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1. Imig i nazwisko

Anna Siczek

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich
uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej

11.12.2009  stopien doktora nauk rolniczych w zakresie agronomii — agrofizyki, Instytut
Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk w Lublinie

Tytul rozprawy doktorskiej ,,Wpltyw gestosci gleby i scidtkowania na wzrost
systemu korzeniowego i czesci nadziemnych soi”, promotor prof. dr hab.
Jerzy Lipiec

16.07.2003  tytul magistra biotechnologii, Uniwersytet Marii Curie-Sklodowskiej w
Lublinie, Wydzial Biologii 1 Nauk o Ziemi

Tytut pracy magisterskiej ,Identyfikacja genu pssL  Rhizobium
leguminosarum bv. trifolii TA1 i opracowanie modelu topologicznego biatka
PssL”, promotor prof. dr hab. Anna Skorupska

27.06.2001 tytul licencjata biotechnologii, Uniwersytet Marii Curie-Sklodowskiej w
Lublinie, Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi (wyrdznienie)

Tytut pracy licencjackiej ,,Roéliny transgeniczne”, promotor prof. dr hab.
Anna Skorupska

5.06.1998 dyplom analityka medycznego, Medyczne Studium Zawodowe im.
Stanistawa Liebharta w Lublinie (wyr6znienie)

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych
1.02.2010-obecnie Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego Polskiej Akademii

Nauk w Lublinie, Zaktad Badan Systemu Gleba-Roslina, adiunkt

Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego Polskiej Akademii

15.12.2009-31.01.2010 Nauk w Lublinie, Zaktad Badan Systemu Gleba-Roslina, biotechnolog
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4. Wskazanie osiggni¢cia* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.

U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311).

* w przypadku, gdy osiagni¢gciem tym jest praca/ prace wspdlne, nalezy przedstawic
os$wiadczenia wszystkich jej wspotautorow, okreslajace indywidualny wklad kazdego z nich

W jej powstanie.

a) tytul osiagnig¢cia naukowego:

Cykl publikacji powigzanych tematycznie pt.:

Wplyw flawonoidéw, czynnikéw Nod i rizobiéw na aktywnosci mikrobiologiczng gleby i
symbiotyczng wybranych roslin bobowatych

b) (autor/autorzy, tytul/tytuty publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa)

H1. Siczek A., Lipiec J., Wielbo J., Szarlip P., Kidaj D. Pea growth and symbiotic activity
response to Nod factors (lipo-chitooligosaccharides) and soil compaction. 2013. Applied Soil
Ecology, 72, 181- 186

IF 2013=2,206 35 pkt MNiSW

H2. Siczek A., Lipiec J., Wielbo J., Kidaj D., Szarlip P. Symbiotic activity of pea (Pisum
sativum) after application of Nod factors under field conditions. 2014. International Journal of
Molecular Sciences, 15, 7344-7351

IF 70914=2,862 30 pkt MNiSW

H3. Siczek A., Frac M., Nawrocka A., Wielbo J., Kidaj D. The response of rhizosphere
microbial properties to flavonoids and Nod factors. 2015. Acta Agriculturae Scandinavica
Section B - Soil and Plant Science, 65, 125-131

IF 2015 = 0,649 20 pkt MNiSW
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H4. Siczek A., Lipiec J. Impact of faba bean-seed rhizobial inoculation on microbial activity
in the rhizosphere soil during growing season. 2016. International Journal of Molecular
Sciences, 17, 784, 1-9

IF 2016 = 3,226 30 pkt MNiSW

HS. Siczek A., Frac M., Wielbo J., Kidaj D. Benefits of flavonoids and straw mulch
application on soil microbial activity in pea rhizosphere. 2017. International Journal of
Environmental Science and Technology, 1-10, DOI 10.1007/s13762-017-1434-8

IF 2016 =1,915* 30 pkt MNiSW*

Liczba punktow MNiSW publikacji, wchodzacych w sklad osiagnigcia naukowego: 145
Catkowity IF z roku opublikowania publikacji wchodzacych w sktad osiagnigcia naukowego:
10,858

Wplyw habilitantki w powstanie ww. prac zostal przedstawiony w Zalgczniku 4.
Oswiadczenia wspdtautoréw dotyczace ich indywidualnego wkladu w powstanie prac

przedstawiono w Zalgczniku 7.

* W przypadku publikacji, dla ktérych nie okreslono IF oraz punktéw MNiSW za rok
opublikowania wykorzystano punktacj¢ za rok poprzedni

c) omoéwienie celu naukowego ww. prac i osiagnigtych wynikow wraz z oméwieniem ich

ewentualnego wykorzystania

Wprowadzenie

Mikroorganizmy uczestnicza w szeregu procesOw obejmujacych obiegu azotu, do
ktorych naieZag nitryfikacja, denitryfikacja, amonifikacja, oraz biologiczne wigzanie azotu
(BNF, biological nitrogen fixation), ktére jest waznym Zrédlem azotu wprowadzanego do
gleby. Proces ten przeprowadzany jest przez mikroorganizmy zw. diazotrofami i zachodzi
zarowno w komoérkach bakterii wolno zyjacych jak: Klebsiella, Azotobacer czy Bacillus, jak i
w ukladach symbiotycznych bakterii z roslinami bobowatymi (Fabaceae =Leguminosae).
Azot jest wigzany symbiotycznie w ilosci 100-290 min ton rocznie, z czego ok 50-70 mln ton

w systemach rolniczych, w tym 15-25 min ton przez bobowate (Herridge i in., 2008).
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Symbiotyczne wigzanie azotu odgrywa istotng role w rolnictwie, gdyz wiele z roslin
bobowatych to rosliny uprawne. Ich wlaczenie do zmianowania prowadzi do wzrostu
zyznosci gleby, wzrostu dostgpnosci azotu i fosforu, korzystnych zmian wiasciwosci
mikrobiologicznych gleby, zmniejszenia zuzycia chemicznych $rodkéw ochrony roslin i
nawozow sztucznych, a ponadto do wzrostu plonowania roslin nastgpczych (Jensen i in.,
2010, Kopke i Nemeck, 2010, Stagnari i in., 2017, von Richthofen, 2006).

Rosliny bobowate moga korzysta¢ z dwu zrodet azotu: mineralnego asymilowanego z
gleby (zwiazanego z aktywnoscia reduktazy azotanowej) oraz azotu atmosferycznego
wigzanego w brodawkach przez symbiotyczne bakterie dzigki kompleksowi enzymatycznemu
nitrogenazy. Symbioza rizobiéw z roslinami bobowatymi jest fakultatywna, zachodzi w
warunkach, gdy azot glebowy nie wystarcza na zaspokojenie potrzeb rosliny, a proces
brodawkowania kontrolowany jest na wielu etapach, zarowno przez geny roslinne, jak i
bakteryjne.

Uwaza sie, ze rosliny bobowate maja potencjal aby w catosci pokry¢ zapotrzebowanie
na azot do wzrostu i rozwoju w procesie biologicznego wiazania azotu atmosferycznego.
Pomimo tego, niesprzyjajace warunki glebowe i srodowiskowe, ktore ograniczaja wzrost
roélin, obnizaja potencjal wigzania azotu. Wsréd nich najwazniejsze to dostgpnos¢ wody,
temperatura, ilo§¢ dostgpnego azotu, zasolenie, zakwaszenie, zaggszczenie gleby, obecnos¢
wysokowydajnych szczepéw rizobiéw (Carranca i in., 1999, Lira i in., 2005, Mastrodomenico
iin., 2013, Siczek i1 Lipiec, 2011, Unkovich i in., 1996).

[lo§¢ zwiazanego azotu przez bobowate jest zréznicowana dla poszczegdlnych
gatunkow (Carranca i in., 1999). Wérdd gléwnych roslin bobowatych klimatu chiodnego
(bobik, groch i ciecierzyca), bobik wykazywal najwyzsze wartosci udzialu azotu
pochodzacego z atmosfery (%Ndfa, nitrogen derived from the atmosphere) oraz ilosci N
zwigzanego symbiotycznie w pedach ($rednio 74% i 153 kg N ha™). U grochu wartosci te
wynosity $rednio odpowiednio 60% i 130 kg N ha (Jensen i in., 2010). W innych badaniach
ilo$¢ wiazanego azotu przez bobik wyniosta od 19 do 97% Ndfa, a zawartos¢ azotu w pgdach
12-330 kg ha™' (Unkovich i Pate, 2000). Ze wzgledu na duze mozliwosci produkcyjne roslin
bobowatych i jednoczesnie do$¢ wysokg zmienno$¢ plonowania w latach, poszukiwane sg
sposoby zwigkszajace ich potencjal produkcyjny.

Strefa korzeniowa roslin to miejsce intensywnych oddzialywan pomiedzy rosling a
mikroorganizmami i zarazem miejsce wstepnej wymiany sygnatow chemicznych. Interakcje

pomigdzy bakteriami a rosling prowadzace do nawiazania oddzialywan symbiotycznych sa
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wysoce specyficzne i polegaja na wymianie zwiazkéw chemicznych, z ktorych kluczowa rolg
odgrywaja roslinne flawonoidy i rizobiowe czynniki Nod.

Flawonoidy, wtorne metabolity, pochodne 2-fenylo-1,4 benzopirenu, syntetyzowane
sq przez wiele roslin, ale nie przez bakterie. Przedostaja si¢ do gleby w postaci wydzielin
korzeniowych, oraz w efekcie rozktadu korzeni czy ich uszkodzenia. W odniesieniu do
rizobiow sa chemoatraktantami powodujacymi przemieszczanie rizobidw do korzeni
gospodarza, wplywaja na wzrost mikrosymbiontéw, a ponadto (razem z regulatorowym
biatkiem NodD) sg induktorami ekspresji genow nod, kodujacych enzymy odpowiedzialne za
synteze lipochitooligosacharydéw (LCO, czynnikéw Nod), ktére indukuja infekcje korzeni
oraz tworzenie brodawek (Cooper, 2004). Co wiecej, flawonoidy reguluja tworzenie i rozwdj
brodawek korzeniowych przez wplyw na transport auksyn, jak tez podzialy komoérkowe w
tkankach ro$linnych. Flawonoidy petnig rolg¢ ochronng przed chorobami roslin oraz wptywaja
na cykl N, P, S i mikrosktadnikéw (Cesco i in., 2012, Dakora i Phillips 1996, Hassan i
Mathesius, 2012).

