?Sg;a 121+138 141098  189+10%  214+21%4 61406 @ 63+07C
Nittaci
:3?\'9('; 8 20,3+22% | 22,7+1,9% | 224+147 | 243+25% | 10,7+0,858% | 114+0,98
Nitroflora | 6,5+03B0% 710848 | 59:02C | 74+02A8  70+03AB g51(3A
HiStick
ISStcl)(;/ ® 3'9 + 0’9 Bd 5]0 + 1,8 Bed 9,8 + 0,4 Ad 11,3 + 0,9 Ac 11’2 + 0,7 Aa 11’3 + 1’3 Aa
Rg:é?g':r:n 284090 | 34+090 | 134:04B8  173+14A  75+08C | 82£09C

A — optymalne warunki wodne, B — susza, Kontrola — rosliny nieinokulowane szczepionkami

W przypadku odmiany ,,Malaga”, susza zmniejszyta jedynie liczbe nasion zebranych

z roslin kontrolnych — nieinokulowanych w poréwnaniu do roslin optymalnie podlewanych

(Tabela 37). Inokulacja szczepionkami z wyjatkiem Nitroflory Mycoflor zdecydowanie
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zwigkszyla plonowanie w stosunku do ro$lin nieinokulowanych w warunkach zaréwno
dobrego nawadniania, jak i w suszy. Jedynie MTN byla taka sama dla wszystkich ro$lin
niezaleznie od stosowanej szczepionki.

U odmiany ,,Merlin” w roslinach nieinokulowanych (kontroli) susza obnizyla
wszystkie parametry plonowania w poréwnaniu do plonu uzyskanego z roslin optymalnie
podlewanych (Tabela 38). Podobnie, jak w przypadku odmiany ,,Malaga”, szczepionki
wyréwnaly plonowanie ro$lin w suszy do poziomu plonowania ro$lin optymalnie

nawadnianych. Podobne wyniki uzyskano dla odmiany ,,Petrina” (Tabela 39).

Tabela 37. Wptyw szczepionek bakteryjnych w warunkach suszy na parametry plonu soi
uprawnej odmiany ,,Malaga”. Srednie (n = 20) + BS zaznaczone w kolumnach taka sama

litera nie r6znig si¢ istotnie (wielokrotny test Duncana; p < 0,05).

Liczba strakéw Liczba nasion Srednia masa Masa tysigca nasion

Szczepionka
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/rosling /rosline nasion[g] / rosline [o]
| A 6,5+0,9 19,3+1,2 2,85+ 0,94 ¢ 147,66+ 12,31 2
Kontrola
B 45+049 12,3+0,9°¢ 1,73+0,22¢ 140,65 + 11,43 2
Nitragina | A 11,0+09° 288+18"P 421+033b 146,18 + 12,92 2
Biofood | g 10,8+ 09" 279+12° 413+023"0 148,02+ 11,212
Nitragina | A 149+1,12 353+282 5,22 + 0,30 @ 147,87 £ 10,93 2
IUNG B 143+1,7°2 322+£23%® 4,93+0,52%® 153,10 + 12,182
Nitroflora | A 7,6+0,6¢ 225+19¢ 329+0,14°¢ 146,22 + 11,422
Mycoflor | g 75+0,6°¢ 21,3+1,7¢ 3,15+ 021 ¢ 147,88 +10,32 2
HiStick® | A 9,8+09° 248+13°¢ 353+0,14°¢ 142,41 +12,53 2
Soy B 9,4+09° 243+15°¢ 3,59+0,11°¢ 147,77 11,91 2
Rhizobium | A 108+ 1,1° 259+ 1,3b 3,63+£0,23°¢ 140,15+ 11,28 2
Bio-Gen B 10,4 +1,7° 253+ 14°¢ 3,53+0,18°¢ 141,89 + 11,132

A — optymalne nawadnianie, B — susza
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Tabela 38. Wptyw szczepionek bakteryjnych w warunkach suszy na parametry plonu soi
uprawnej odmiany ,,Merlin”. Srednie (n = 20) + BS zaznaczone w kolumnach taka sama litera
nie ro6znig sig¢ istotnie (wielokrotny test Duncana; p < 0,05).

Srednia masa

Liczba strakow Liczba nasion Masa tysigca nasion

Szczepionka rosline /rosline N/?f)'sc;:]n[g] [a]
A 55+0,9¢ 182+09 2,80 +0,51 ¢ 153,84 + 7,51 2
Kontrola B 35404 F 11,3+0,59 1,33+022°¢ 117,69 + 8,93 ¢
Nitragina = A 11,2+0,3" 27,702 391+033° 141,15+781%
Biofood B 9,8+04° 26,9+0,1 b 342+023° 127,13 +8,21°¢
Nitragina = A 15,4 41,22 31,3+22° 5,02 +0,30 @ 160,38 + 6,73 @
IUNG B 1424092 29,2403 ° 4,53+ 0,32 ¢ 154,10+ 8,12
Nitroflora = A 75+0,5¢ 21,7£09°¢ 2,93 £0,14¢ 135,02 +8,72°
Mycoflor | g 744034 21,4+0,6¢ 3,04+0,21 142,05+ 7,62 2
HiStick® = A 9,5+0,7¢ 24.4+02 ¢ 3,13+0.24° 128,27 + 6,54 ¢
Soy B 9.6+ 0,6° 2424029 3,02+031 124,79 £521°¢
Rhizobium = A 10,2 + 0,1 b¢ 26,5+0,2 ¢ 3,53+0,23° 133,20 + 9,54 °
Bio-Gen | B 10,14 0,1 b 26,3+0,1 ¢ 347+028°¢ 131,93+8,23"

A — optymalne nawadnianie, B — susza

Tabela 39. Wptyw szczepionek bakteryjnych w warunkach suszy na parametry plonu soi
uprawnej odmiany ,,Petrina”. Srednie (n = 20) + BS zaznaczone w kolumnach taka sama
literg nie roznig sie istotnie (wielokrotny test Duncana; p < 0,05).

Srednia masa

Liczba strakéw Liczba nasion Masa tysiaca nasion
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Szczepionka o - Nasion[g]
/ro$ling /ro$ling /rosline [9]
A 76+06°¢ 213+1,1°¢ 3,15+ 0,54 147,88+ 11,512
Kontrola
B 5,4 +0,4¢ 17,3+ 0,6 ¢ 1,98+ 0,22 © 114,45+ 10,49 2
Nitragina = A 10,0+0,1° 29,9+02° 4,41 + 0,34 ® 147,49 £ 10,92 2
Biofood B 10,8+03° 31,9+02° 4,93+022" 154,54 + 14,56
Nitragina = A 15,9+1,12 399+1,8° 5,92 + 0,30 2 148,37 +12,93 2
IUNG B 16,3+ 0,7 2 40,3+23° 6,23+ 0,32 2 154,59 + 13,19 2
_ A 74+£02°¢ 245+ 0,8° 3,59+0,18° 146,53 + 13,812
Nitroflora
B 75+03°¢ 249+0,9° 3,75+ 0,27 P 150,60 + 14,312
HiStick® | A 10,8+ 04° 26,8+ 0,8 ° 3,96+ 0,28 ° 147,76 £ 12,53 @
Soy B 11,2+ 06" 26,9+09 ¢ 4,02+ 0,34 149,94 + 13,91 2
Rhizobium @ A 9,3+0,7° 259+0.8° 3,73+043° 144,01 + 12,28
Bio-Gen B 10,2+ 0,5° 30,3+0,9° 4,45+ 0,75 @ 146,86 + 11,13 2
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6.4.2. Do$wiadczenie 3 C. Analizy izotopowe wegla 3C i azotu ©®N w roslinach odmiany

»Petrina” w warunkach suszy

Analize wykonano na ro$linach odmiany ,Petrina” inokulowanych szczepionka
Nitragina Biofood. Kontrole stanowily rosliny optymalnie podlewane, susz¢ wprowadzone
poprzez podlewanie roslin do 20% ppw. Wartosci K1 i K2 oznaczaja kontrole przed
rozpoczeciem suszy i po zakonczeniu suszy tylko dla lisci. Liscie z roslin kontrolnych przed
I po zakonczeniu suszy wykazywaty podobny wskaznik dyskryminacji izotopu, co oznacza,
ze w ciagu trzech tygodni trwania suszy warto$¢ tego wskaznika si¢ nie zmienita. Wigksza
warto§¢ wskaznika dyskryminacji okreslona w liSciach po zakonczeniu suszy sugeruje
przymknigcie aparatow szparkowych 1 korzystanie z dwutlenku wegla pochodzacego
z oddychania.

W przypadku stragkéw i nasion zastosowano jedng kontrole tj. material pobrano
z roslin niepoddanych suszy réwnolegle do materiatu pobranego z roslin podlewanych tylko
do 20% ppw (w odrdznieniu od lisci, stragkéw i nasion nie bylo jeszcze na ro$linach przed
rozpoczgciem suszy, stad w ich przypadku nie podano wartosci kontroli K1) (Tabela 40).
W strakach i1 nasionach warto$¢ tego wskaznika zwigkszyta si¢ w wigkszym stopniu niz
w przypadku lisci, co oznacza, ze w strakach i nasionach wigkszy byt udziat dwutlenku wegla

pochodzacego z recyklingu (fotooddychania/oddychanie).

Tabela 40. Wartoéci wskaznika dyskryminacji izotopu *C w poszczegdlnych organach roélin

soi uprawnej odmiany ,,Petrina”.

LiScie Straki Nasiona
Kontrolal Kontrola 2 Susza Kontrola Susza Kontrola Susza
-29,126 -29,158 -28,270 -27,969 -26,275 -28,008 -26,293

Btad standardowy pomiaréw izotopéw wegla wynosi 0,1% warto$ci mierzone;.

W lisciach badanej odmiany zanotowano réznice w asymilacji wolnego azotu
w roslinach kontrolnych przed rozpoczeciem suszy i po zakonczeniu suszy. Po trzech
tygodniach znacznie zwigkszyl si¢ udziat asymilowanego azotu przez bakterie brodawkowe.
W lisciach roélin poddanych suszy odnotowanO znacznie wyzsza aktywno$¢ bakterii
asymilujacych azot w stosunku do roslin kontrolnych (Tabela 41). W strgkach ro$lin

kontrolnych udziat azotu pobranego z powietrza byt wyzszy niz w strakach roslin poddanych
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suszy. W nasionach udzial azotu wigzanego przez bakterie W sSuszy byl wyzszy niz
w nasionach kontrolnych, jednak réznica ta byta o wiele mniejsza niz w przypadku lisci
i strakow. Azotu pochodzacego z biologicznego wigzania przez bakterie w nasionach bylo

istotnie mniej niz w lisciach.

Tabela 41. Procentowy udzial azotu pochodzgcego z biologicznego wigzania w ogdlnym
pobieraniu azotu przez rosliny soi uprawnej odmiany ,,Petrina”. WartoSci zaznaczone
gwiazdka rdznig si¢ istotnie od wartosci kontrolnych dla kazdego organu osobno: * - p<0,05;
*** - p<0,001 (test Studenta).

Liscie Straki Nasiona
Kontrola 1 Kontrola 2 Susza Kontrola Susza Kontrola Susza
72,1 83,3 89,9%** 94.8 88,7%** 55,5 57,8*

Btad standardowy pomiaréw izotopow azotu wynosi 1% warto$ci mierzone;.

6.4.3. Ekspresja genéw Nod pod wplywem szczepionek bakteryjnych od réznych

producentéw

Doswiadczenie miato na celu zbadanie wplywu inokulacji nasion soi odmiany
»Malaga” szczepionkami od r6éznych producentéw na ekspresje genow Nod. Wytypowano
kilka genow, ktére wedtug doniesien literaturowych biorg udzial w procesie powstawania
brodawek. Wykresy ponizej przedstawiaja, jaka byta wzgledna liczba kopii kazdego z genow
po uzyciu poszczegoélnych szczepionek: genu NOD21 (Wykres 14), genu NIC1 (Wykres 15),
genu NORKDb (Wykres 16). Kontrola byl material roslinny pobrany z korzeni roslin,
w ktorych nie zastosowano szczepionek i1 stanowita ona punkt odniesienia w obliczaniu
wzglednej liczby kopii danego genu. Na wykresie warto§¢ 1 na osi OY oznacza wartos¢
kontrolng.

Najwigksze zroznicowanie ekspresji obserwowano w przypadku genu NIC1
(Wykres 15). Inokulacja szczepionkami HiStick® Soy i Rhizobium Bio-Gen spowodowata
najwigkszy wzrost ekspresji genu NIC1 (odpowiednio 2,5-krotnie oraz 2,3-krotnie)
w stosunku do kontroli, natomiast szczepionki Nitragina Biofood oraz Nitragina IUNG
spowodowaty spadek ilosci transkryptu tego genu w stosunku do kontroli, przy czym

najwiekszy spadek spowodowata Nitragina Biofood (odnotowano czterokrotnie mniejsza
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ekspresje w poréwnaniu do kontroli). W przypadku pozostatych genéw, poziom ekspresji byt
duzo mniej zréznicowany i zblizony do poziomu wykrytego u kontroli. Warto jednak
zauwazy¢, ze inokulacja preparatami Nitragina Biofood oraz Nitragina IUNG powodowata
spadek liczby kopii transkryptow wszystkich badanych genoéw, podczas gdy zastosowanie

pozostatych szczepionek skutkowato wzrostem ekspres;ji.

Wykres 14. Liczba kopii mMRNA genu NOD21 jako wielokrotnos¢ liczby kopii matrycy
W materiale roslinnym pobranym z korzeni soi po zastosowaniu szczepionek bakteryjnych
od r6znych producentéw jako wielokrotnos¢ liczby kopii matrycy w materiale ros$linnym
pobranym z korzeni soi niepoddawanych inokulacji. Srednie (n = 3) + BS zaznaczone ta3

sama literg nie r6znig si¢ istotnie (wielokrotny test Duncana; p < 0,05)
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Wykres 15. Liczba kopii mRNA genu NIC1 jako wielokrotnos¢ liczby kopii matrycy
W materiale roslinnym pobranym z korzeni soi po zastosowaniu szczepionek bakteryjnych
od réznych producentéw jako wielokrotnos¢ liczby kopii matrycy w materiale roslinnym
pobranym z korzeni soi niepoddawanych inokulacji. Srednie (n = 3) + BS zaznaczone t3 samg

literg nie r6znig si¢ istotnie (wielokrotny test Duncana; p < 0,05)
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Wykres 16. Liczba kopii mRNA genu NORKDb jako wielokrotnos¢ liczby kopii matrycy
W materiale roslinnym pobranym z korzeni soi po zastosowaniu szczepionek bakteryjnych
od réznych producentéw jako wielokrotno$¢ liczby kopii matrycy w materiale roslinnym
pobranym z korzeni soi niepoddawanych inokulacji. Srednie (n = 3) + BS zaznaczone ta sama

litera nie r6znig sig¢ istotnie (wielokrotny test Duncana; p < 0,05)
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7. Dyskusja

Jednym z waznych gospodarczo i przemystowo gatunkow roslin uprawianych na
$wiecie jest soja zwyczajna. Spowodowane jest to wszechstronno$cig wykorzystywania
nasion tego gatunku w przemysle paszowym oraz spozywczym [Jarecki 1 Borecka-Jamro
2021]. Zapotrzebowanie na biatko roslinne w krajach Unii Europejskiej jest znacznie
wigksze niz pozyskiwana wysokos$¢ plonéw nasion roslin stragczkowych. Nieunikniony
import soi do celow przemystowych generuje duze koszty. Polska za import
poekstrakcyjnej Sruty sojowej wydatkuje okoto 2 min zt rocznie [Wozniak i Twardowski
2018]. Biatko pochodzenia roSlinnego jest w dzisiejszych czasach niezwykle wazne
w hodowli zwierzat, jak i produkcji zywno$ci. Z tego tez wzgledu ros$nie powierzchnia
uprawy soi w Polsce oraz w innych krajach Unii Europejskiej. Uprawa soi, zwlaszcza
w Polsce, ze wzgledow klimatycznych jest jak na razie mato optacalna, stad postepujace
prace hodowlane dazace do wytworzenia nowych, bardziej tolerancyjnych na krotszy okres
wegetacji odmian [Augustynska i Bebenista 2019].

Warunki klimatyczne Polski zaliczajg si¢ do strefy klimatu umiarkowanego cieptego
przejsciowego. Roczna suma opaddéw natomiast wynosi od 300—1000 mm. Wszystko to
powoduje, ze uprawa soi zwyczajnej] w Polsce napotyka wiele trudnosci [Kop i in. 2007;
Dudek 2015]. Rolnictwo zostatlo zmuszone do podjecia dziatan, ktore spowoduja wzrost
areatu uprawy ros$lin stragczkowych, a zwlaszcza soi. Uzyskanie wysokiego plonu tego
gatunku jest zalezne od odpowiednio dobranej odmiany, wtasciwej agrotechniki oraz

warunkow klimatycznych [Tyagi i in. 2011].

Wplyw terminu siewu na plonowanie soi

Zdaniem wielu autorow istotnym elementem uprawy soi jest termin wysiewu nasion,
ktéry ma wplyw na prawidlowe wyksztalcanie organéw wegetatywnych i generatywnych oraz
ostateczny plon [Setiyono i in. 2007; Divito i in. 2016; Nico i in. 2019]. W Polsce siew soi
najlepiej wykonywaé, gdy srednia dobowa temperatura gleby wynosi powyzej 8°C, czyli
zazwyczaj jest to przetom kwietnia i maja. Wysianie soi zbyt wczeSnie w nieogrzang glebe,
wplywa na nierownomierne i przedtuzone wschody roslin. Z drugiej strony, wczesny termin
siewu zwigksza liczbe strgkdw na roslinie i mase tysigca nasion w stosunku do plonéw

uzyskiwanych przy po6zniejszych terminach [Praczyk 2017]. Przyktadowo, $rednio-wczesna
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odmiana ,,Aldana” plonuje znacznie nizej w poréwnaniu do wczesnej odmiany ,,Merlin”
[COBORU 2021].

W prezentowanej pracy opisano wyniki z doswiadczen poletkowych, ktore miaty na
celu sprawdzenie, jak termin siewu wplywa na plonowanie trzech odmian soi uprawnej,
réznigcych si¢ wymaganiami pod wzgledem dlugosci sezonu wegetacyjnego. W tych
doswiadczeniach badano odmiany: ,,Merlin” — odmiana wczesna, ,,Abelina” — S$rednio
wczesna i ,,Petrina’ — pozna. Do$wiadczenie to przeprowadzano w okresie trzyletnim,
a nasiona wysiewano w terminach od 9. kwietnia do 29. sierpnia. Najbardziej korzystnym
terminem siewu, dla odmiany pdznej ,,Petriny”, w ktorym otrzymano najwigksza liczbe
strgkow, nasion i ich masy byt 21. maja. Warto zaznaczy¢, ze MTN uzyskana z ro$lin sianych
w tym terminie byta podobna do MTN nasion zebranych z roslin wysiewanych 12. kwietnia
i 4. maja. Uzyskane wyniki wskazuja, ze w przypadku poznych odmian soi uprawnej mozna
stosowa¢ terminy siewu rowniez w kwietniu, co nie zmniejsza koncowego plonu MTN.
Sadeghi i Niyaki [2013] roéwniez wykazali, ze zastosowanie wczesnego terminu Siewu
korzystnie wptywa na jako$¢ nasion soi.

Po6zniejsze terminy siewu tj. czerwcowy i lipcowy, spowodowaty zmniejszenie liczby
strakow, zmniejszenie liczby strakow, nasion i ich masy. W ostatnim lipcowym terminie nie
udato si¢ juz zebra¢ nasion, a w sierpniowym, rosliny zatrzymaly si¢ na etapie siewki.
Zastosowanie pozniejszego terminu siewu wigze sie¢ wigc z ryzykiem nieuzyskania plonow.
Wysiew nasion w maju moze pozwoli¢ na ominigcie wystepujacej czesto w kwietniu suszy
wiosennej, pod warunkiem wystraczajgcej liczby opadow w maju [Uslu i Esendal 1998;
Calvino i in. 2003b; Bastidas i in. 2008]. Opo6znienie siewu o dwa, trzy tygodnie moze
jednak wigza¢ si¢ z ryzykiem niedostatecznej ilosci wody w okresie letnich upatow, czego
efektem sg nizsze plony [Kumagai i Takahashi 2020]. W przeprowadzonym w niniejszej
pracy doswiadczeniu, najmniejszg liczbg strgkéw zebrano z roslin wysiewanych pozniej niz w
maju. Ibrahim (2012) wykazat, ze gtlbwnym wyznacznikiem zmniejszenia plonu przy p6znym
wysiewie nasion jest mata liczba nasion w straku.

W analizie plonowania trzech odmian soi, roéznigcych si¢ wymaganiami co do
dlugosci sezonu wegetacyjnego, wzigto pod uwage wskaznik hydrotermiczny (HTC)
obliczony na podstawie miesi¢cznych temperatur i opadow atmosferycznych, wystgpujacych
w czasie wzrostu 1 rozwoju roslin. Warunki pogodowe w poszczegolnych miesigcach i latach
silnie zrdéznicowaly otrzymane plony badanych odmian. W przypadku odmiany ,,Petrina”

wysiewanej 4. maja 2018 roku uzyskano najnizsze plony nasion (brano pod uwagg liczbe
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nasion na ro$ling i ich mas¢) w poréwnaniu do tych parametrow uzyskanych z ro$lin
wysiewanych 21. maja tego roku. W tym terminie siewu uzyskano najlepsze plony dla tej
odmiany. Maj w tym roku, wedlug wskaznika Siclianinova (k=1,29) byl dos¢ suchy,
a poprzedzal go kwiecien bardzo suchy (k=0,31), co miatlo wyrazny wptyw na uzyskanie
gorszego plonu. Nasiona wysiewane w maju ,,miaty” zatem duzo gorszy start w porownaniu
do nasion wysiewanych w kwietniu.