Rozne gatunki roslin wydzielaja okreslony zestaw flawonoidéw, a ich jako$¢ zmienia
si¢ zaleznie od fazy rozwojowej ro$liny (Guo i in., 2011). Rizobia sg zaadaptowane do
rozpoznawania flawonoidow wydzielanych przez swoich kompatybilnych gospodarzy.
Chemiczna budowa flawonoidow oraz czynnikéw Nod jest po czgsci odpowiedzialna za
specyficznosé oddziatywan mikrosymbiont-roslinny gospodarz. Na rizobia oddzialuja juz
bardzo niskie stezenia flawonoidoéw rzedu 10°-107 M (Begum i in., 2001).

Sktad roslinnych flawonoidéw moze zmieniaé si¢ zaleznie od dostgpnosci skladnikow
odzywczych jak azot, potas, fosfor, jak i obecno$¢ symbionta. Synteza flawonoidéw i ich
wydzielanie do ryzosfery przez korzenie roslin ulegaja obnizeniu w warunkach niskiej
temperatury, co skutkuje opoéznieniem infekcji wlosnikéw korzeniowych, oraz procesow
tworzenia brodawek i wiagzania azotu, a tym samym obniZeniem biomasy roslin i liczby
brodawek (Lira i in., 2005). Dodatek specyficznych flawonoidéw na powierzchni¢ nasion lub
do gleby w takich warunkach niwelowal szkodliwe oddzialywanie niskiej temperatury w
doswiadczeniu laboratoryjnym (Begum i in., 2001). Mikroorganizmy strefy korzeniowej
roélin, w tym patogeny, mikroorganizmy promujace wzrost roslin (PGPR, plant growth
promoting rhizobacteria), jak tez czynniki abiotyczne jak klimat, temperatura i wilgotnos$¢
gleby, wplywaja na rodzaj wydzielanych flawonoidéw (Dardanelli i in., 2010).

Do tej pory w kilku badaniach testowano oddzialywanie flawonoidéw na wzrost

rodlin. Preinkubacja R. leguminosarum flawonoidami przed inokulacja nasion grochu
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prowadzita do korzystnych zmian w brodawkowaniu i liczbie strakéw (Begum i in., 2001).
W innych badaniach, inkubacja R. leguminosarum bv. trifolii wydzielinami korzeniowymi
koniczyny zawierajacymi flawonoidy przyczynila si¢ do wzrostu masy pedoéw i liczby
brodawek (Maj i in., 2010). Dodatkowo, korzystny wptyw flawonoidéw na rosliny bobowate
byl widoczny w warunkach stresowych. Dodatek genisteiny do hodowli Bradyrhizobium
zwiekszal brodawkowanie, wigzanie azotu, tempo fotosyntezy, przewodnictwo aparatéw
szparkowych i tempo transpiracji soi w warunkach stresu solnego (Dolatabadian i in., 2012,
Fokom i in., 2010).

Molekularnym lacznikiem pomigdzy symbiotycznymi rizobiami a roslinnym
gospodarzem jest bakteryjne biatko NodD. Dziata ono jako sensor roslinnych flawonoidow i
zarazem aktywator transkrypcji genéw brodawkowania nod, ktére kodujq enzymy i bialka
biorace udziat w syntezie czynnikéw Nod (NF, Nod factors). Gen nod kodujacy biatko NodD
ulega ekspresji konstytutywnie zaréwno u bakterii wolno zyjacych, jak i wspolzyjacych w
symbiozie. Wigzanie NodD do promotoréw nie wymaga obecnosci koinduktora, ale
przylaczenie flawonoidéw poprzez zmian¢ konformacyjng umozliwia rozpoczgcie
transkrypcji.

Czynnik Nod zbudowany jest ze szkieletu od 3 do 6 reszt N-acetylo-D-glukozamin
(GIcNAc) potaczonych wigzaniem B-1,4, modyfikowanym specyficznie zaréwno z
redukujacego, jak i nieredukujacego konca. Czynniki Nod sa morfogenami, ktore indukuja
szereg procesOw obserwowanych w komoérkach roslinnych w epidermie, korze i perycyklu. W
bardzo niskich stezeniach (10°-10"'2 M) wywotuja deformacje i skrecanie wlosnikow
korzeniowych (etap niezbe¢dny do wniknigcia rizobiow do korzeni). Ponadto czynniki Nod
potrzebne sa do prawidtowego rozwoju nici infekcyjnej — struktury umozliwiajacej rizobiom
penetracje korzeni i dotarcie do tworzacych si¢ brodawek korzeniowych. NF powoduja, ze
komoérki kory zewngtrznej wechodza w cykl komérkowy ale nie dzielg si¢, natomiast komorki
kory wewngtrzne] ulegaja podziatom tworzac zawiazki brodawek (DHaeze 1 Holsters, 2002).
Wykazano, iz NF wplywaja réwniez na st¢zenie fitoaleksyn w tkankach roslinnych (Dakora,
2003) i ekspresj¢ genow kodujacych enzymy zaangazowane w produkcje izoflawonoidow.
Schmidt i in. (1994) zaobserwowali zwig¢kszenie koncentracji flawonoidow w wydzielinach
korzeni w wyniku aplikacji czynnikow Nod. Co wiecej, Nod Bj-V (Cis.1, MeFuc) indukowaty
odpornos¢ soi na maczniaka rzekomego powodowanego przez Microsphaera diffusa a takze
stymulowaly kolonizacj¢ korzeni przez arbuskularne grzyby mykoryzowe (AMF, arbuscular

mycorrhizal fungi) (Duzan i in., 2005, Xie i in., 1997).
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Synteza czynnikéw Nod uzalezniona jest od temperatury. W niskiej temperaturze ich
produkcja i wydzielanie przez R. leguminosarum bv. trifolii sa zaktécone, co zwigzane jest z
transkrypcja, translacja i post-translacyjnymi modyfikacjami (McKay i Djordjevic, 1993).
Zastosowanie NF w warunkach niskiej temperatury i niskiego pH niwelowato szkodliwy
wplyw tych czynnikéw na skrecanie wlosnikow korzeniowych, czego nie obserwowano dla
silnego zasolenia (Duzan i in., 2004). Korzystne efekty dolistnego stosowania NF
obserwowano w warunkach umiarkowanego stresu wodnego w odniesieniu do tempa
fotosyntezy i transpiracji, liczby kwiatow i strakéw (Atti i in., 2005).

Dzialanie NF zaobserwowano réwniez w przypadku innych niz bobowate, waznych
roslin uprawnych jak kukurydza, bawelna i jeczmien, u ktérych przyspieszaly kietkowanie 1
powodowaly wzrost masy korzeni i pedow, czy dhugosci korzeni (Miransari i Smith, 2009,
Prithiviraj i in., 2003). Wiadomo, ze czynniki Nod wspomagaja wczesng somatyczng
embriogeneze roélin nie zaliczanych do straczkowych, nawet w przypadku braku auksyn i
cytokinin (Dyachok i in., 2000).

Rizobia zaliczane sa do mikroorganizméw wywierajacych korzystny wpltyw na wzrost
roélin (PGPR, plant growth-promoting rhizobacteria). Mikroorganizmy te pelnia szereg
funkcji, do ktérych naleza gléwnie: udostepnianie skladnikéw pokarmowych, wytwarzanie
substancji biologicznie czynnych o charakterze regulatoréw wzrostu, poprawa struktury gleby
oraz regulacja procesu wydzielania zwiazkow przez korzenie. Szczepienie nasion rizobiami
stymuluje produkcje fitohormonéw, sideroforow i HCN, a takze modyfikuje strukturg i
réznorodno$é mikroorganizméw, promujac rozwdj innych PGPR. Badania wykazaly wzrost
dostepnosci fosforu oraz pobierania P, N i Fe przez salat¢ i marchew po inokulacji R.
leguminosarum (Trabelsi i in., 2011, 2012, Yadav i Verma, 2014). Ponadto odnotowano
korzystne zmiany wielu parametréw rodlin (masa brodawek, pgdéw, plon, wiazanie azotu)
zwlaszcza przy jednoczesnej inokulacji z innymi mikroorganizmami zaliczanymi do PGPR
jak Bacillu_s, Pseudomonas czy Trichoderma (Korir i in., 2017, Sanchez i in., 2014, Yadav i
Verma, 2014). Rizobia pelnia role ochronng przed patogenami roslin bobowatych oraz innych
rolin uprawnych, poprzez indukowana odpornos¢ systemiczng ISR (Induced Systemic
Resistance). Wykazano ich korzystne dzialanie w przypadku infekcji gleby przez Rhizoctonia
solani czy Pythium spp., w odniesieniu do bobiku, grochu, soczewicy czy burakow

cukrowych (Bardin i in., 2004, Farfour i Al-Saman 2014, Huang i Erickson, 2007).
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Cel naukowy

Celem naukowym badan stanowiacych osiagniecie naukowe bylo okreslenie wplywu
flawonoidoéw produkowanych przez rosliny bobowate, czynnikéw Nod izolowanych z bakterii
R. leguminosarum oraz szczepionki bakterii Rhizobium na aktywnos$¢ mikrobiologiczna gleby
oraz aktywno$¢ symbiotyczng grochu i bobiku. Oddziatywanie tych czynnikow okreslono w
odniesieniu do:
- aktywnosci enzyméw glebowych oraz liczebnosci i zréznicowania metabolicznego
mikroorganizméw ryzosfery (prace H3, H4, H5)
- parametréw i aktywnosci brodawek korzeniowych (prace H1, H2)
- reakcji czgsci nadziemnych, korzeni i plonowania roslin (prace H1, H2).

Ograniczona wiedza na temat oddzialtywania czynnikow Nod, flawonoidéw oraz
szczepionki Rhizobium na whasnosci mikrobiologiczne gleby, jak réwniez brak informacji na
temat oddzialywania czynnikbw Nod na plonowanie roslin w naturalnych warunkach

polowych, uzasadniaja podjecie powyzszego problemu badawczego.