W 2019 roku powtornie badano wptyw terminu siewu na trzy odmiany soi. W tym
roku kwiecien byl wilgotny, a maj skrajnie wilgotny. W przypadku wczesnego wysiewu 9.
kwietnia najlepiej plonowala pézna odmiana ,,Petrina” w poréwnaniu do wczesniejszych
»Abeliny” 1 ,,Merlina”. Wynik ten wskazuje, ze w przypadku nawet poéznych odmian,
najwazniejszym czynnikiem wpltywajacym na ich plonowanie jest ilos¢ opadow
W poczatkowym okresie kielkowania 1 wzrostu. W przypadku tych samych odmian, w tym
samym roku, siew majowy byt niekorzystny ze wzgledu na ulewne deszcze, a otrzymane
plony byly nizsze niz uzyskane z roslin wysiewanych w kwietniu. Nalezy jednak podkreslic,
ze omawiane warunki pogodowe wptywaly na roéznice w liczbie strgkéw, nasion i ich masy
przeliczanych na ro$ling, natomiast nie miaty wptywu na MTN.

W roku 2019 poréwnywano takze plonowanie ro$lin wysiewanych w tym samym
terminie tj. 9. kwietnia w kombinacji bez agrowlokniny i dodatkowo przykrywanych
agrowtokning. Agrowldkning stosuje si¢ powszechnie do uprawy roslin wczesnie sianych,
w celu zabezpieczenia ich przed ewentualnymi przymrozkami i przed nadmiernym
parowaniem wody z powierzchni gleby, jak réwniez przed nadmiernym zachwaszczeniem.
Ze wzgledu na korzystne warunki termiczno - wilgotnosciowe w kwietniu tego roku,
przykrywanie roslin agrowtokning nie wptyneto na wysokos¢ plonu, w porownaniu do roslin
rosngcych bez przykrycia. Przyktadowo, zastosowanie agrowtokniny wczesnie wysiewanej,
wrazliwej na niskg temperaturg, kukurydzy cukrowej (w kwietniu), ochronito ja przed
wczesnymi przymrozkami i przyspieszyto zbior kolb o osiem dni [Rosa 2013].

W 2019 roku rosliny wysiewane 29. sierpnia zatrzymaty si¢ w fazie siewki mimo, ze
zarowno temperatura, jak i dostepnos¢ wody byty dla soi optymalne w okresie kietkowania.
By¢ moze spadek temperatur we wrze$niu, mimo dostatecznej ilosci wody, byt sygnatem dla
roslin, ze nie zdaza ukonczy¢ calego okresu rozwojowego. Mozna by si¢ pokusi¢ zatem
0 wysuniecie hipotezy, ze oprocz temperatury i dostepnosci wody, dla rosliny istotna jest
takze zmiana dtugosci dnia, ktora w okresie wrzesniowym zaczyna si¢ zdecydowanie skracac.
Na wiosn¢ w czasie wzrostu ro$lin, dzien si¢ wydtuza, co roslina moze odbiera¢ jako sygnat

potencjalnie korzystnego okresu do dalszego wzrostu i rozwoju. W koncu lata nastgpuje
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stopniowe skracanie si¢ dtugosci dnia wraz z wigkszymi wahaniami temperatury, co dla soi,
jako ro$liny dnia krétkiego, moze by¢ sygnatem do przejscia w fazg generatywng. Roslina
jednak jeszcze nie uzyskala dostatecznego rozwoju wegetatywnego i nie zmagazynowata
wystarczajgcej iloSci asymilatow do procesu kwitnienia i zawigzywania nasion. O rozwoju
rosliny decyduje oczywiscie zespdt wszystkich czynnikéw §rodowiskowych, wystepujacych
w odpowiedniej fazie. Inicjacja kwitnienia zalezy gtéwnie od fotoperiodu, temperatury
i czynnikow stresowych. Rosling modelowg dnia dlugiego, na ktorej prowadzone byly
badania, dotyczace wptywu fotoperiodu na kwitnienie jest Arabidopsis thaliana, a dnia
krotkiego Oryza sativa [Cho i in. 2017]. Ekspresja genow kontrolujacych kwitnienie
regulowana jest takze przez wewnetrzny zegar biologiczny ,napedzany” czynnikami
indukujacymi o charakterze metabolicznym 1 fizycznym, gtownie $wiattem i dostgpnoscia
sktadnikow pokarmowych [Kopcewicz 2002]. Na przebieg embriogenezy i kwitnienia, oprocz
kontroli genetycznej, maja réwniez wptyw hormony roslinne i regulatory wzrostu, a w
szczegolnosci zalezno$¢ migdzy ich stgzeniami. W wytwarzaniu precikow i stupkow
zaangazowane sg auksyny, gibereliny, cytokininy, poliaminy, kwas abscysynowy, salicylowy
i jasmonowy. Bernier i in. [1993] argumentuja, ze na proces kwitnienia oprocz hormondéw
wplywaja takze cukry, glownie sacharoza w lisciach, ktore sa donorami sktadnikow
odzywczych do merystemu wierzchotkowego. Umburanas i in. [2019] podaja, ze skutki
pdznego siewu mozna czgsciowo zniwelowaé, zwigkszajac norm¢ wysiewu nasion. W §wietle
powyzszych rozwazan, stwierdzenie tych autorow wydaje si¢ dos¢ dyskusyjne.

W 2020 roku powtdérzono doswiadczenie przeprowadzone rok wczesniej, wysiewajac
nasiona w dwoch terminach: kwietniowym, czyli najbardziej popularnym w naszym kraju
oraz czerwcowym tzw. péznym. Srednie temperatury wystepujace od maja do wrzesnia byty
podobne do roku poprzedniego. Najlepsze plonowanie ro$lin wysiewanych w kwietniu

odnotowano w przypadku po6znej odmiany ,,Petrina”.

Wplyw szczepionek bakteryjnych na plonowanie soi

Jedng z najwazniejszych zalet roslin bobowatych jest wigzanie azotu atmosferycznego
z powietrza przez bakterie brodawkowe, ktore wchodzg w symbioze z rosling [Wisniewska,
2022]. Bakterie pobierajg azot atmosferyczny i redukujg go do formy amonowej, catkowicie
przyswajalnej przez ro$liny [Stasiak i in. 2016]. Korzystny wptyw bakterii na plonowanie

poprzez inokulowanie nasion szczepionkami bakteryjnymi obserwowali m.in. Jarecki
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I Bobrecka-Jamro  [2016].  Zastosowanie =~ w  produkcji  rolniczej  preparatow
mikrobiologicznych wplywa korzystnie na $rodowisko, np. przez zmniejszenie dawek
nawozow azotowych. Wigzanie azotu przez bakterie wspomaga rozw0j roslin na glebach
ubogich w ten pierwiastek, bez konieczno$ci statlego nawozenia [Kunert i in. 2016].
W uprawie soi wazng role odgrywa zroOwnowazone nawozenie azotem, poniewaz zbyt
intensywne dawkowanie tego sktadnika moze dziala¢ ograniczajagco na rozwoj brodawek lub
nawet catkowicie zahamowa¢ ich wzrost [Gai i in. 2017; Korsak-Adamowicz i in. 2007;
Kumar i in. 2013]. W ostatnich latach opracowano wicle biopreparatow zawierajgcych
zliofilizowane, wyselekcjonowane szczepy bakterii Ssymbiotycznych, ktore wchodzac
w uktady symbiotyczne z roslinami bobowatymi, pozwalaja na ograniczenie nawozenia
azotowego. Obecnie na rynku dostgpny jest szeroki asortyment preparatow
mikrobiologicznych na bazie bakterii brodawkowych.

W niniejszej pracy zastosowano szczepionki bakteryjne dedykowane dla soi
od roznych producentéw. Wszystkie szczepionki zawieraly szczep bakterii Bradyrhizobium
japonicum. Wedhlug producentow, rowniez ilos¢ bakterii byla w szczepionkach taka sama.
Zrbznicowanie polegato na nos$niku, w jakim zawieszono bakterie.

Wplyw szczepionek na plonowanie soi przeprowadzono w doswiadczeniu w kilku
wariantach. W pierwszym zastosowano trzy szczepionki: Nitraging Biofood, Nitraging IUNG
i Nitrazg, ktorymi inokulowano rosliny odmiany ,Petrina”. W doswiadczeniu tym
analizowano wplyw szczepionek na kinetyke fluorescencji chlorofilu a, parametry
plonowania, zawarto$¢ biatka w li§ciach, aktywnos¢ reduktazy azotanowej oraz udziat azotu
atmosferycznego asymilowanego przez bakterie w stosunku do azotu pobieranego z gleby.
Szczepionki mialy istotny, lecz specyficzny wplyw na wszystkie analizowane parametry
fluorescencji chlorofilu a. Dane literaturowe, dotyczace wptywu bakterii z rodzaju Rhizobium
na fotosynteze sg bardzo nieliczne. Z prezentowanych badan wynika, ze bakterie
Bradyrhizobium maja pozytywny wplyw na poszczegodlne parametry fluorescencji chlorofilu,
co moze mie¢ duze znaczenie w uzyskiwaniu wigkszych plonow. Asymilacja wolnego azotu
wymaga duzej ilodci energii, stad badania tego rodzaju moga mie¢ znaczenie dla rolnikéw
uprawiajacych rosliny z rodziny bobowatych [Tylman i Kowalczyk 2012]. W niniejszej
pracy, Nitragina Biofood istotnie zwigkszyla strumien energii transportowany poza
plastochinion (ETo/CSm). Energia ta zwigzana jest z kompleksem enzymatycznym
prowadzacym fotodysocjacj¢ wody. Proces ten dostarcza wigkszg czgs¢ protondw
wykorzystywanych do syntezy ATP w blonach tylakoidow chloroplastow. Nitragina Biofood
wplywata takze na maksymalng wydajno$¢ fotochemiczng PSII (Fv/Fm), a Nitragina IJUNG na
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wskaznik funkcjonowania PSIl (Pl). Uzyskane wyniki moga sugerowaé, ze te proste
I niecinwazyjne analizy sprawnos$ci aparatu fotosyntetycznego moga pomédc hodowcom
i rolnikom w wyborze szczepionki do inokulacji roslin strgczkowych.

Wszystkie trzy szczepionki istotnie zwigkszyly aktywnos$¢ reduktazy azotanowej
W porownaniu do ro$lin nieinokulowanych, niezaleznie od dostarczanego siarczanu
amonowego z izotopem ciezkiego azotu (**N). Jon azotanowy NOs pochodzacy z gleby jest
redukowany do NH4" dwuetapowo przez jon NO, . Reakcja ta jest katalizowana przez
roslinng reduktaze azotanowg EC 1.6.6.4. Wedlug wielu doniesien literaturowych, azotany
hamuja aktywnos$¢ nitrogenazy w brodawkach korzeniowych [za Lucinskim i in. 2002].
Przeciwny wynik uzyskali Silveira i in. [2001], ktérzy wykazali, ze w liSciach fasoli
zwyczajnej aktywno$¢ reduktazy azotanowej byla wyzsza niz w korzeniach 1 wzrastata pod
wpltywem zwickszenia dawki azotanéw w glebie. Efekt ten byl z kolei przeciwny do
obserwowanego przez tych samych autorow dla innego gatunku fasoli, a mianowicie
Phaseolus lunatus.