Ocena oddzialywania flawonoidéow i czynnikéw Nod na wybrane wlasciwosci
mikrobiologiczne gleby

Oprocz udzialu w oddzialywaniach symbiotycznych rizobiow z roslinami
bobowatymi, flawonoidy (F) petnig rowniez istotng funkcj¢ w komunikacji migdzy roslinami
i mikroorganizmami, wzroscie drobnoustrojéw i ich aktywnosci. Wykazano, ze dzialajg one
jako wczesne sygnaly zaréwno dla rizobiéw, jak i dla arbuskularnych grzybow
mykoryzowych (AMF) (Antunes i in., 2006). W stgzeniu 1 ug g suchej masy gleby sa zdolne
do wywotania zmian struktury mikroorganizméw (Guo i in., 2011). Odnotowano dodatnia
korelacj¢ migdzy stezeniem genisteiny i fosfolipidowych kwaséw tluszczowych (PLFA),
grzybami, bakteriami, w tym Gram (+) i tlenowymi, czy tez zawartoScia wegla biomasy
mikrobiolo_gicznej (Guo i in., 2011, Wang i in., 2012). Flawonoidy stymulowaly
miedzykomorkowsa kolonizacje korzeni ryzu przez Azorhizobium caulinodans (Jain i Gupta,
2003) oraz kolonizacje wspiegi wezowatej przez AMF (Fokom i in., 2010).

W literaturze brakuje informacji odnos$nie wptywu czynnikow Nod na wlasciwosci
mikrobiologiczne gleby.

Badania przedstawione w publikacjach H3 i HS podj¢to celem oszacowania wptywu
flawonoidéow oraz czynnikow Nod na aktywno$¢ enzymatyczng, liczebnosé

mikroorganizméw i ich zréznicowanie funkcjonalne w glebie. Dodatkowym celem bylo
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okreslenie czy i w jakim zakresie dochodzi do zmian w skladzie grzybéw pod wptywem
flawonoidéw. Oprocz tego, w omawianych publikacjach sprawdzono, czy jednoczesne
zastosowanie flawonoidow oraz czynnikow Nod moze wzmacnia¢ lub ostabi¢ ich
indywidualne oddziatywanie na analizowane parametry (praca H3), a takze, czy
oddziatywanie flawonoidéw moze by¢ modyfikowane przez scidtke ze stomy (praca HS).

Badania prowadzono w doswiadczeniu polowym na glebie plowej wytworzonej z
lessu. Flawonoidy izolowano z kietkujacych nasion grochu za pomoca octanu etylu. W tym
celu powierzchniowo wyjalowione nasiona grochu wytrzasano w jalowej wodzie bez dostgpu
$wiatla. Nastepnie do supernatantu dodano octan etylu i ekstrahowano flawonoidy z fazy
wodnej. Po odparowaniu octanu etylu, osad zawierajacy flawonoidy zostat rozpuszczony w
95% etanolu. Stezenie F obliczono z maksimum absorpcji wykorzystujac prawo Lamberta-
Beera. Widmo absorpcji wskazato na obecno$é izoflawonéw genisteiny i/lub biochininy A.
Stezenie flawonoidow wynosito 32,2 pM.

Syntezg czynnikéw Nod przez R. leguminosarum bv. viciae GR09 indukowano przez
dodanie flawonoidéw w stezeniu 10 uM do ptynnej kultury bakterii na pozywce TY. Aby
wyizolowa¢ czynniki Nod, komorki bakterii usunigto przez wirownie, po czym NF
ckstrahowano z supernatantu n-butanolem (Prithiviraj i in., 2003). Frakcj¢ organiczng
oddzielono i wysuszono. Stezenie czynnikéw Nod okreslono przez konwersj¢ aminocukrow
do glikozydéw metylowych za pomoca chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometrig
mas (GC/MS). Zalozono, ze pojedyncza czasteczka czynnika Nod zawiera $rednio cztery
reszty N-acetyloglukozaminy (GlcNAc). Stezenie GlcNAc w roztworze czynnikéw Nod
wyniosto 260 nM. Nasiona grochu (Pisum sativum L.) moczono w roztworze czynnikéw Nod
(NF), w roztworze flawonoidow (F) lub w mieszaninie obu zwiazkow (NF+F), natomiast w
obiekcie kontrolnym nasiona moczono w wodzie. Sciétke ze stomy pszennej zastosowano na
powierzchni¢ gleby kilka dni po siewie grochu. Analizy biochemiczne i mikrobiologiczne
(aktywnos¢ enzymow, réznorodno$é funkcjonalna bakterii, liczebno$¢ mikroorganizmow oraz
identyfikacja dominujacych grzybéw) wykonano w glebie pobranej ze strefy korzeniowe;
grochu w fazach 5-6 lisci (T1), kwitnienia (T2) i wyksztalcania strakow (T3).

Badania wykazaly istotny i korzystny wplyw flawonoidow (F) na aktywno$¢
dehydrogenaz, enzymoéw odzwierciedlajacych ogolng aktywnosé gleby (Tabele 1 i 2). Wplyw
ten byl wiekszy w pézniejszych fazach rozwoju roélin niz w fazie 5-6 lisci. Wplyw F na
aktywnosé proteazy zaznaczyl si¢ w mniejszym stopniu niz w przypadku dehydrogenaz, ale

réowniez byl istotny. Po zastosowaniu czynnikow Nod (NF) w ryzosferze grochu
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obserwowano istotnie (p<0,05) wyzsza niz w obiekcie kontrolnym $rednia (z trzech terminow
pomiarowych) aktywno$¢é proteazy (praca H3). W poszczegélnych fazach rozwoju
odnotowano brak zmian lub tez wzrost aktywnos$ci dehydrogenaz (T2) i fosfomonoesterazy
kwasnej (T1) w glebie z dodatkiem czynnikéw Nod. Nie stwierdzono istotnych zmian w
aktywnosci fosfomonoesterazy kwasnej po zastosowaniu flawonoidow.

Tabela 1. Aktywnosci enzymoéw glebowych oraz wskazniki réznorodnosci funkcjonalnej po
zastosowaniu flawonoidow 1 $cidtki. Rozne litery oznaczaja istotne réznice (p<0,05). K obiekt

kontrolny, F flawonoidy, S scidétka, CLPP community level physiological profiles, AWCD average
well colour development, S Richness, H Shannon—Weaver, E Evenness. Na podstawie H5

Enzymy CLPP
Fazaromwolu  Obiekty  Dehydrogenazy  Proteaza(mg  — (SOWORREIE e oy B
(em® Hy kg' d!)  tyrozyny kg h) kg ')
3,52 f 2,51e 2422d 0.723 f 280b 33labc 099b
5.6 like] 4,44 ef 3,62 cde 27,88 cd 0,545 g 253¢  3,27bc 1,01 b
-6 lisci
4,16 ef 3,68 cde 24,46 d 0,896 cde 29,3ab 3,35abc  0,99b
F+S 4,57 ef 3,69 cde 26,58 cd 0,924bcd 29,3ab 3,36ab  0,99b
5,30¢ 3,08 de 36,91 a 1,00 ab 29.7a 3,25¢ 0,96 ¢
Kwitnieni 7,82d 4,63 bed 34,20 ab 0,96 abc 30,3a 3,40a 1,00 b
witnienie
9,44 dc 3,60 cde 36,94 a 0,86 de 30,0a 3,39a 1,00 b
F+S 8,80 bed 5,02 abc 34,65a 0,84 de 29,0 ab 3,36 ab 1,00 b
8,23 cd 5,41 ab 32,57 ab 0,71 f 29,7a 3,36ab 0,99b
Wyksztatcanie F 991b 6,16 ab 30,22 be 0,33h 223d 3,25¢ 1,05a
strakow S 9,29 be 5,48 ab 36,69 a 0,81 ef 29,0 ab 3,30abc 0,98 be
F+S 13,13 a 6,39 a 33,85 ab 1,03a 30,0a 3,38a 0,99 b

Tabela 2. Aktywnosci enzymdéw oraz liczebnosci mikroorganizméw glebowych po zastosowaniu
flawonoidéw i czynnikéw Nod ($rednia z trzech terminéw pomiarowych). Rézne litery oznaczaja
istotne réznice (p<0,05). Na podstawie H3

Parametry Obiekt kontrolny Flawonoidy Czynniki Nod Flawonoidy+Nod
Dehydrogenazy (cm® H, kg d™') 2,70 b 3,94 a 2,87b 3,71a

Proteaza (mg tyrozyny kg™ h™'") 4,59b 5,60 ab 6,27 a 7,03 a

Fosfataza kwasna (mmol PNP kg h') 22,1a 25,0a 275a 25,0a

Grzyby (10* jtk g™ 1114a 85,0b 72,8 be 64,9 ¢

Bakterie (107 jtk g™) 76,2 ¢ 1054ab 90,8 cb 110,0 a
Pseudomonas (107jtk g‘l) 673b 121,6 a 1312 a 150,8 a

Bacillus (107 jtk g 61,6 d 86,1 ¢ 99,5b 116,6 a

Warto podkresli¢ fakt, ze rownoczesne zastosowanie flawonoidow i scidtki zwigkszato

aktywno$¢ dehydrogenaz i proteazy w odniesieniu do obiektu kontrolnego i, co wigcej, w
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odniesieniu do F (dehydrogenazy, faza wyksztalcania strakow) (praca HS). Podobnie
réwnoczesne zastosowanie F i NF istotnie podwyzszylo aktywno$¢ proteazy w stosunku do
obiektu kontrolnego. Uzyskane wyniki wskazuja na to, ze stosowanie flawonoidéw na
nasiona grochu oraz réwnoczesne $cidtkowanie gleby moze mie¢ istotny wklad w cykl N, a
tym samym dostarczanie skladnikow odzywczych do wzrostu mikroorganizméw i roslin.
Dehydrogenazy, ktore wystepuja wewnatrzkomorkowo we  wszystkich  zyjacych
mikroorganizmach, odgrywajg istotng rol¢ w utlenianiu glebowej materii organicznej (OM)
(Zhang i in., 2010). Jesli chodzi o proteazy, wzbogacaja one ekosystemy w N, a proteoliza
uwazana jest za etap limitujacy tempo mineralizacji azotu w glebach. Szacunkowo okoto 40%
calkowitego azotu glebowego to azot biatkowy (Schulten i Schnitzer, 1998).

Roznorodnos¢ funkcjonalna gleby zmieniata si¢ pod wptywem flawonoidéw w sposéb
zalezny od fazy rozwoju ro$lin (HS). Wskazniki réznorodnosci AWCD (average well colour
development) i R (Richness) byly nizsze w ryzosferze roslin traktowanych flawonoidami w
fazach 5-6 lisci oraz wyksztalcania strakow, podczas gdy wartosci wskaznika E (Evenness)
byty wyzsze w fazach kwitnienia i wyksztalcania strakéw niz w obiekcie kontrolnym.
Jednoczesne zastosowanie flawonoidéw oraz $ciotki zwigkszalo istotnie wartosci AWCD w
fazach 5-6 lisci oraz wyksztalcania strakow, natomiast w fazie kwitnienia obnizalo je w
poréwnaniu z obiektem kontrolnym. Zmiany te byly powigzane z wymywaniem sktadnikow
pokarmowych do glebszych warstw gleby podczas rozkladu Sciotki.

Na podstawie uzdolnien mikroorganizméw do wykorzystania substratéw weglowych
wyrozniono dwie grupy obiektow (kryterium Sneath’a 66%). W jednej grupie znalazly si¢
obiekty kontrolny i z flawonoidami w fazach T1 i T3, natomiast w drugiej grupie pozostale
obiekty.

Flawonoidy wywarly istotny wplyw na liczebno$¢ grzybéw zmniejszajac ich
populacje w fazie wyksztalcania strakow. Ogoélna liczebnos¢ bakterii oraz liczebnosci bakterii
z rodzajow Bacillus i Pseudomonas wzrosty (praca H3) lub nie zmienialy si¢ istotnie po
zastosowaﬁiu F (praca H5) (Tabele 2 i 3). Podobnie istotne zmiany liczebnosci
drobnoustrojow zaobserwowano w wyniku aplikacji czynnikéw Nod (praca H3). Populacja
grzybow w duzym stopniu wzrosta (p<0,05) w fazach 5-6 lisci oraz kwitnienia a nastgpnie
zmalata pod koniec wegetacji w glebie z czynnikami Nod w odniesieniu do obiektu
kontrolnego. Wyrazny wptyw czynnikéw Nod na wzrost liczebnosci Bacillus 1 Pseudomonas

wykazano w poczatkowe;j fazie rozwoju grochu.
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Tabela 3. Liczebnosci mikroorganizméw glebowych po zastosowaniu flawonoidow i $cidtki. Rézne
litery oznaczaja istotne rdéznice (p<0,05). Na podstawie H5

Fazarozwoju  Obiekty gtrl?i%); g'l) ggi(tle(;;eg_l) g?kc 111 f)’ésg.l) gfiﬁ%g';ﬂ;’as
Kontrolny 199¢ 723 a 60,3 h 86,2 bed
5.6 likci }f‘lawonoidy 30,0 e 1759 a 82,8 gh 110,2 be
Scidtka 38,8 ¢ 69,5 a 164,0 def 137,1 ab
Flawonoidy+$ciotka 476¢ 2328 a 177,2 de 51,1d
Kontrolny 530,7 be 262,5a 2648 ¢ 85,0 bed
Kwitnienie I:‘lawonoidy 397,9 cd 169,8 a 213,3¢d 67,9 c¢d
Scidtka 153,5 de 307,1a 347,0b 72,7 cd
Flawonoidy+$ciotka 791,3 ab 262,1a 443.5a 79,6 cd
Kontrolny 971,8a 759 a 113,9 efgh 89,6 bed
Wyksztatcanie Flawonoidy 641,2 be 1384 a 84,5 fgh 102,0 bed
strakow Sciotka 840,3 ab 2873 a 122,8 efgh 164,5 a
Flawonoidy+$ciétka 10949 a 96,4 a 143,9 defg 169,4 a

Z ryzosfery grochu wyizolowano grzyby potencjalnie fitopatogenne (Fusarium,
Cladosporium, Acremonium, Alternaria oraz Phoma) 1 potencjalnie antagonistyczne
(Penicillium, Aspergillus, Mucor 1 Trichoderma) (HS). Flawonoidy wywotaly iloSciowe 1
jakosciowe zmiany w skladzie grzybow, a ich wpltyw uzalezniony byt od fazy rozwoju grochu
(Rys. 1). W fazach 5-6 lisci oraz kwitnienia prowadzily one do wzrostu udziatu grzybow
antagonistycznych w ryzosferze w pordwnaniu z obiektem kontrolnym, odwrotng zalezno$é
obserwowano w fazie wyksztalcania strakow. Warto podkresli¢, ze zastosowanie F razem ze
Sciotka w wiekszym stopniu zmienito sklad dominujacych grzybéow w ryzosferze, niz
zastosowanie wylacznie flawonoidéw, niezaleznie od fazy rozwoju grochu. W obiekcie
Flawonoidy + Scidtka w fazie 5-6 lisci dominowaly grzyby antagonistyczne, natomiast w
fazie kwitnienia grzyby antagonistyczne stanowily az 94% wséréd dominujacych rodzajoéw
(dla porownania w obiekcie kontrolnym wartosci te wyniosty odpowiednio 67 i 58%).

Bacillus i Pseudomonas spp. znane sg jako bakterie promujace wzrost roslin (PGPR).
Te korzystne mikroorganizmy moga hamowaé wzrost lub aktywnos¢ grzyboéw i bakterii
chorobotwoérczych poprzez niekorzystny wptyw na ich populacj¢ i aktywnos$é metaboliczng
(Raaijmakersi in., 2009, Sang i Kim, 2012). Niektére gatunki tych bakterii pozytywnie
oddziatuja na wzrost, plon i aktywno$¢ symbiotyczng roslin bobowatych (Zahir i in., 2011).
Mozna sie spodziewaé, ze wysoka populacja antagonistycznych Bacillus, Pseudomonas czy

Trichoderma w glebie na wskutek aplikacji czynnikéw Nod, flawonoidow i $cidtki moze
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prowadzi¢ do zmniejszenia populacji fitopatogenow, jak réwniez do poprawy wzrostu i

plonowania roslin.

Obiekt kontrolny Flawonoidy Flawonoidy+$ciotka

Peniciflium sp.

Fusariumsp.

20%
Alternaria sp. 25%
Faza 5-6 lisci 3%
Penicillium sp. Penicillium sp. )
67% 75% Trichoderma
sp.
Fusarium sp. Fusarium sp.
10% 6%
Fusarium sp.
21%
Faza kwitnienia Muzor s Aspergillus sp.
19%
Aspergillus sp. Mucorsp.
26% 53%
Mucorsp.
Trichoderma
Fusarium sp. P""I’;’; Sp-
Faza 2% ,
. Aspergillus sp. Penicillium sp.
wyksztatcania 19%
A Cladosporium Penicillium sp.

strgkéw o o

Fusarium sp.
33%

Aspergillus sp. FUSG;I: sp.
9%

Rys. 1. Dominujace rodzaje grzybéw w ryzosferze grochu. Na podstawie H5 oraz danych
niepublikowanych

Penicillium sp.

Dla wyjasnienia zalezno$ci pomiedzy obiektami a analizowanymi zmiennymi
przeprowadzono analize sktadowych gtownych (PCA). Dwie pierwsze glowne skladowe
przedstawione na wykresach PCA wyjasnity odpowiednio 77%, 85% oraz 79% wariancji
zmiennych pierwotnych w obiektach kontrolnym, z flawonoidami oraz z flawonoidami i
$ciotka (HS). Analiza PCA wykazata najwigkszy wptyw AWCD, populacji Bacillus i
wskaznika S (Richness) na pierwsza sktadowa gléwna, zar6wno w obiekcie kontrolnym, jak i
z flawonoidami. Zmienne te byly ze soba dodatnio skorelowane, natomiast w obiekcie
kontrolnym byty one dodatnio skorelowane z pierwsza sktadowa, a w obiekcie F — ujemnie

skorelowane. Druga skladowa w tych obiektach reprezentowaly dehydrogenazy i proteaza.
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Natomiast dehydrogenazy, proteaza i populacja bakterii Pseudomonas charakteryzowaly si¢
najwyzszymi wartosciami wspétrzgdnych czynnikowych w obiekcie scidtkowanym z
flawonoidami. Wymienione zmienne pierwotne reprezentowane byty dobrze przez pierwsza
sktadowa, z ktora byly ujemnie skorelowane. Wykazano, ze H (wskaznik Shannona) byt
powiazany z wszystkimi obiektami oprécz obiektu kontrolnego.

Badania przedstawione w pracach H3 i HS pozwolily przesledzi¢ dynamike
aktywnos$ci mikrobiologicznej w ryzosferze grochu pod wpltywem czynnikow Nod oraz
flawonoidow (zastosowanych réwniez w potaczeniu ze $ciotka). Wyniki wskazaty na istotng
role badanych zwiazkéw w intensyfikacji aktywnosci enzyméw glebowych oraz w rozwoju

populacji mikroorganizméw majacych potencjalnie korzystny wptyw na jakos¢ gleby i roslin.

Odpowiedz ro§lin na czynniki Nod

Czynniki Nod sa zwiazkami sygnalnymi, ktore biorg udzialu w oddzialywaniach
pomiedzy rosling a symbiotycznymi bakteriami Rhizobium. W dotychczasowych badaniach
analizowano wptyw czynnikoéw Nod zastosowanych na nasiona lub do podioza hodowlanego
gléwnie w kontrolowanych warunkach (doswiadczenia wazonowe). Wykazano, ze czynniki
Nod znacznie przyspieszaly kielkowanie nasion, wzrost siewek oraz zwigkszaly masg roslin i
liczbe strakéw, jak tez liczb¢ brodawek, ktore zasiedlane byly glownie przez autochtoniczne
szczepy tizobidw (Maj i in., 2009). Warto dodaé, ze czynniki Nod w wigkszym stopniu
przyczynity si¢ do wzrostu masy korzeni (1,64 krotnie), niz pedéw (1,37 krotnie). Czynniki
Nod wplywaly na poziom réznorodnosci genetycznej rizobiow kolonizujacych brodawki
grochu i wyki (Kidaj i in., 2012). Dolistne stosowanie NF podwyzszato tempo fotosyntezy,
powierzchnig lisci i suchg mase soi w poréwnaniu z roslinami kontrolnymi (Almaraz i in.,
2007, Khan i in., 2008).