Wedlug doniesien literaturowych, zwigkszenie wigzania N> jest spowodowane
obecnoscia aktywnej reduktazy azotanowej EC 1.7.99.4 w bakterioidach [Lucinski i in. 2002].
Nalezy podkresli¢, ze w prezentowanej pracy analizowano aktywnos$¢ reduktazy azotanowe;j
w liSciach, a zatem oznaczana aktywno$¢ dotyczyta tylko reduktazy roslinnej. Uzyskany
W niniejszej rozprawie wynik jest zatem dos¢ interesujacy, bowiem wydawac by si¢ mogto,
ze zwigkszona ilo§¢ jonu amonowego, gromadzonego w wyniku asymilacji azotu
atmosferycznego przez bakterie, powinna hamowa¢ aktywno$¢ tego enzymu. W tym
doswiadczeniu nie nawozono ro$lin dodatkowo nawozami zawierajacymi azotany,
aczkolwiek analiza gleby, w ktorej uprawiano soj¢ wykazata obecno$¢ tych jonéw. Ponadto,
dostarczano dodatkowg ilo$¢ jonéw amonowych wraz z (**NHi)2SOs, co z pewnoscig
zwigkszato ich ilos¢ w korzeniach. A te powinny raczej hamowac proces redukcji azotanow
do tej formy azotu, bowiem jon amonowy jest represorem syntezy reduktazy azotanowej
[Gabrys 2002]. Nalezy zatem przyjac, ze aktywno$¢ tego enzymu moze by¢ regulowana
jeszcze przez inne czynniki endogenne.

W doswiadczeniu dotyczacym wptywu szczepionek od roéznych producentdw nie
wykazano zwickszone] zawartosci biatka ogdélnego w lisSciach odmiany ,Petrina”.
El i Elsheikh [1999] raportowali, ze pod wptywem inokulacji ciecierzycy trzema roznymi
szczepionkami Rhizobium istotnie wzr6st plon nasion i zawarto$§¢ biatka w nasionach.
Autorzy ci jednak nie oznaczali biatka w lisciach. Podobnie, Sara i in. [2013] podkreslili

wplyw inokulacji nasion bakteriami Rhizobium na wyzsza zawarto$¢ biatlek w nasionach
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fasoli. Akumulowanie biatka w nasionach jest juz etapem koncowym w transporcie pomiedzy
organami donorowymi a akceptorowymi i odbywa si¢ praktycznie przy bardzo stabej
aktywnos$ci bakterii symbiotycznych. Oznaczanie biatka w lisSciach przed rozpoczeciem
procesu wypetniania nasion jest widocznie nieadekwatne do koncowego efektu zawartosci
tych zwigzkoéw w nasionach.

Szczepionki od roéznych producentow specyficznie wplywaly na parametry
plonowania soi, przy czym najwickszy efekt obserwowano w przypadku Nitraginy Biofood
i Nitraginy IUNG, ktore zwigkszyly wysokos$¢ roslin i liczbe strgkow w poréwnaniu do roslin
kontrolnych. Podobny wynik otrzymat Sogut [2006], ktory po inokulacji bakteriami
Bradyrhizobium otrzymat wigksza sucha mase pedow i lisci, masg¢ nasion i zwigkszong

akumulacje azotu.

Udziat azotu atmosferycznego w stosunku do azotu pobieranego z gleby

W jednym z doswiadczen niniejszej rozprawy badano udzial zasymilowanego azotu
atmosferycznego w ogdlnym pobieraniu azotu przez soj¢. W tym celu do podtoza dodawano
izotop °N w postaci siarczanu amonowego — (**NHa)>SO4. Wykonano przy tym kilka analiz
wstepnych, w celu stwierdzenia, w jakim stopniu ci¢zki izotop azotu wptywa na procesy
zwigzane z przemiang jonow azotanowych w roslinie oraz plonowanie. Dodanie tego izotopu
do podloza zwigkszyto aktywno$¢ reduktazy azotanowej, zarowno u ro$lin kontrolnych
(nieinokulowanych), jak i po dodaniu szczepionki Nitraginy IUNG. W przypadku roslin
inokulowanych Nitrazg, dodanie cigzkiego azotu obnizyto aktywno$¢ tego enzymu
w porownaniu do aktywnosci obserwowanej w roslinach bez tego izotopu, aczkolwiek byla
ona na poziomie aktywnosci zarejestrowanej w przypadku roslin inokulowanych Nitraging
IUNG. Uzyskane wyniki nie wskazujg zatem na zaburzenie procesu redukcji azotanow pod
wplywem ciezkiego azotu. Dodatek tego izotopu do podtoza, w przypadku inokulacji nasion
Nitraging IUNG 1 Nitraza, zwigkszyl plon nasion i ich mas¢ w stosunku do plonu z roslin
inokulowanych, ale bez dodatku ®N. Oczywiscie, nie sam izotop wywotywat ten efekt, ale
dodanie jonéw amonowych, cho¢ ilo$¢ dodawanego Siarczanu amonu byta niewielka. Nalezy
tez podkresli¢, ze nie znaleziono danych literaturowych na temat wptywu ciezkiego azotu na
plonowanie ro$lin stragczkowych, jak tez na temat wplywu szczepionek bakteryjnych na
aktywno$¢ reduktazy azotanowe;.

Wszystkie szczepionki bakteryjne badane w doswiadczeniu zwigkszyty w lisciach
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procent azotu pobieranego z powietrza w stosunku do roslin nieinokulowanych. Z Kolei
analiza azotu w nasionach wykazala drastyczny spadek udzialu azotu asymilowanego
Z powietrza w stosunku do azotu pobieranego z gleby. Inokulacja Nitraging Biofood,
Nitraging IUNG i Nitrazg zwickszyla istotnie zawarto$¢ azotu atmosferycznego w nasionach
w stosunku do nasion roslin kontrolnych, nieinokulowanych. Wynik ten potwierdza fakt, ze
bakterie asymilujg azot atmosferyczny najintensywniej na poczatku kwitnienia [Gabrys 2002]
i niewielka ilo$¢ tego azotu trafia do nasion pod koniec wegetacji. Najwickszg efektywnosé
redukcji azotu atmosferycznego obserwuje si¢ w fazie kwitnienia, natomiast na poczatku
rozwoju roslin dziatalno$¢ bakterii jest ograniczona.

Roslina pobiera azot gldwnie z gleby, stad duze znaczenie ma odpowiednia zasobno$¢
gleby pod uprawe soi w ten pierwiastek. W polskich glebach przypadki wystepowania
bakterii brodawkowych sa nieliczne i1 stabo udokumentowane. Najczesciej wystepuja

w glebach, na ktorych wczesniej uprawiano juz rosliny straczkowe [Martyniuk 2012].

Lagodzenie negatywnych efektow zwigzanych ze stresem suszy

Rosliny uprawiane w warunkach polowych narazone s3 na wiele czynnikow
stresowych, wywotanych przez niekorzystne warunki pogodowe. Jednym z nich jest bardzo
niebezpieczny, zwlaszcza w fazie kietkowania, niedobor wody. Susza glebowa nastepuje
w wyniku braku opadéw atmosferycznych oraz intensywnej ewaporacji powodowanej
wysokimi temperaturami. Obecnie susza obniza w $wiecie plonowanie roslin uprawnych
nawet o 75% [Daryanto i in. 2016; Kim i in. 2019]. Od wielu lat pogarsza si¢ bilans wodny
w rolnictwie wielu krajow europejskich, w tym takze Polski. Wystepuja coraz czesciej
okresowe susze, ktore ograniczaja wschody, rozwdj roslin oraz plonowanie. Zaburzenie
gospodarki wodnej w roslinach wptywa na stabilno$¢ blony komorkowej, ktora stanowi

kryterium oceny tolerancji roslin na deficyt wody w glebie [Sacata 2007].

Biostymulatory

W ostatnich latach obserwuje si¢ nasilenie rowniez innych niekorzystnych zjawisk
klimatycznych np. przymrozki, gwaltowne burze, gradobicia czy ulewne deszcze. Zjawiska te

powoduja niejednokrotnie ogromne straty w plonach. Producenci rolni poszukuja zatem
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nowych rozwigzan, ktore zwigkszaja tolerancj¢ roslin na susze, wysokie temperatury,
przymrozki, zasolenie oraz ich regeneracje po ustapieniu stresu [Gawronska i Przybysz 2011].
Jednym z rozwigzan jest stosowanie preparatoéw nalezacych do tzw. biostymulatorow, ktore
W obecnym rolnictwie coraz czgSciej stanowig staly element produkcji wielu gatunkow
rolniczych w uprawie polowej [Kozak 2009; Kozak i in. 2016; Stowinski 2008]. Preparaty te
zawierajg substancje aktywne, ktore zwigkszaja plonowanie poprzez tagodzenie skutkow
stresu. Wiele publikacji przedstawia korzystne dziatanie biostymulatorow na plonowanie
ro$lin uprawnych [Gawronska i Przybysz 2011; Cacak-Pietrzak 2021].

ASAHI SL jest biostymulatorem wystepujacym rowniez pod innymi nazwami tj.
Atonik i Chaloperone. W jego sktad wchodza zwigzki fenolowe, ktore naturalnie wystepuja
w roslinach. Okres rozkladu tego preparatu jest szybki (okres pottrwania 1-7 godzin),
co powoduje, ze nie stanowi on niebezpieczenstwa pozostatosci tego biostymulatora zar6wno
w produktach rolniczych, jak i w srodowisku. Wielu autoré6w potwierdza, ze ASAHI SL ma
korzystny wptyw na wzrost, wielko$¢ oraz jakos¢ plonu roslin [Gulluoglu i in. 2006;
Ochmian i Grajkowski 2007; Cerny i in. 2008; Borowski i Blamowski 2009; Haroun
iin. 2011, Przybysz i in. 2014; Kocira i in. 2015c; Kocira i in. 2017a]. Zauwazono,
ze zastosowanie ASAHI SL w warunkach stresowych dla roslin ma dziatanie stymulujace, ale
jest uzaleznione nie tylko od gatunku ro$liny, ale rowniez od odmiany [Gulluoglu i in. 2006;
Harasimowicz-Herman i Borowska 2006; Haroun i in. 2011]. Ten biostymulator modyfikuje
cechy biometryczne, wydajno$¢ i jako$¢ plonu nasion, takze u Soi uprawnej.

W literaturze Swiatowej bardzo matlo jest doniesien na temat wptywu metanolu na
plonowanie roslin, jednakze ze wzgledu na doniesienia Behrouzyar i Yarnia (2017), a takze
wynikow uzyskanych przez Kalandyk [2016], zdecydowano si¢ na zastosowanie tego
zwigzku w prowadzonych doswiadczeniach na soi. Chociaz w 2019 odmiana ,,Petrina”
zareagowata zwigkszeniem plonowania pod wplywem metanolu, to w przypadku
doswiadczenia prowadzonego w 2020 r. obie odmiany ,,Abelina” i1 Merlin” wykazaty
obnizenie badanych parametrow plonu z wyjatkiem MTN. Niewykluczone, ze nalezatoby to
doswiadczenie powtorzy¢, ale stosujac mniejsze stgzenie metanolu, bowiem w wyzszych
stezeniach, wedlug Behrouzyar i Yarnia (2017) zwiazek ten moze wywotywaé toksyczny
efekt. Rozbieznos¢ wynikow uzyskanych dla tych trzech odmian mozna thumaczy¢
specyficzng reakcjg na ten stymulator.

Coraz powszechniej, badany pod katem korzystnego wplywu na rosliny w czasie
oddziatywania stresow S$rodowiskowych, jest rozpuszczalny krzem (Si). Zwigzek ten

powoduje zaimpregnowanie epidermy liscia, utwardzajac ja i chronigc przed uszkodzeniami
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mechanicznymi, a przez to zmniejszajac prawdopodobienistwo porazenia przez choroby
I szkodniki [Fauteuxi in. 2005; Robak 1 Ostrowska 2006; Sacata 2009]. Romero-Aranda i in.
[2006] wykazali, ze krzem zmniejsza skutki niedoboru wody oraz zwicksza wydajno$¢
fotosyntezy. Pilon i in. [2013] i Mehrabanjoubani i in. [2012] stwierdzili, ze krzem moze mie¢
korzystny wptyw na odzywianie roslin poprzez zwigkszenie absorpcji azotu, fosforu, potasu
I cynku. Wiele badan sprawdzito role krzemu w tagodzeniu skutkow stresow m.in. suszy.
Pierwiastek ten jest zaliczany do grupy pierwiastkow korzystnych tzw. beneficial element.
Wyniki badan dowodzg, ze krzem w warunkach stresu suszy moze zapobiega¢ degradacji
struktury 1 funkcji bton komoérkowych, a takze dziata jako regulator osmolitow [Sacata 2009].
Doswiadczenia polowe przeprowadzone w warunkach glebowych naszego kraju wskazuja na
korzystny wptyw dolistnej i doglebowej aplikacji krzemu na plonowanie pszenicy jarej
w warunkach umiarkowanej wilgotnosci gleby, jak i w suszy [Kowalska i in. 2020a, b;
Sienkiewicz-Cholewa 2021]. W pracach tych autorek udowodniono, ze krzem moze
odgrywac takze rolg w procesach antyoksydacyjnych.

Kolejng substancjg stymulujaca rozwodj roslin jest zearalenon (ZEN), nazywany
inaczej F2 toksyna, produkowana przez grzyby z rodzaju Fusarium. Wyniki szeregu badan
wykazaly, ze zearalenon ma réwniez charakter hormonalny i wpltywa na wzrost i rozwoj
réznych gatunkéw roslin [Biesaga-Koscielniak i1 Filek 2010; Dziurka i in. 2019]. Vinello
I Macri [1978] stwierdzili wzrost aktywnosci a-amylazy i B-glukozydazy w kietkujacych
nasionach kukurydzy pod wptywem ZEN. Z kolei Mirocha i in. [1968] obserwowali
stymulacje powstawania zawigzkow wegetatywnych pedow w tkankach kalusowych.
Stosowanie tego zwigzku jako substancji stymulujgcej wzbudzato kontrowersje spowodowane
obawami, czy wprowadzanie tej toksyny do srodowiska jest bezpieczne. Badania prowadzone
przez Biesage-Koscielniak i Filek [2010] oraz Dziurke i in. [2019] wykazaly, ze w stezeniach
charakterystycznych dla hormondéw, ZEN inicjuje proliferacj¢ tkanki kalusowej
I r6znicowanie komorek, a ponad to moze zastgpowaé dzialanie chlodu w procesie
wernalizacji. Zastosowanie tej toksyny w niskich stg¢zeniach nie zagraza zdrowiu zwierzat
I ludzi. Nawet najczulsze urzadzenia analityczne nie wykrywaja obecno$ci zearalenonu
W nasionach roélin traktowanych egzogennie bardzo niskimi st¢zeniami tego zwiazku
[Dziurka i in. 2019]. Mozna poréwnac efekt dzialania zearalenonu do gibereliny wiele lat
temu odkrytej, ktora pierwotnie byla traktowana jak toksyna, wydzielana przez grzyba
Giberella fujikuroi. Grzyb ten wywoluje u ryzu tzw. chorobg ,,szalonych siewek”. Obecnie
stosuje si¢ gibereling w ogrodnictwie i w rolnictwie do np. stymulowania kietkowania nasion,

likwidowania cechy kartowatosci czy uzyskiwania owocoéw bezpestkowych [Lewak 2002].
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W niniejszej pracy przeprowadzono doswiadczenie sprawdzajace dziatanie takich
biostymulatorow, jak: ASAHI SL, metanol, krzem czy zearalenon. Doswiadczenie poletkowe
zostalo prowadzone w dwoch nastepujgcych po sobie latach 2019 i 2020. W pierwszym roku
uprawiano odmianeg ,,Petrina” i uzyto wszystkich wymienionych biostymulatorow. Warunki
pogodowe w tym roku byly niekorzystne ze wzgledu na skrajnie suchy czerwiec oraz suchy
lipiec i sierpien. Wbrew oczekiwaniom wszystkie zastosowane substancje stymulujace,
Z wyjatkiem krzemu, obnizyly otrzymany plon. Krzem natomiast zwigkszyl mase tysigca
nasion w porownaniu do roslin kontrolnych 1 roslin opryskiwanych pozostatymi
stymulatorami.

Ze wzgledu na korzystne warunki pogodowe efekt biostymulatorow analizowano
gtownie pod katem zwigkszenia plonowania, a nie tagodzenia stresu. Obie odmiany
»Abelina” 1 , ,Merlin” reagowaly specyficznie na poszczegdlne stymulatory. Zwigkszenie
plonu obserwowano po zastosowaniu krzemu i zearalenonu u odmiany ,,Abelina”,
a w przypadku odmiany ,,Merlin” taki efekt wywotat tylko zearalenon. W badaniach Ptazek
iin. [2017] wykazano, ze cztery gatunki zbdz (pszenica twarda, pszenica zwyczajna,
kukurydza 1 sorgo) reagowaty specyficznie na dziatanie ZEN, stosowanego w celu tagodzenia
stresu solnego. Zwiazek ten czgéciej obnizal §wieza i suchg mase pedow 1 korzeni
w poréwnaniu do innych stymulatorow, cho¢ w niektérych przypadkach wywotywatl efekt
zmniejszenia skutkow tego stresu.

W dos$wiadczeniu prowadzonym w tym samym roku (2020) wykonano analize¢ profilu
hormonalnego w lisciach ro$lin soi ,,Abeliny” i ,,Merlina” w trzech terminach po aplikacji
metanolu, krzemu 1 zearalenonu. Zmiany hormonalne pod wplywem stymulatorow zachodzity
specyficznie dla kazdej odmiany. W przypadku obu odmian najwigkszy wplyw
zastosowanych stymulatorow obserwowano po pierwszym tygodniu po opryskach. Efekt
dziatania stymulatoréw na poziom hormonéw zdecydowanie zmniejszat si¢ po dwodch 1 trzech
tygodniach. Najwigkszy wzrost zawartosci kwasu abscysynowego 1 salicylowego u obu
badanych odmian obserwowano pod wplywem krzemu. Hormony te majg duze znaczenie
w reakcji odporno$ciowej roslin na stres suszy oraz na inne stresy abiotyczne [Handro i in.
1997; Li i in. 2000; MacRobbie 2000; Milborrow 2001; Zhou i in. 2005; Kaydan i in. 2007;
Ikegami i in. 2009; Khandelwal i in. 2010]. Uzyskane wyniki wskazujg na potencjalnie
pozytywne, tagodzace dzialanie krzemu na rosliny rosngce w stresie osmotycznym, co
potwierdza wczesniejsze wyniki uzyskane przez Sienkiewicz—Cholewy [2021]. Z Kolei
istotny wzrost zawartosci kwasu jasmonowego u obu odmian, pod wpltywem dziatania

metanolu wskazuje na toksyczny efekt tego alkoholu, co tlumaczyloby obserwowane
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obnizenie plonowania soi pod wptywem tego zwigzku. Kwas jasmonowy jest bowiem m.in.
hormonem stresu zranienia, a wzrost jego stezenia w tkankach moze §wiadczy¢ o naruszeniu
sciany komodrkowej i bton cytoplazmatycznych [Ruan i in. 2019].

Wplyw szczepionek
Plonowanie

Mozliwos$¢ tagodzenia skutkow suszy badano na trzech odmianach soi ,,Malaga”,
»Merlin” i ,,Petrina”. Nasiona inokulowano sze$cioma szczepionkami pochodzgcymi od
roznych producentow: HiStick® Soy, Nitragina-Biofood, Nitragina-lUNG, Nitroflora
Mycoflor, Rhizobium Bio-Gen. Susza spowodowata spadek plonowania przede wszystkim
uros$lin nieinokulowanych wszystkich badanych odmian. Zastosowanie szczepionek
zwigkszylo parametry plonowania zarowno w roslinach optymalnie nawadnianych, jak i
W suszy, przy czym, zazwyczaj ros$liny rosngce w stresie suszy plonowaly na podobnym
poziomie, co rosliny dobrze nawodnione. Mozna zatem przyjaé, ze wszystkie szczepionki
tagodzity skutki suszy, ale roznity si¢ efektem zwigkszania liczby stragkdw, nasion i ich masy
w poréwnaniu do roslin kontrolnych tj. nieinokulowanych. Najwigkszy wzrost plonowania
uzyskano po zastosowaniu Nitraginy Biofood i Nitraginy IUNG, a przede wszystkim rosliny
inokulowane tymi szczepionkami wytworzyly najwigksza liczbg brodawek. Ekspresje genow
NOD21, NIC1 i NORKDb, inicjujacych nodulacje badano w korzeniach tylko jednej odmiany
»Malaga”. Najwieksze zréznicowanie pomigdzy szczepionkami w indukcji ekspresji tych
genéw wykryto w przypadku genu NIC1. Najwicksza liczbe kopii transkryptow w stosunku
do kontroli tj. roslin nieinokulowanych, uzyskano dla tego genu pod wptywem szczepionki
HiStick® Soy. Analizujac jednak liczbe brodawek i elementy plonowania pod wplywem
roéznych szczepionek, nie znaleziono powigzania pomi¢dzy tymi parametrami a ekspresja tego
genu indukowang witasnie tg szczepionka. Nitragina Biofood i Nitragina IUNG, dajace
najlepsze efekty pod wzgledem plonowania i nodulacji, obnizaly wrecz ekspresj¢ nie tylko
genu NIC1, ale takze NOD21 i NORKDb. Ekspresja genu NIC1 byta silnie hamowana przez
szczepionki Nitragina IUNG i Nitragina Biofood a stymulowana gléwnie przez HiStick®
Soy. Wedlug Wang i in. [2020] Bradyrhizobium hamuje ekspresj¢ genu NIC1, uzyskane
wyniki moga zatem sugerowaé, ze w Nitraginie IUNG i Nitraginie Biofood bakterie
Bradyrhizobium byly bardziej aktywne niz w pozostatych zastosowanych szczepionkach, stad
silne hamowanie ekspresji badanych gendéw pod ich wpltywem. Bioragc pod uwage
doniesienia, ile genow jest zaangazowanych w caty proces nawigzywania kontaktu korzeni

z bakteriami i tworzenia brodawek [Tylman i Kowlaczyk 2012; De Mita i in. 2007], mozna
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przyjac, ze geny wybrane do analiz genetycznych w tej pracy, nie miaty wigkszego wptywu

na nodulacje i wysoko$¢ plonu wybranej odmiany ,,Malaga”.
Wydajnos¢ fotochemiczna