Nadmierne zageszczenie gleby w obrebie strefy korzeniowej roslin pojawia si¢ przede
wszystkim 'w wyniku przejazdow cigzkich maszyn i pojazdow rolniczych, a takze intensywne;j
uprawy roli, z pominigciem roslin strukturotworczych (bobowate) w zmianowaniu. Jego
niekorzystne efekty to zmiany struktury i porowatosci gleby wplywajace na wiasciwosci
cieplne, natlenienie i uwilgotnienie, przebieg proceséw biologicznych, a w konsekwencji na
wzrost roslin (Gregorich i in., 2011, Nosalewicz i Lipiec, 2014, Pengthamkeerati i in., 2011,
Siczek i Frac, 2012). Nadmierny stan zageszczenia gleby moze zmienia¢ ilos¢ azotu

dostarczanego do gleby przez oddziatywania symbiotyczne rizobiéw z roslinami bobowatymi.

Ve
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Jego szkodliwy efekt stwierdzono w odniesieniu do plonu nasion i biatka soi (Botta i in.,
2010) i moze on by¢ uzalezniony od wilgotnosci gleby (Buttery i in., 1998) czy tez
Scibtkowania gleby (Siczek i Lipiec, 2011). Wysoki stan zaggszczenia gleby skutkowat
zmianami w rozmieszczeniu brodawek na systemie korzeniowym, jak réwniez zwigkszonym
udziatem duzych brodawek oraz wigksza masa pojedynczej brodawki w odniesieniu do gleby
umiarkowanie zageszczonej i luznej (Siczek i Lipiec, 2011).

Badania opisane w publikacji H1 przeprowadzono w celu okreslenia wplywu
czynnikéw Nod na aktywno$¢ symbiotyczng i wzrost grochu w warunkach optymalnego i
wysokiego stanu zageszczenia gleby. Podjeto probg odpowiedzi na pytanie, czy i w jakim
stopniu czynniki Nod moga modyfikowa¢ skutki wysokiego zaggszczenia gleby na parametry
roslin grochu. Glebe (ptowa wytworzona z lessu) pobrano z warstwy ornej (0-20 cm) z pola
uprawnego i zageszczono do gestosci optymalnej dla wzrostu roslin (1,30 g cm™) oraz do
gestosci ograniczajacej wzrost i funkcjonowanie roslin (1,55 g cm™).

Synteze czynnikéw Nod (NF) przez R. leguminosarum bv. viciae GR09 zaindukowano
przez dodanie flawonoidéw ekstrahowanych z kielkujacych nasion grochu. Czynniki Nod
zastosowano na nasiona grochu aby zwigkszy¢ ich stgzenie w poblizu siewek ro$lin. Prowadzi
to w rezultacie do zwiekszenia liczby miejsc, w ktérych dochodzi do podziatéw kory
korzenia, a nastepnie do tworzenia zawiazkéw brodawek. Analizy (biomasa roslin,
powierzchnia lisci, aktywno$¢ nitrogenazy, liczebnos¢, powierzchnia i masa brodawek oraz
catkowita zawarto$é azotu w ro$linie) wykonano w fazie kwitnienia grochu.

W pracy wykazano, ze pod wplywem czynnikow Nod istotnie wzrosty srednie
wartosci: wysokosci, suchej masy pedéw i powierzchni lisci jak réwniez masy oraz diugosci
korzeni grochu (Tabela 4). Nie zmienily si¢ istotnie $rednica korzeni a takze liczba i masa
brodawek. Zaobserwowano, ze po zastosowaniu NF udziat duzych brodawek o powierzchni >
10 mm? zwigkszyt si¢ w glebie o optymalnej gestosci, natomiast zmniejszyt si¢ w glebie
mocno zaggszczone;.

W znaczacy sposoéb czynniki Nod wptynety na tempo wiazania azotu w brodawkach
poprzez zwigkszenie aktywnosci nitrogenazy, ktore bylo statystycznie istotne w glebie o
optymalnej gestosci (wzrost o 56%). Specyficzna aktywnos$¢ nitrogenazy (aktywnos$¢ w
przeliczeniu na 1 g suchej masy brodawki) wzrosta istotnie pod wptywem NF w obu glebach

(Rys. 2).
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Tabela 4. Srednie wartosci parametréow wzrostu roslin. Rézne litery dla poszczeg6lnych czynnikow
doswiadczalnych (zageszczenie i czynniki Nod) oznaczaja istotne réznice (p<0,05). SRL specyficzna
dtugos$¢ korzeni. Na podstawie H1

Parametry Zageszczenie gleby* Czynniki Nod**
Nie zageszczona _Zageszczona Brak czynnikéw Czynniki obecne

Pedy (roélina™)

Wysokos¢ (cm) 76,7 a 69,7b 71,6 b 74,8 a

Masa (g) 485a 3,10b 3,70 b 425a

Powierzchnia lisci (cmz) 267,1a 153,7b 199,3 b 221,5a
Korzenie (trzy rosliny™)

Masa (g) 1,36 a 0,89b 1,04 b 1,21 a

Dhugos$¢ (m) 173,8 a 679b 112,6 b 129,1 a

SRL (m g 128,6 a 778b 103,6 a 102,8a

Srednica (mm) 0,330 b 0,417 a 0,376 a 0,371 a
Brodawki (trzy rosliny™)

Liczba 122,1 a 94,8 a 102,0 a 1149 a

Masa (mg) 2233 a 86,1 b 148,0a 161,3a
Masa (mg brodawka™) 2,34a 0,98 b 1,65a 1,66 a
Catkowita masa roslin (g trzy roéliny'l) 16,01 a 10,23 b 12,23 b 14,02 a

* obejmuje obiekty z czynnikami Nod i bez czynnikéw Nod
** obejmuje obiekty z gleba nie zaggszczona i zaggszczong

i 200 - O trzyrosliny 1

) g suchej masy brodawki
E 150 4

g

)

£ 100 A

8

e

g 50 A

2

=

= 0 T :

NC NC+Nod C C+Nod

Rys. 2. Wplyw stanu zageszczenia gleby i czynnikéw Nod na aktywno$¢ nitrogenazy. Pionowe shupki
oznaczaja blad standardowy. Rozne litery oznaczaja istotne réznice (p<0,05). NC gleba nie
zageszczona, C gleba zageszczona, Nod czynniki Nod. Na podstawie H1

Calkowita zawarto$¢ azotu w roslinach wzrosta pod wplywem NF w glebie o
optymalnej gestosci (Rys. 3). Lepszy wzrost roslin traktowanych czynnikami Nod w
porownaniu do obiektu kontrolnego korespondowal ze zwigkszong zawartoscia azotu w

roslinach. Odnotowano wysoka korelacje (R?=0,881) pomiedzy aktywnoscia nitrogenazy a
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catkowitg zawartoscia N w roslinach, jak rowniez miedzy aktywnoscig nitrogenazy a masa

roslin (R*=0,796).

o o

H (o)}
i
[+3]

o
N

Zawartos¢ azotu w roélinie
(g N trzy rosliny1)

NC NC+Nod C C+Nod

Rys. 3. Wplyw stanu zageszczenia gleby i czynnikow Nod na catkowita zawarto$¢ azotu. Pionowe
shupki oznaczaja blad standardowy. Rézne litery oznaczaja istotne réznice (p<0,05). NC gleba nie
zageszczona, C gleba zageszczona, Nod czynniki Nod. Na podstawie H1

Wyniki zamieszczone w pracy H1 wskazujg generalnie na bardziej korzystny wptyw
NF na wzrost korzeni niz pgdéw, co wczesniej obserwowano w pracach przeprowadzonych w
warunkach laboratoryjnych w odniesieniu do dlugosci korzeni, powierzchni i suchej masy a
takze stymulacji tworzenia korzeni bocznych (Maj 1 in., 2009, Souleimanov i in., 2002).

Podsumowujac, osiagni¢gciem pracy H1 bylo wykazanie, ze stosowanie czynnikow
Nod znaczaco zwigksza aktywnos$¢ nitrogenazy i catkowita zawarto$¢ azotu roslinnego w
glebie o optymalnej gestosci do wzrostu roslin, jak réwniez zwigksza tempo wigzania azotu
atmosferycznego w przeliczeniu na 1 g suchej masy brodawki zaré6wno w glebie o optymalne;j
gestosci, jak tez o wysokiej gestosci, ograniczajacej wzrost roslin. Uzyskane wyniki wskazuja
na to, ze zwigkszona aktywnos$¢ symbiotyczna wynikajaca z zastosowania NF moze lagodzi¢
negatywny wplyw wysokiego stanu zaggszczenia gleby na wzrost grochu, a takze poprawiaé
wzrost grochu i wigzanie azotu w warunkach optymalnej gestosci gleby.

Kontynuacja badan podj¢tych w pracy H1 byt eksperyment przedstawiony w pracy
H2, ktéry przeprowadzono w celu okreslenia reakcji grochu na czynniki Nod w naturalnych
warunkach polowych. Badano wplyw czynnikéw Nod na: powierzchni¢ lisci, mas¢ pedow,
aktywno$¢ nitrogenazy oraz plon nasion i biatka.

Warunki pogodowe byly odmienne w obu badanych latach, co znacznie wplyng¢to na
wyniki badan. Ilo§¢ opadéw w okresie wzrostu grochu (kwiecien-lipiec) wyniosta 168 mm w

2012 r. i 331 mm w 2013 r. Wartosci te byly odpowiednio o 31% nizsze i 36% wyzsze od
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sredniej wieloletniej (243 .mm). Srednie temperatury powietrza w tym okresie byly zblizone w
latach 2012 1 2013 (15,9 1 15,5°C) i byly wyzsze od $redniej dtugookresowej (13,7°C).

NF znacznie zmienily parametry brodawek grochu (Tabela 5). Zastosowanie
czynnikow Nod podwoilo liczbg brodawek w obu latach badan i przyczynilo si¢ do wzrostu
ich masy o 67% (p<0,05) i 23% odpowiednio w 2012 i 2013, nie wptywajac istotnie na mas¢
pojedynczej brodawki. Wyniki te potwierdzity korzystny wptyw stosowania czynnikéw Nod
na parametry brodawek wykazany we wczesniejszych badaniach laboratoryjnych (Kidaj i in.,

2012, Souleimanov i in., 2002).

Tabela 5. Parametry brodawek (4,5 dm™ gleby) w latach 2012-2013 w zaleznosci od stosowania
czynnikéw Nod. Rozne litery oznaczaja istotne réznice (p<0,05). Na podstawie H2

Parametry brodawek 2012 2013
Kontrola Czynniki Nod Kontrola Czynniki Nod

Brodawki

Liczba 30,3b 634a 83,5b 166,8 a

Masa (mg) 122,4b 204,5 a 3193 a 3954 a

Masa (mg brodawka™) 3,70 a 2,98 a 3,14a 2,27a
Nitrogenaza (C,H; pmol h™)

4,5 dm” gleby 11,85b 29,50 a 12,32 a 18,08 a

brodawka ! 0,400 a 0,576 a 0,142 a 0,168 a

g" sucha masa brodawki 97,8 b 1559a 39.0b 57,8 a

Wplyw czynnikéw Nod na aktywnos¢ nitrogenazy uzalezniony byl od roku badan. W
2012 r. obserwowano istotny wzrost (o prawie 150%) aktywnosci w poréwnaniu z obiektem
kontrolnym, natomiast w 2013 r. wplyw byl statystycznie nieistotny, pomimo, ze aktywnos¢
w przeliczeniu na 1 g suchej masy brodawki byla istotnie podwyzszona po zastosowaniu NF
niezaleznie od roku badan. Korzystny wplyw NF na wigzanie azotu w stosunkowo suchym
sezonie wegetacji w roku 2012 byl wigkszy w poréwnaniu do wynikéw otrzymanych we
wczesniejszym doswiadczeniu wazonowym prowadzonym w warunkach optymalnego
uwilgotnienia gleby (praca H1). W roku 2012, z wzglednie suchym okresem kwiecien-
czerwiec, notowano mniej brodawek niz w 2013 roku, ale jednoczesnie byly one wigksze.

Zastosowanie czynnikéw Nod znacznie zwigkszyto mas¢ pedow w latach 2012 i 2013

i powierzchnie lisci grochu w 2012 roku (Tabela 6). Plon biatka wzrost o 21% (p<0,05) pod

ﬁf 19



dr Anna Siczek Zatacznik 2

wptywem NF w stosunkowo suchym roku 2012, natomiast plon nasion wzrést o 13,7%. W

roku 2013 nie wystapily istotne zmiany w plonie nasion i biatka po zastosowaniu NF.

Tabela 6. Parametry roslin w latach 2012-2013 w zaleznosci od stosowania czynnikéw Nod. Rézne
litery oznaczaja istotne réznice (p<0,05). Na podstawie H2

2012 2013
Parametry — o
Kontrola Czynniki Nod Kontrola Czynniki Nod
Masa pedow (g roslina™) 3,1b 4,7a 39b 4,6 a
Powierzchnia lisci (cm’roslina™) 250 b 353 a 378 a 397 a
Plon nasion (g m‘z) 416,4b 482,5a 671,0a 705,8a
Plon biatka (g m?) 85,8b 103,7 a 1402 a 151,8a

Podsumowujac, wyniki otrzymane w pracy H2 w ramach dwuletniego doswiadczenia
poletkowego wykazaly, ze wptyw czynnikoéw Nod na brodawkowanie i plonowanie grochu
zalezy od warunkéw pogodowych w sezonie wegetacyjnym. Czynniki Nod przyczynity si¢ do
zwiekszenia tempa wigzania azotu z powietrza oraz plonu nasion i bialka jedynie w sezonie
wzglednie suchym. Sugeruje to, ze stosowanie czynnikéw Nod moze by¢ korzystne dla

wydajnosci grochu w sezonach o mniejszej niz srednia ilosci opadow.

Wplyw szczepionki Rhizobium na parametry mikrobiologiczne gleby

Zalozeniem badan przedstawionych w publikacji H4 bylo okreslenie zmian
aktywno$ci enzymatycznej oraz zroéznicowania funkcjonalnego w ryzosferze bobiku
zachodzacych pod wplywem szczepienia nasion symbiontami Rhizobium. Badania
prowadzono w warunkach polowych. Szczepionk¢ Rhizobium (Nitragina) pochodzaca z
Instytutu Uprawy, Nawozenia i Gleboznawstwa w Pulawach zastosowano na nasiona przed
siewem bobiku, w obiekcie kontrolnym nasiona nie byly zaszczepiane. Trzykrotnie podczas
wegetacji bobiku pobierano glebe ze strefy korzeniowej, aby przeanalizowa¢ ja pod katem
aktywnosci enzyméw: dehydrogenaz, ureazy, proteazy oraz fosfomonoesterazy kwasnej, a
takze roznorodnosci funkcjonalnej (CLPP, community level physiological profiles)
zbiorowisk bakterii.

W pracy wykazano, ze w wigkszosci przypadkow zastosowanie szczepionki

bakteryjnej prowadzi do istotnego wzrostu aktywnosci enzymow, a intensywno$¢ zmian pod
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wplywem Rhizobium jest rozna w poszczegélnych fazach rozwoju bobiku (Tabela 7). W
fazach 5-6 lisci i kwitnienia bobiku réznice pomigdzy obiektami byly wyzsze dla ureazy
(72%-143%) i dehydrogenazy (55%-70%) niz fosfomonoesterazy kwasnej (8%-11%) i
proteazy (3%-25%). W fazie zawiazywania strakow najwyzsze zmiany po zastosowaniu
szczepionki zaobserwowano w przypadku ureazy (102%) i proteazy (86%). Wyniki wskazujg
na potencjal Rhizobium w przemianach N i produkcji trifosforanu adenozyny poprzez
utlenianie materii organicznej w glebie, jak tez na rozklad azotu biatkowego w procesie
hydrolizy a takze uwalnianie fosforu nieorganicznego (ortofosforanu) ze zwiazkéw fosforu

organicznego.

Tabela 7. Zmiany aktywnosci enzymoéw glebowych oraz wskaznikéw réznorodnosci pod wptywem
inokulacji Rhizobium w czasie wegetacji bobiku. NI obiekt nie inokulowny, I obiekt inokulowany.
CLPP community level physiological profiles, AWCD average well colour development, R Richness,
H Shannon—Weaver, E Evenness. Rozne litery oznaczaja istotne réznice (p<0,05). Na podstawie H4

Enzymy CLPP
Faza rozwoju  Obiekt pehydrogenazy Proteaza {mg Ureaza (mg N- E:Is:;):;c;;?;zcle;;z: AWCD R H
(ugTPFg*d?) tyrozynykg*h?) NH, kg h?) kgh?)
5.6 lidci NI 16,93 e 3,60 ab 0,98d 41,44 b 1,13a 30,0ab 3,376b
-6 lisci
26,24 d 3,69 ab 1,69¢ 44,93 a 1,15a 30,0ab 3,391b
NI 45,36 ¢ 4,03 a 0,94d 35,0d 1,32a 30,7ab 3,394ab
Kwitnienie
| 77,13 a 5,03a 2,28b 389c 1,253 31,0a 3,392b
Wyksztatcanie NI 45,33 ¢ 1,59¢ 1,37¢c 39,76 be 1,17a 30,3ab 3,398ab
strakow I 62,74b 2,95 ab 2,77a 40,65 bc 1,08a 29,7b  3,419a

Stwierdzono, ze aktywnosci enzymoéw w wigkszosci przypadkow roznity si¢ istotnie
pomigdzy fazami rozwoju, niezaleznie od zastosowania szczepionki Rhizobium. Maksymalne
aktywnos$ci dehydrogenazy i proteazy zaobserwowano podczas kwitnienia, a efekt ten byt
bardziej widoczny po zastosowaniu Rhizobium. Wzmozona aktywnos$¢ enzymatyczna gleby
wynikajaca z aplikacji szczepionki bakterii symbiotycznych wskazuje na poprawg warunkow
wzrostu roslin przez wzbogacenie gleby w sktadniki odzywcze jak tez wzrost odpornosci na
patogeny roslinne (Gopalakrishnan i in., 2015).

Wskazniki réznorodnosci funkcjonalnej (AWCD, R, H) nie réznily si¢ istotnie po
zastosowaniu szczepionki bakteryjnej. W przypadku H i R odnotowano zmiany w odniesieniu
do poszczegélnych terminéw pomiarowych. Na podstawie wykorzystania substratow

weglowych przez mikroorganizmy, wyrdzniono 2 grupy obiektéw (kryterium Sneath’a 66%).
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Najwieksze podobienstwo do siebie pod wzgledem utylizacji substratdéw weglowych
wykazano w terminach 5-6 lisci oraz wyksztalcania strakéw dla obiektu, w ktérym
zastosowano szczepionke. W tej grupie obserwowano nizsze niz w pozostalych obiektach
wykorzystanie w  szczegOlnosci:  N-acetyl-D-glukozaminy, y-Laktonu Kwasu D-
galaktonowego, L-asparaginy, D-celobiozy, a-D-laktozy, D-kwasu jablkowego, L-argininy,
B-Metylo-D-glukozydu i kwasu itakonowego. Polimery byly w mniejszym stopniu
utylizowane przez mikroorganizmy po zastosowaniu szczepionki niz w obiekcie kontrolnym
w fazie kwitnienia, natomiast kwasy karboksylowe w fazie wyksztalcania strgkow.

Roznorodno$¢ funkcjonalna zbiorowisk mikroorganizméw (CLPP) okazala si¢ mniej
czultym wskaznikiem do oceny wplywu szczepienia Rhizobium niz aktywnos¢ enzymow
glebowych. Moze to wynika¢ z faktu, ze w tej metodzie mogag by¢ stymulowane do wzrostu
rzadkie, nie dominujace, hodowlane mikroorganizmy, ktdre przystosowaty si¢ do szybkiego
wykorzystania dostepnych substratow. Szacunkowo ok. 1% bakterii obecnych w glebie daje
si¢ wyhodowa¢ na tradycyjnych podlozach hodowlanych w standardowych warunkach
laboratoryjnych. W przeciwienistwie do CLPP, aktywnos¢ enzymatyczna gleby nie opiera sie
na hodowli drobnoustrojow. Warto zauwazy¢, ze szczepionka wywolata zmiany aktywnosci
enzymow glebowych podczas catego okresu wegetacji w przeciwienstwie do réznorodnosci
funkcjonalne;.