Lagodzacy efekt suszy na wydajno$¢ fotochemiczng aparatu fotochemicznego poprzez
inokulacje¢ szczepionkami zaobserwowano gtéwnie w przypadku odmiany ,,Malaga”.
Maksymalna wydajno$¢ fotochemiczna (Fv/Fm), strumien energii transportowanej poza
plastochinion (ETo/CSm) oraz wskaznik funkcjonowania PSII (PI) zwiekszyly si¢ istotnie
w warunkach suszy pod wplywem zastosowanych szczepionek, przy czym wartosci Fu/Fm
oraz ETo/CSm zwigkszyty si¢ pod wptywem Nitroflory Mycoflor, HiStick® Soy i Rhizobium
Bio-gen, natomiast wskaznik Pl zwigkszyt si¢ w suszy pod wptywem Nitroflory Mycoflor,
HiStick® Soy i Rhizobium Bio-Gen. Tak szerokiego pozytywnego wplywu szczepionek na
parametry fluorescencji nie obserwowano w przypadku pozostatych odmian, aczkolwiek
szczepionka Rhizobium Bio-Gen czgéciej zwickszata wartosci ETo/CSm 1 Pl u odmiany
»Merlin” i ,,Petrina” w porownaniu do innych szczepionek. Kibido i in. [2020] raportowali
tagodzenie stresu suszy u soi pod wplywem szczepionek z bakteriami Rhizobium sp. Bakterie
symbiotyczne poprawity co prawda nodulacje, ale nie mialy bezposredniego wpltywu
na poprawe¢ plonowania w tym stresie. Z kolei Hussain i in. [2014] obserwowali,
ze Rhizobium leguminosarum, Mesorhizobium ciceri i Rhizobium phaseoli poprawity wzrost,
dhugo$¢ korzeni, przyrost biomasy i tolerancje na susze siewek pszenicy.

Szczepionki wplywaly rowniez na aktywno$¢ reduktazy azotanowej zaréwno
w warunkach optymalnego nawadniania, jak i w suszy. Rowniez pod tym wzgledem, badane
odmiany reagowaly specyficznie na inokulacje réznymi szczepionkami. Najlepszy efekt
tagodzenia skutkéw suszy wykazata szczepionka HiStick® Soy, ale tylko dla odmiany
»Merlin”. Latrach i in. [2014] wykazali tagodzacy wptyw trzech szczepow Rhizobium
skutkow stresu w roslinach lucerny siewnej, rosnacych w zasolonej glebie, takze pod

wzgledem zwigkszenia wydajnosci fotochemicznej PSII.

Stres oksydacyjny

Przeprowadzone badania dotyczyty réwniez wptywu suszy 1 ewentualnie tagodzacego
wpltywu szczepionek na wystgpowanie stresu oksydacyjnego. Badano zaréwno stezenie

nadtlenku wodoru, jak i aktywnos$¢ takich enzymow antyoksydacyjnych, jak katalaza,
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peroksydaza niespecyficzna czy dysmutaza anionorodnika ponadtlenkowego. Susza
generalnie zwickszyta zawarto$¢ nadtlenku wodoru u odmiany ,Malaga” i1 ,,Petrina”,
natomiast w przypadku odmiany ,,Merlin” st¢zenie tego zwigzku w roslinach w suszy byto
istotnie mniejsze niz w roslinach optymalnie podlewanych. Zastosowane szczepionki
bakteryjne gléwnie zwickszyly stezenie nadtlenku wodoru w roslinach optymalnie
nawadnianych, a zwlaszcza u odmiany ,,Merlin”. Nie obserwowano natomiast istotnego
wplywu szczepionek na podniesienie zawartosci H2O, w warunkach suszy u odmiany
,Malaga” i ,,Merlin”, w poréwnaniu do roslin kontrolnych — nieinokulowanych. Efekt ten
natomiast byl widoczny u odmiany ,Petrina”. Wynik ten wskazuje na zrdéznicowang
tolerancj¢ badanych odmian na deficyt wody w glebie oraz zroznicowang reakcj¢ na dziatanie
szczepionek.

W literaturze znajduje si¢ wiele doniesien o wzro$cie produkcji reaktywnych form
tlenu w reakcji roslin na susze [Bowler i in. 1992; Foyer i in. 1994; Alscher i in. 1997,
Shigeoka i in. 2002]. Nadtlenek wodoru jest uwazany za czasteczke sygnalowa kontrolujaca
wiele reakcji odpornosciowych na stresy biotyczne i abiotyczne [Nazir i in. 2020].
W przypadku stresu suszy jego dziatanie moze by¢ pozytywne w reakcji zamykania aparatow
szparkowych, co ogranicza transpiracj¢ [Ishibashi i1 in. 2011]. Autorzy ci badali pozytywny
wplyw tagodzenia stresu suszy przez nadtlenek wodoru podawany egzogennie na liscie soi
uprawnej. W prezentowanej rozprawie nie znaleziono jednak korelacji pomiedzy stezeniem
nadtlenku wodoru w lisciach w warunkach suszy a zmianami w $wiezej 1 suchej masie roslin.

Wzrost stezenia nadtlenku wodoru pocigga zazwyczaj za sobg wzrost aktywnos$ci
enzymow antyoksydacyjnych, gtownie peroksydazy i katalazy [Mittler 2002; Vranova
i in. 2002; Pandhair i Eskhon 2006; Ahmad i in. 2008]. Podobnie, jak w przypadku reduktazy
azotanowej, odmiany soi reagowaly specyficznie na wptyw suszy niezaleznie od stosowanych
szczepionek. Aktywnos¢ katalazy byta podobna we wszystkich trzech odmianach soi. Pod
wplywem suszy zarowno w roslinach kontrolnych tj. nieinokulowanych, jak i traktowanych
szczepionkami, odnotowano spadek aktywnosci tego enzymu. Wyjatkiem byly rosliny
odmiany ,,Petrina” inokulowane szczepionka Rhizobium Bio-Gen, w ktérych obserwowano
wzrost aktywnosci katalazy. W pozostatych roslinach tej odmiany inokulowanych innymi
szczepionkami, z wyjatkiem Nitraginy Biofood, aktywnos$¢ tego enzymu w suszy byta
drastycznie nizsza. Mialo to duze znaczenie na obserwowane wigksze stezenie nadtlenku
wodoru w warunkach suszy wtasnie u tej odmiany. Podobny efekt pod wplywem tego stresu
obserwowali w ros$linach soi Shoukun i in. [2019]. Takacs i in. [2018] odnotowali wzrost

aktywno$ci katalazy pod wptywem bakterii Bradyrhizobium japonicum dodawanych
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bezposrednio do brodawek w warunkach suszy. Podobne wyniki uzyskali Hussain
I in. [2014], ktorzy obserwowali wigkszg aktywnos$¢ katalazy indukowanej przez rizobia.
Aktywno$¢ peroksydazy niespecyficznej byta duzo nizsza w warunkach suszy i nie
znaleziono korelacji pomigdzy aktywnos$cig tego enzymu a stezeniem nadtlenku wodoru.
Réwniez nie znaleziono istotnego wpltywu poszczegdlnych szczepionek na aktywnosé
peroksydazy. W roslinach nieinokulowanych, pod wptywem suszy aktywno$¢ peroksydazy
niespecyficznej wzrosta tylko u jednej odmiany ,,Malaga”. Wynik ten réwniez potwierdza
zroznicowang reakcje poszczegdlnych odmian soi na stres suszy. Takacs 1 in. [2018]
wykazali wzrost aktywnos$ci POX pod wplywem suszy w ro$linach soi r6znych odmian.
Autorzy ci nie badali jednak wptywu bakterii Rhizobium na aktywnos$¢ tego enzymu.
Aktywnos¢ dysmutazy anionorodnika ponadtlenkowego zalezata od zastosowanej
szczepionki oraz suszy. Wzrost aktywnosci SOD w ros$linach optymalnie nawadnianych
wzrastata glownie pod wptywem szczepionki HiStick® Soy, Nitroflora IUNG i Nitroflora
Mycoflor. Susza najsilniej obnizata aktywnos$¢ tego enzymu w roslinach odmiany ,,Malaga”
I ,,Petrina”. Rowniez w przypadku SOD wida¢ wyrazne rdznice w reakcji badanych odmian
na stres suszy i inokulacje. Podobne wyniki zaobserwowano w badaniach prowadzonych na
ro$linach soi, w ktorych dluzsza susza powodowata spadek aktywnosci SOD w tkankach
badanych roslin [Shoukun i in. 2019]. Wyniki wskazuja, ze zardwno susza, jak i bakterie
wywotuja w roslinach soi silny stres oksydacyjny. Indukcja stresu oksydacyjnego pod
wpltywem suszy jest szeroko udokumentowana w literaturze naukowej [Moran i in. 1994;
Hasanuzzaman i in. 2013; Hussain i in. 2019]. Infekcja korzeni roslin straczkowych przez
bakterie Rhizobium sp. traktowana jest przez rosling na poczatku wnikania nici infekcyjnej
w glab tkanki jak infekcja patogenami chorobotwdrczymi [Bhattacharya i in. 2010]. W reakcji
na t¢ infekcje roslina produkuje RFT, jak tez moze dochodzi¢ do zwigkszonej aktywnosci

enzymoOw antyoksydacyjnych [Husain i in. 2014].

Biomasa i relatywna zawartos¢ wody (RWC)

O ile w ro$linach poddanych suszy $wieza masa istotnie zmniejszata si¢ u wszystkich
badanych odmian soi, o tyle nie stwierdzono u nich istotnego spadku suchej masy. Zmiany
W $wieze] masie roslin istotnie korelowaly ze zmianami wskaznika RWC, ktory w warunkach
suszy u wszystkich badanych odmian istotnie si¢ zmniejszyt. Ishibashi i in. [2011]

obserwowali w suszy wigksza zawarto§¢ wody w tkankach soi pod wptywem egzogennie
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podawanego nadtlenku wodoru, co byto zwigzane z przymykaniem aparatow szparkowych.
Chowdhury i in. [2017] uznali RWC za parametr wielkosci stresu suszy u roslin soi.
W prezentowanych badaniach nie znaleziono jednak =zaleznosci pomiedzy st¢zeniem
nadtlenku wodoru a RWC. W przypadku wszystkich trzech badanych odmian w niniejszej
pracy parametr ten nie réznicowal stopnia tolerancji na susze, jak réwniez zastosowane
szczepionki nie miaty wptywu na stopien uwodnienia tkanek soi. Wynik ten jest odmienny
od uzyskanego przez Aliasgharzad i in. [2006], ktorzy obserwowali wickszg wartos¢ RWC

w roslinach soi infekowanej przez B. japonicum rosngcych suszy.

Dyskryminacja wegla **C

W prezentowanej pracy analizowano takze wpltyw suszy na reutylizaje dwutlenku
wegla w obrebie tkanek soi metoda oceny dyskryminacji wegla 3C w stosunku do wegla *2C.
Wskaznik ten mozna uzna¢ za wskaznik natgzenia stresu suszy oraz wplyw stopnia
przymykania aparatow szparkowych na oddalone skutki niedoboru wody w roslinie.
Zaobserwowano, ze warto$¢ wskaznika dyskryminacji izotopu *C pod wptywem suszy
wzrastata we wszystkich trzech badanych organach: lisciach, strgkach i nasionach.
W ro§linach w fazie kwitnienia i zawigzywania strgkdw, W okresie suszy, wigksza ilosé¢
sktadnikéw zapasowych w nasionach powstaje w warunkach przymknigtych szparek
w lisciach. Najwigksza wartos$¢ tego wskaznika odnotowano w liSciach, a mniejszg w strgkach
oraz nasionach. Jest to efektem intensywniejszego ,recyklingu” wewnatrztkankowego
dwutlenku wegla, zawierajacego izotop °C, i jego ponowng asymilacje w organach
oddalonych od lisci. Efekt ten jest widoczny zarowno w lisciach, jak 1 w strgkach, a nawet
W nasionach, jako zmniejszenie stopnia dyskryminacji izotopu wegla *C. Oznacza to, Ze
stopien dyskryminacji wegla *C zalezy wprawdzie w decydujacym stopniu od aktywnosci
RuBisCo, ale takze od stopnia rozwarcia aparatdow szparkowych i od wentylacji (wymiany
gazowej) organow oddalonych od lisci (fodyga, stragki, nasiona). W badaniach Kalandyk
[2016] obserwowano, jak rézne gatunki roslin strgczkowych reaguja na susze i stwierdzono,
ze zarowno poszczeg6lne gatunki, jak i odmiany reagowaty na susze glebowa zwigkszeniem
wartosci wspotczynnika dyskryminacji izotopu wegla 3C. Réznice te spowodowane byty
odmienng budowg anatomiczng poszczegolnych gatunkéw roslin straczkowych, np. soja ma
liScie 1 todygi grube i silnie owlosione, natomiast groch ma te organy duzo ciensze. Grubos¢
epidermy i wloski ograniczajg transpiracj¢, co ma duze znaczenie dla uwodnienia tkanek

[Kacperska 2002].
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Asymilacja wolnego azotu

W badaniach dotyczacych wptywu suszy na plonowanie roslin soi zastosowano takze
analiz¢ w tkankach soi izotopu ciezkiego azotu, pobieranego z gleby. Poboér pierwiastkow
z gleby odbywa si¢ ze strumieniem transpiracyjnym. W stresie suszy nastepuje przymkniecie
aparatow szparkowych, co ma decydujacy wplyw na intensywno$¢ transpiracji i pobor
pierwiastkow. Analiza procentowego udziatu azotu pochodzacego z biologicznego wigzania
(przez bakterie symbiotyczne) wykazata, ze susza miala istotny wplyw na zwigkszenie
udzialu azotu atmosferycznego zaréwno w lisciach, jak i w nasionach, w stosunku do azotu
pobranego z gleby. Interesujacym wynikiem jest, ze w suszy, azotu zasymilowanego przez
bakterie w strgkach byto istotnie mniej niz w roslinach kontrolnych — optymalnie
nawadnianych. Wynik ten mozna ttumaczy¢ dystrybucja asymilatéw w okresie zawigzywania
nasion. Asymilacja azotu atmosferycznego przez bakterie brodawkowe odbywa si¢ najsilniej
w okresie kwitnienia i ten azot jest wbudowywany w mas¢ rosliny. Asymilacja Nz jest
zdecydowanie mniejsza w czasie powstawania strgkOw 1 nasion, stad tez do nasion
transportowane sg asymilaty powstale w pdzniejszym okresie, przy duzo stabszej aktywnosci

bakterii brodawkowych [Gabrys 2002].
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8. Whnioski

Pozne odmiany soi uprawnej mozna stosowa¢ W kwietniowych terminach siewu, co
nie zmniejsza koncowego plonu MTN. Takze w przypadku poéznych odmian soi,
najwazniejszym czynnikiem wplywajacym na ich plonowanie jest ilos¢ opadow
W poczatkowym okresie kielkowania i wzrostu. Oprocz temperatury i dostepnosci
wody, dla rosliny istotna jest takze zmiana dlugosci dnia, ktéra przy péznym siewie
sierpniowym zaczyna si¢ zdecydowanie skraca¢, co hamuje wzrost roslin. Na wiosng,
W czasie wzrostu roslin dzien si¢ wydluza, co roslina moze odbiera¢ jako sygnat
potencjalnie korzystnego okresu do dalszego wzrostu i rozwoju. Ze wzgledu
na wigksze plonowanie nasion, odmiana ,,Petrina” jest warta polecenia do uprawy we

wczesniejszych terminach siewu.

Bakterie brodawkowe Bradyrhizobium japonicum majg istotny wplyw na
poszczegodlne parametry fluorescencji chlorofilu, gtownie odzwierciedlajace przeptyw
energii w fotosystemie I, co ma duze znaczenie w uzyskiwaniu wigkszych plonow.
Wptyw szczepionek od réznych producentéw na plonowanie soi jest specyficzny, przy
czym najwigkszy wplyw ma Nitragina Biofood i Nitragina IUNG, ktore zwigkszaja
wysokos$¢ roslin i liczbe stragkow w poréwnaniu do ro$lin nieinokulowanych. Analiza
kinetyki fluorscencji chlorofilu a moze by¢ przydatnym narzedziem w wyborze

szczepionek bakteryjnych stosowanych w uprawie roslin straczkowych.

Aktywno$¢ reduktazy azotanowej w liciach soi uprawnej wzrasta pod wpltywem
wszystkich zastosowanych szczepionek bakteryjnych. Zwickszona ilo$¢ jonu
amonowego, gromadzonego w wyniku asymilacji azotu atmosferycznego przez
bakterie, nie hamuje aktywnosci tego enzymu. Biorac pod uwage, Zze jon amonowy
dziata represyjnie na aktywno$¢ reduktazy azotanowej, nalezy sadzi¢, Ze jest ona

regulowana takze przez inne czynniki endogenne.

Wszystkie badane szczepionki bakteryjne wykorzystane w do$wiadczeniu zwigkszaja
w lisciach procent azotu asymilowanego z powietrza W stosunku do azotu pobranego
z gleby przez korzenie. Udzial azotu pobranego z powietrza w catkowitej puli tego

pierwiastka jest duzo mniejszy w nasionach niz w liSciach soi uprawne;.
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. Krzem zwigksza masg tysigca nasion SOi w porownaniu do ro$lin kontrolnych i roslin

opryskiwanych pozostalymi stymulatorami.

. Najwiekszy wptyw biostymulatorow na profil hormonalny w lisciach soi ujawnia si¢

po pierwszym tygodniu po opryskach. Efekt ten slabnie z kazdym kolejnym
tygodniem. Najwickszy wzrost zawarto$ci kwasu abscysynowego i salicylowego
nastepuje pod wptywem krzemu, co wskazuje na potencjalnie pozytywne, tagodzace
dziatanie krzemu na rosliny rosngce w stresie osmotycznym. Wzrost zawartos$ci kwasu
jasmonowego pod wplywem metanolu skutkuje obnizeniem plonowania, sugerujac

toksyczne dziatanie tego alkoholu na ros§liny w zastosowanym stezeniu (12%).

Susza powoduje spadek plonowania w roslinach nieinokulowanych szczepionkami
bakteryjnymi wszystkich badanych odmian. Zastosowanie szczepionek zwigksza
istotnie plon roslin zar6wno optymalnie nawadnianych, jak i uprawianych warunkach

suszy. Szczepionki tagodza efekt stresu suszy w roslinach soi uprawnej.

Szczepionki Nitragina Biofood i Nitragina IUNG stymuluja powstawanie najwigkszej
liczby brodawek korzeniowych. Najwigkszej ekspresji posréd badanych genow
nodulacji u odmiany ,, Malaga” ulega gen NIC1 pod wplywem szczepionki HiStick®
Soy. Szczepionki Nitragina Biofood i Nitragina IUNG najsilniej zwigkszaja nodulacje
i plonowanie, ale najsilniej obnizaja ekspresje genu NIC1, NOD21 i NORKD.
W swietle doniesien literaturowych, ze bakterie Bradyrhyzobium obnizaja ekspresje
genu NIC1, nalezy przypuszczaé, ze aktywnos¢ tych bakterii jest wigksza
w szczepionkach Nitragina Biofood i Nitragina IUNG niz w szczepionce HiStick®

Soy.

. Susza oraz inokulacja szczepionkami Bradyrhizobium wywotuje stres oksydacyjny

W roslinach soi uprawnej. Badane odmiany soi wykazuja zrd6znicowang tolerancje na
susze. Petrina jest najbardziej odporng odmiang soi na susz¢ pod wzgledem
wigkszos$ci parametréw plonowania. Zastanawiajacym wynikiem jednak jest, ze MTN
u tej odmiany byla istotnie nizsza niz u pozostalych badanych odmian. Najwieksza

MTN wykazuje w warunkach suszy odmiana ,,Malaga”.
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10.Dyskryminacja izotopu ¥C pod wplywem suszy wzrasta w lisciach, strakach
I nasionach. Najwicksza dyskryminacja wystepuje w liciach, a mniejsza w strgkach
oraz nasionach. Jest to efektem intensywniejszego ,,recyklingu” wewnatrztkankowego
dwutlenku wegla, zawierajacego izotop *C. Stopien dyskryminacji wegla *C zalezy
W decydujagcym stopniu od aktywnos$ci enzymu RuBisCo, oraz od stopnia rozwarcia

aparatow szparkowych i wentylacji (wymiany gazowej) organow oddalonych od lisci.

11.Susza zwieksza udziat azotu atmosferycznego zard6wno w lisciach, jak 1 w nasionach
w stosunku do azotu pobranego z gleby, co jest zwigzane ze zmniejszonym strumieniem
transpiracyjnym przy bardziej przymknietych aparatach szparkowych. Udziat azotu
atmosferycznego w nasionach jest mniejszy niz w lisciach, co jest spowodowane
mniejszg aktywno$cig bakterii asymilujgcymi azot w okresie wypelniania nasion

W poréwnaniu do pierwszych stadiow rozwojowych roslin.
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9. Streszczenie

Soja zwyczajna (Glycine max L.) jest cenng rosling z rodziny Fabaceae ze wzgledu na
duza zawarto$¢ biatka oraz zbalansowany sktad aminokwasow. Nasiona sg wykorzystywane
w przemysle spozywczym, a sruta do produkcji pasz. Ze wzgledu na okresowe przymrozki,
coraz czgstsze susze oraz krotki okres wegetacji w stosunku do wymagan tego gatunku,
krajowa uprawa soi nie pokrywa zapotrzebowania na ten produkt. Kazdy region rolniczy
charakteryzujacy si¢ specyficznym mikroklimatem, wymaga stosowania odmian soi
0 wigkszej tolerancji na stresy srodowiskowe, a zwlaszcza na niskg temperaturg i susze.