Podsumowujac, badania przedstawione w pracy H4 pokazaly, ze inokulacja
szczepionka bakterii symbiotycznych Rhizobium nasion bobiku wigze si¢ z nasileniem
aktywnosci enzymatycznej w ciagu okresu wegetacji, a skala tych zmian uzalezniona jest od

rodzaju enzymu i fazy rozwoju rosliny.
PODSUMOWANIE

Okreslenie reakcji roslin bobowatych i wybranych wiasnosci mikrobiologicznych
gleby w strefie korzeniowej na zastosowanie flawonoidéw, czynnikéw Nod i szczepionki
Rhizobium stanowi przedmiot badan wskazanych jako osiagnigcie naukowe. Badania te maja
zardbwno charakter podstawowy, jak i aplikacyjny. Ich wyniki znajduja zastosowanie w
opracowaniu sposoboéw regulacji procesow biologicznych i struktury mikroorganizméw w
strefie korzeniowej ros$lin decydujacych o jakosci i zyznosci gleby. Z drugiej strony
otrzymane wyniki moga postuzy¢ do opracowania sposobow zwigkszenia plonéw roslin

bobowatych, a co bardziej istotne, zwigkszenia udzialu azotu pochodzacego z atmosfery w
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plonie roslin, za czym przemawiaja efekty ekonomiczne i ekologiczne. Do najbardziej

istotnych wynikow osiagnigcia nalezy zaliczy¢:

1.

okreslenie zmian aktywnosci enzyméw oraz populacji i réznorodnosci funkcjonalne;j
mikroorganizméw w ryzosferze grochu pod wptywem flawonoidéw i czynnikow Nod
podczas sezonu wegetacji

wykazanie, ze flawonoidy i czynniki Nod zwigkszaja aktywnos¢ wybranych enzymow
glebowych oraz liczebno$¢ mikroorganizméw, ktore korzystnie wptywaja na jakos¢
gleby 1 roslin

wykazanie, ze zastosowanie czynnikéw Nod prowadzi do zwigkszenia tempa wigzania
azotu z powietrza, plonu nasion i biatka w sezonie wegetacji o mniejszej niz srednia
ilosci opadéw

okreslenie oddziatywania czynnikéw Nod na wzrost roslin i symbiotyczne wiazanie
azotu w glebie o wysokiej gestosci

wykazanie, ze inokulacja nasion szczepionka Rhizobium pociaga za soba wzmozong

aktywno$¢ enzymdw glebowych podczas okresu wegetacji.
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5. Oméwienie pozostalych osiggni¢é naukowo - badawczych

A. Przed uzyskaniem stopnia doktora

W roku 2004 zostalam stuchaczem Studiow Doktoranckich w Instytucie Agrofizyki
im. B. Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk w Lublinie. Wlaczylam si¢ w dzialalnos$¢
Zakladu Podstaw Ksztaltowania Srodowiska Glebowego, obecnie Zaktad Badan Systemu
Gleba-Roslina, kierowanego przez prof. dr hab. Jerzego Lipca. Poczatkowo bralam udziat w
pracach realizowanych w ramach projektu badawczego kierowanego przez prof. dr hab.
Jerzego Lipca pt. ,,Wpltyw makroporéow glebowych na wzrost korzeni i1 pedéw roslin oraz
wymywanie skiadnikow pokarmowych z gleby”. Wynikiem jest wspélautorstwo w dwoch
publikacjach naukowych w czasopismach z bazy Journal Citation Reports (JCR) (Zal.4
ILA.11,12) i opracowan w ksiazkach (Zat.4 ILD.5, Zal.5 1.D.8). Oprocz tego, wyniki
prowadzonych badan byly przedstawione na kilku konferencjach krajowych i
miedzynarodowych (Zat.5 1.A.1-6,9,18,20). Tematyka tych prac obejmowala analize
wymywania herbicydu atrazyny i sktadnikow pokarmowych: Mg, K, Mn i Fe z gleb o r6znym

sposobie uzytkowania tj. uprawa tradycyjna i 35 letni sad owocowy.
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W latach 2008-2009 bylam wykonawca projektu promotorskiego pt.: ,, Wptyw gestosci
gleby 1 $cidtkowania na wzrost systemu korzeniowego i czg¢sci nadziemnych soi”, ktérego
wyniki przedstawitam w rozprawie doktorskiej przygotowanej pod kierunkiem prof. dr hab. J.
Lipca pod takim samym tytulem. Rozprawa doktorska zostala wyrdzniona przez Rade
Naukowa Instytutu Agrofizyki PAN, a wyniki osiagnigte w toku realizacji projektu byly
prezentowane na licznych konferencjach zaréwno krajowych, jak i migdzynarodowych (Zat.5
[.A.8,10-12,14-17,19,21,22). Ponadto efekty podj¢tych badan zostaly zaprezentowane w
opublikowanych sprawozdaniach (Zat.4 11.D.2-4) i w folderach informacyjnych o Instytucie
Agrofizyki PAN (Zal.5 1.D.4,5).

W czasie Studidéw Doktoranckich bytam stypendystka Projektu Stypendialnego
»Stypendia dla mlodych naukowcédw szansa agrorozwoju Lubelszczyzny” finansowanego z
Europejskich Funduszy Strukturalnych i Zintegrowanego Programu Operacyjnego Rozwoju
Regionalnego, w okresie od 2005 do 2007 roku. Otrzymane stypendium umozliwilo mi
przygotowanie dwoch prac naukowych, ktore ukazaly si¢ w ksiagzkach (Zal.5 1.D.6,7). W
2008 roku zostalam beneficjentem projektu systemowego ,,Stypendia naukowe dla
doktorantow” finansowanego ze srodkéw Europejskiego Funduszu Spotecznego, Budzetu
Panstwa oraz Budzetu Wojewddztwa.

Przed obrong pracy doktorskiej opublikowatam tacznie cztery prace recenzowane, z
czego dwie w czasopismach indeksowanych na liscie JCR. Bratam udzial w konferencjach
krajowych i miedzynarodowych, gdzie prezentowatam zaréwno referaty, jak i bratam udziat
w sesjach posterowych (lacznie ukazaly si¢ 23 doniesienia konferencyjne). Dodatkowo
aktywnie uczestniczylam w organizacji warsztatow "Agrofizyczne metody badawcze” (udziat

w komitecie organizacyjnym).

B. Po uzyskaniu stopnia doktora nauk rolniczych
Po uzyskaniu stopnia doktora nauk rolniczych w zakresie agronomii-agrofizyki
zostalam zatrudniona poczatkowo na stanowisku biotechnologa, a niedlugo potem
awansowatam na stanowisko adiunkta w Instytucie Agrofizyki im. B. Dobrzanskiego Polskiej
Akademii Nauk w Lublinie w Zakladzie Badan Systemu Gleba-Roslina, kierowanego
wowczas przez prof. dr hab. Jerzego Lipca, a obecnie przez prof. dr hab. Magdalen¢ Frac.
Poczatkowo po uzyskaniu stopnia doktora skupitam si¢ na opublikowaniu wynikéw
zamieszczonych w mojej rozprawie doktorskiej. Wyniki zamieszczone w rozprawie
doktorskiej ukazaty si¢ w trzech publikacjach w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie JCR.
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Sumaryczny Impact factor tych prac to 6,987, a liczba punktéw wedlug MNiSW wynosi 92.

Tematyka wspomnianych prac ukierunkowana jest na:

1. ocene¢ wplywu réznych stanéw zageszczenia gleby (niski, $redni i wysoki) oraz
Sciétkowania gleby stoma pszenna na jej aktywnos¢ mikrobiologiczng (aktywnos¢
enzyméw glebowych oraz liczebnos¢ drobnoustrojow) (Zat.4 11.A.8). Przeprowadzone
badania pozwolily stwierdzi¢, ze zaréwno zageszczenie gleby jak i $cidtka istotnie
wplyngly na badane parametry. Wykazano, ze analizowane parametry osiagnely najwyzsze
wartosci w glebie o s$rednim stanie zagg¢szczenia, za$ najnizsze w glebie najbardziej
zageszezonej, przy czym S$ciotka zwigkszyla aktywnosci enzyméw 1 liczebnosci
mikroorganizméw we wszystkich stanach zaggszczenia gleby.

2. okreslenie wplywu zréznicowanych standw zageszczenia gleby (niski, sredni i wysoki) i
jej S$cioltkowania na wigzanie azotu atmosferycznego (aktywnos¢ nitrogenazy,
brodawkowanie) i plon soi (Zat.4 I1.A.9). W wyniku badan wykazano, ze $ciétka wplynela
na wigzanie azotu oraz brodawkowanie w wigkszym stopniu niZ stan zaggszczenia gleby,
natomiast odwrotna zalezno$é wykazano w odniesieniu do plonu biatka i nasion. Sciétka
istotnie wplynela na tempo wigzania azotu przez zwigkszenie aktywnosci nitrogenazy i
$rednicy brodawek oraz na plon nasion. Ponadto, $ciétkowanie oraz wysoki stan
zaggszczenia gleby zwigkszyly udzial duzych brodawek oraz suchg mase jednej brodawki.
Najwyzszy plon nasion i bialka uzyskano z obiektu z gleba S$cidtkowana $rednio
zageszczona, natomiast najnizszy w glebie najbardziej zaggszczonej. Wyniki uzasadniaja
rekomendacj¢ $ciotkowania stoma gleby w celu poprawy wydajnosci uprawy soi,
zwlaszcza w przypadku gleb o niskim i §rednim stanie zagg¢szczenia.

3. okreslenie zaleznosci miedzy gestoscia gleby i $cidtka a wlasnosciami fizycznymi gleby
(temperatura, potencjal macierzysty, opdr penetracji) 1 plonowaniem soi (Zal.4 II.A.5) w
trzech latach o réznych warunkach atmosferycznych. Najwazniejsze efekty tej pracy to
wykazanie, ze $cidtkowanie spowodowato wzrost plonu biatka i tluszczu w latach z
réwnonﬁemymi opadami deszczu. Natomiast w roku o stosunkowo malej ilosci opadéw
$ciotkowanie negatywnie wplynglo na wzrost soi ze wzgledu na zatrzymywanie wody
opadowej przez $cidtke i wzrost oporu mechanicznego zwlaszcza w glebie najbardziej
ZageSZCzZone].