Celem niniejszej rozprawy bylo sprawdzenie, czy w obliczu zachodzgcych zmian
klimatycznych jest mozliwa uprawa S$rednio-p6znych i pdéznych odmian soi w warunkach
polskiego klimatu. W pracy podjeto tez temat wykorzystania biostymulatorow w celu
zwigkszenia plonowania soi. Badano rowniez wplyw szczepionek Bradyrhizobium japonicum
od roéznych producentow, na rosliny pod wzgledem wigzania wolnego azotu, plonowania,
a takze tagodzenia stresu suszy. W warunkach suszy badano stopien dyskryminacji wegla *C
w celu sprawdzenia nasilenia recyklingu dwutlenku weggla w procesie fotosyntezy,
pochodzacego z oddychania. Ponadto, przeprowadzono analiz¢ ekspresji genéw nodulacji:
NIC1, NOD21 i NORKb pod wplywem szczepionek.

Badania przeprowadzono w ramach czterech do$wiadczen w latach 2018—2020.
Rosliny uprawiano na poletkach do§wiadczalnych lub w wazonach w warunkach otwartego
tunelu foliowego. W do$wiadczeniu sprawdzajacym, jak termin siewu wptywa na plonowanie
odmian bardzo wczesnych (,,Merlin”), §rednio-wczesnych (”Abelina”), péznych (,,Malaga”) i
bardzo pdznej (,,Petrina”) soi, stosowano wysiew nasion od 9. kwietnia do 29. sierpnia.
Analiz¢ wynikow tego doswiadczenia oparto na wspolczynniku hydrotermicznym
Sielianinowa wyliczanego na podstawie miesi¢gcznej sumy opadow i temperatur dla kazdego
okresu wegetacyjnego. Ze wzgledu na wieksze plonowanie nasion bardzo pdzna odmiana
,Petrina” okazata si¢ warta polecenia do uprawy we wczesniejszych (kwietniowych)
terminach siewu.

W doswiadczeniach zastosowano nastepujace szczepionki zawierajace B. japonicum:
Nitraging IUNG, Nitragine Biofood, Nitraze, Rhizobium Bio-Gen i HiStick® Soy. Wszystkie
szczepionki zwigkszaty plonowanie nasion soi, przy czym najwiekszy efekt obserwowano po
inokulacji Nitraging IUNG 1 Nitraging Biofood. Wyzsze plonowanie roslin bylo mozliwe
migdzy innymi poprzez zwigkszenie udziatu azotu atmosferycznego asymilowanego przez

bakterie w stosunku do azotu pobieranego przez korzenie. W tym eksperymencie
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zastosowano izotop °N. W doswiadczeniu badajacym wplyw suszy na plonowanie odmian
»Malaga”, , Merlin” i ,,Petrina” wykazano efekt tagodzenia skutkow suszy przez wszystkie
zastosowane szczepionki. Wpltyw szczepionek od réznych producentdow na plonowanie soi
byl specyficzny, ale najwickszy wptyw mialy Nitragina Biofood i Nitragina IUNG.
Aktywnos$¢ reduktazy azotanowej w liSciach soi uprawnej wzrastala pod wplywem
wszystkich zastosowanych szczepionek bakteryjnych. W lisciach i nasionach, szczepionki
zwigkszyly udzial azotu asymilowanego z powietrza w stosunku do azotu pobranego z gleby,
jednakze udziat azotu pobranego z powietrza w nasionach byt duzo mniejszy niz w lisciach.

W badaniach dotyczacych wptywu biostymulatorow na plonowanie soi wykorzystano
komercyjny preparat ASAHI SL, zearalenon (zwigzek o charakterze hormonalnym
produkowany przez grzyby z rodzaju Fusarium), metanol i krzem. Jedynie krzem zwigkszyt
mas¢ tysigca nasion w poréwnaniu do roslin kontrolnych. Najsilniejszy wpltyw
biostymulatoréw na profil hormonalny w lisciach soi ujawnit si¢ po pierwszym tygodniu po
oprysku. Najwickszy wzrost zawartosci kwasu abscysynowego i salicylowego nastgpit pod
wptywem krzemu, co wskazuje na jego potencjalne dzialanie tagodzace na ro$liny rosngce
W stresie. Susza obnizyla istotnie plonowanie roslin wszystkich badanych odmian
nieinokulowanych szczepionkami bakteryjnymi. Szczepionki ztagodzity efekt stresu suszy,
zwigkszajac plon do poziomu plonowania uzyskanego w roslinach optymalnie nawadnianych.
W suszy we wszystkich badanych organach wskaznik dyskryminacji *C wzrastat, tj. byto
mniej tego izotopu niz w tkankach ro§lin optymalnie nawadnianych, co wskazywato
na wigkszy stopien przymykania szparek. Najwicksza dyskryminacja 3C wystepowata
w liSciach, a mniejsza w strgkach i1 nasionach. Byl to efekt intensywniejszego ,,recyklingu”
wewnatrztkankowego dwutlenku wegla, zawierajacego izotop *3C i jego ponowng asymilacje
w organach oddalonych od lisci. W suszy stwierdzono réwniez istotne zwigkszenie udzialu
azotu pobieranego przez bakterie Bradyrhizobium w lisciach oraz w nasionach, co wigzalo si¢
ze zmniejszonym strumieniem transpiracyjnym przy bardziej przymknigtych aparatach
szparkowych.

Najwigkszej ekspresji sposrod badanych gendéw nodulacji u odmiany ,,Malaga” ulegt
gen NIC1 pod wplywem szczepionki HiStick® Soy. Nitragina Biofood i Nitragina IUNG
najsilniej zwigkszyty liczbe brodawek korzeniowych i1 plonowanie, jednoczesnie obnizajac
ekspresje trzech gendéw badanych genow. Bioragc pod uwageg, ze bakterie z rodzaju
Bradyrhyzobium dziataja hamujaco na ekspresje genu NICL, nalezy przyjac, ze aktywnos¢

bakterii w tych dwoch szczepionkach byta wieksza niz w szczepionce HiStick® Soy.
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10. Abstract

Soybean (Glycine max L.) is a valuable plant from the Fabaceae family. It contains
high protein and balanced composition of amino acids. The seeds of soybean are used in the
food industry and in the production of fodder. Due to periodic ground frosts, more frequent
droughts and a short growing season in relation to the requirements of this species, in Poland
soybean cultivation is insufficient for the demand for this product. Each agricultural region,
characterized by a specific microclimate, requires the use of soybean cultivars which are more
tolerant to environmental stresses, especially to low temperature and drought.

The aim of this dissertation was to check whether, in the face of the ongoing climate
changes, it is possible to cultivate medium-late and late soybean cultivars under Polish
climate conditions. The effect of biostimulators on increasing soybean yield and tolerance to
periodic drought was also estimated. The effect of Bradyrhizobium japonicum inoculants
from various producers on plants in terms of fixation of free nitrogen, yielding and drought
stress alleviation was also investigated. Under drought conditions, the 3C discrimination was
evaluated to check the increase in the recycling of carbon dioxide produced by respiration
photosynthesis process. Moreover, an analysis of the expression of nodulation genes: NIC1,
NOD21 and NORKb under the influence of inoculants was performed.

The research was carried out as part of four experiments in the years 2018 — 2020. Plants were
grown in the experimental plots or in the pots under an open foil tunnel conditions. In the
experiment checking effect of the sowing date on the yielding of very early ("Merlin™),
medium-early ("Abelina"), late ("Malaga™) and very late ("Petrina™) soybean cultivars, seeds
were sown from the 9" April to the 29" August. The results of this experiment were analysed
using the Sielianinow hydrothermal coefficient calculated on the basis of the monthly sum
of precipitation and temperatures for each growing season. Due to the higher yielding
of seeds, the very late cv. "Petrina” was to be recommended for cultivation in the earlier
(April) sowing dates. In the experiments the following inoculants containing B. japonicum
were used: Nitragina IUNG, Nitragina Biofood, Nitraza, Rhizobium Bio-Gen and HiStick®
Soy. All inoculants increased the soybean seed yield, with the greatest effect obtained by
Nitragina IUNG and Nitragina Biofood. Higher yield of plants was possible, i.a. by increasing
ratio of atmospheric nitrogen assimilated by bacteria in relation to nitrogen taken up by the
roots. The N isotope was used in this experiment. The effect of drought on the yielding
of the cultivars "Malaga", "Merlin" and "Petrina”, as well as drought mitigation by all the

inoculants used was demonstrated. The impact of bacteria from different producers
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on soybean yielding was specific, but Nitragina Biofood and Nitragina IUNG had the greatest
influence. The activity of nitrate reductase in soybean leaves increased under the influence of
all applied bacterial inoculants. In the leaves and seeds, the bacteria increased the ratio of
nitrogen absorbed from the air in relation to nitrogen taken up by the roots, however, the
amount of nitrogen absorbed from the air was much lower in the seeds than in the leaves.

In the studies on the influence of biostimulants on soybean yielding, the commercial

compound ASAHI SL, zearalenone (a hormonal compound produced by Fusarium fungi),
methanol and silicon were applied. Only silicon increased the mass of a thousand seeds
compared to that of the control plants. The strongest impact of biostimulants on the hormonal
profile in the soybean leaves was revealed after the first week after spraying. The greatest
increase in abscisic and salicylic acid content occurred under the treatment silicon, which
indicates its potential mitigating effect on plants growing under stress. The drought
significantly reduced the yield of plants of all studied cultivars not inoculated with bacteria.
The inoculants abolished the effect of drought stress, increasing the yield to the level of yield
obtained from optimally irrigated plants. In drought, the *C discrimination index increased in
all the examined organs, i.e. there was less amount of this isotope than in the tissues of
optimally irrigated plants, which indicated a greater degree of stomata closing. The greatest
discrimination was in the leaves and it was less in the pods and seeds. It was the result of
more intensive "recycling” of intra-tissue carbon dioxide containing the **C isotope and its
reassimilation in organs distant from the leaves. Under drought stress, there was also
a significant greater participation of nitrogen taken up by Bradyrhizobium bacteria in the
leaves and seeds was determinated, which was associated with a reduced transpiration flux by
more closed stomata.
The NIC1 gene under the HiStick® Soy inoculant was most expressed among the nodulation
genes studied in the "Malaga" cultivar. Nitragina Biofood and Nitragina IUNG increased the
number of root nodules and yield the most, but they reduced the expression of three studied
genes. Taking into account that Bradyrhyzobium inhibits the expression of the NIC1 gene,
it should be assumed that the activity of the bacteria in these two inoculants was greater than
in the HiStick® Soy one.
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