Dodatkowo wyniki badan uzyskane w ramach pracy doktorskiej prezentowatam na

konferencjach (Zal.5 1.A.24-27).
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W tym czasie ukazaly si¢ rowniez dwie publikacje (Zal.4 11.A.6,10) oraz rozdziat w
ksigzce w jezyku angielskim (Zat.4 II.C.1) na temat wymywania herbicydu atrazyny,
sktadniké6w pokarmowych: NOs;-N, NHs-N i PO4-P oraz Mg, K, Mn i Fe z gleb o r6znym
sposobie uzytkowania tj. uprawa tradycyjna i gleba z 35 letniego sadu owocowego. Ponadto
jestem wspotautorem opublikowanego sprawozdania na temat wptywu sposobu uzytkowania
gleby na jej aktywno$¢ mikrobiologiczng (Zal.4 I11.D1). Bralam tez udzial w realizacji
projektu kierowanego przez prof. dr hab. J. Lipca pt.: ,,Modelowanie europejskiego rolnictwa
ze zmianami klimatu dla bezpieczenstwa zywnosci”.

Moje zainteresowania naukowe nadal skupialy si¢ na ocenie wplywu wysokiego stanu
zageszczenia gleby na wzrost roslin. Badania te realizowalam w ramach zadan dziatalnosci
statutowej Instytutu Agrofizyki PAN kierowych przez prof. dr. hab. Jerzego Lipca. W efekcie,
przy wspdlpracy z prof. Rainerem Hornem z Institute for Plant Nutrition and Soil Science w
Kiel (Niemcy), dr Jackiem Pietrusiewiczem z UMCS w Lublinie oraz pracownikami Instytutu
Agrofizyki PAN ukazaly sie trzy publikacje znajdujace si¢ w bazie JCR (sumaryczny IF to
9,804, 115 pkt. MNiSW). Prace te poruszaja nastgpujace zagadnienia:

1. okreslenie zmian wiasnosci fizykochemicznych korzeni wybranych roslin zbozowych
powodowanych przez wysoka gesto$é gleby (Zat.4 I1.A.1). Najistotniejszy rezultat tych
badan to wykazanie, Zze nadmierne zaggszczenie gleby powoduje niekorzystne zamiany
parametréw charakteryzujacych pobieranie i wigzanie kationéw w korzeniach tj.
zmniejszenie: calkowitej pojemnosci wymiany kationdw, catkowitego fadunku
powierzchniowego i gestosci tadunku powierzchniowego oraz zwigkszenie pozornej
powierzchni wlasciwej korzeni. Wigze si¢ to z niedoborem sktadnikéw pokarmowych do
prawidlowego wzrostu i rozwoju roslin. Zaleznosci takie odnotowano dla wszystkich
badanych gatunkéw ro$lin: pszenicy, pszenzyta, zyta, jgczmienia i kukurydzy, cho¢ w
réznym natezeniu.

2. okreslenie wplywu ksztaltu ziaren piasku na wzrost pszenicy (Zal.4 11.A.4). W pracy
wykazaﬁo istotny zwigzek pomig¢dzy ksztaltem ziaren piasku (okragly i szorstki,
pochodzacy ze zt6z odpowiednio fluwioglacjalnych i eolicznych) a wzrostem siewek
pszenicy (ocenionym na podstawie dtugosci, masy i $rednicy korzeni, masy i powierzchni
pedow) oraz wilasciwosciami fizycznymi piasku (gestosé, przepuszczalno$¢ wodna).
Obnizenie wartosci analizowanych parametréw rolinnych (z wyjatkiem srednicy korzeni,
ktora ulegta zwigkszeniu) powodowane przez piasek o chropowatym ksztalcie powiazane

bylo z utrudnionym przemieszczaniem ziaren piasku. Jest to o tyle istotny problem, ze
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wiele gleb uprawnych to gleby piaszczyste, a ponadto w licznych badaniach wazonowych
piasek stosowany jest jako podtoze do wzrostu roslin. Wykorzystanie réznego rodzaju
piasku w badaniach, gdzie istotna jest ocena tempa wzrostu roslin, moze prowadzié do
btednych wynikéw

3. ocena wplywu wysokiego stanu zaggszczenia gleby na poczatkowy wzrost wybranych
roslin zbozowych (Zal.4 11.A.7). Najwazniejszym osiagni¢ciem pracy byl opis zmian w
budowie korzeni (zmiana ksztaltu, powierzchni przekroju), lacznie ze zmianami
anatomicznymi korzeni (deformacje komdrek kory oraz walca osiowego, ich powierzchni)
powodowanych przez wysoka gestos¢ gleby, oraz wykazanie, ze intensywnosé zmian pod
wplywem nadmiernego zageszczenia gleby byla zréznicowana u réznych gatunkéw roslin
(pszenica, pszenzyto, zyto, jeczmien i kukurydza). Warto podkresli¢, ze pracg tg
dotychczas cytowano az 39 razy (wg Web of Science).

Drugi kierunek moich zainteresowan naukowych dotyczy symbiotycznego wigzania
azotu atmosferycznego przez rosliny bobowate, a zwlaszcza poszukiwania metod
zwigkszajacych potencjal tego procesu, jak roéwniez czynnikéw regulujacych proces
symbiotycznego oddzialywania roslin bobowatych z rizobiami. Dodatkowo moje
zainteresowania ukierunkowane sg na analiz¢ przemian azotu zwigzanego symbiotycznie i
jego pobieranie przez roSliny nastgpcze, jak réwniez na mikrobiologi¢ i biochemig
srodowiska glebowego. Prace nad tymi zagadnieniami realizowalam i nadal realizuje w
ramach trzech projektow badawczych, finansowanych przez Ministerstwo Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego oraz Narodowe Centrum Nauki, ktérych jestem kierownikiem. W
realizacj¢ tych projektdw zaangazowani byli pracownicy Zakladu Genetyki i Mikrobiologii
Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie oraz Zakladu Gleboznawstwa i Chemii
Rolniczej Uniwersytetu Przyrodniczo-Humanistycznego w Siedlcach.

W projekcie wlasnym juz zakonczonym pt. ,,Wplyw flawonoidéw, czynnikow Nod
oraz $ciétkowania na brodawkowanie i plonowanie grochu”, badania skupione byly na
okresleniu wptywu stosowania flawonoidéw i czynnikéw Nod oraz $cidtkowania stoma gleby
na brodawkowanie, wigzanie azotu, wzrost czg¢sci nadziemnych i korzeni oraz plonowanie
grochu, a takze wybrane wiasciwosci gleby. W efekcie jego realizacji opublikowano trzy
prace naukowe (H2,3,5) w czasopismach indeksowanych w JCR o sumarycznym IF 5,426, 80
pkt. MNiSW. Wszystkie te prace wchodza w sklad osiagnig¢cia naukowego. Ponadto rezultaty
badan zostaly przedstawione na konferencjach (Zat.5 1.A.28,34,36,41).
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Gléwnym celem nastgpnego projektu badawczego pt. ,,Okreslenie wf)lywu czynnikow
Nod na proces biologicznej redukcji azotu czasteczkowego przez bobik™ realizowanego pod
moim kierownictwem jest poznanie i wyjasnienie zjawiska infekcji korzeni bobiku przez
bakterie symbiotyczne Rhizobium leguminosarum bv. viciae w obecnosci czynnikéw Nod
poprzez:
- okreslenie aktywnos$ci symbiotycznej, w tym pomiar ilosci biologicznie redukowanego
azotu
- charakterystyke szczepow rizobiow zasiedlajacych brodawki bobiku
- okreslenie reakcji czeéci nadziemnych, korzeni i plonowania bobiku
- ocene aktywno$ci enzymatyczne] i mikroorganizmow zasiedlajacych ryzosferg bobiku.
Na podstawie wynikow badan dotychczas opublikowano jedna pracg naukowa (H4), ktéra
sktada si¢ na osiagniecie naukowe. Kolejna publikacja jest w recenzji do czasopisma z bazy
JCR. Wyniki prezentowane byly réwniez na kilku konferencjach (Zal.5 1.A.46-50,54).

Kolejny projekt, ktérego jestem kierownikiem nosi tytul ,,Biochemiczne przemiany w
glebie zwigzkow organicznych azotu zsyntetyzowanych w procesie biologicznej redukcji
azotu przez bobik i jego pobieranie przez ro$liny nastgpcze” i jest realizowany od marca 2017
roku. Zatozeniem tego projektu jest szczegétowa analiza przemian organicznych zwiazkow
azotu (powstatych w roslinach bobiku podczas procesu biologicznej redukcji azotu) w glebie
oraz okre$lenie iloSci azotu pobieranego przez rosliny nastgpcze, jak réwniez sprawdzenie
inhibicyjnych wiasciwosci pentachlorofenolu w procesie biologicznej redukcji azotu w
warunkach do$wiadczenia polowego. Zaplanowane badania zapelniajq luk¢ w literaturze,
bowiem biochemiczne przemiany (w czasie wzrostu i rozwoju ro$lin nastgpczych)
organicznych zwiazkéw azotu i wegla wystepujacych w resztkach pozniwnych roslin
bobowatych wprowadzonych do gleby nie zostaly dotad szczegétowo opisane w literaturze.
Dotyczy to zwlaszcza réznych zwiazkéw azotu (aminokwasy, amidy, aminocukry) oraz
frakceji azotu latwo, trudno i niehydrolizujacych, jak rowniez zwiazkow wegla (kwasy
fulwowe i huminowe). Co wigcej, badania uzupeinia wiedz¢ na temat procesu rozkladu
resztek pozniwnych roslin bobowatych i zbozowych (rézniacych si¢ znacznie pod wzglgdem
stosunku C:N), ktéory bedzie analizowany na podstawie aktywnosci enzymow
zaangazowanych w obieg C, N i P, rdéznorodnosci funkcjonalnej i genetycznej
mikroorganizmoéw, jak tez na podstawie skladu gatunkowego bakterii i grzybéw (analiza
metagenomiczna). Dodatkowo otrzymane wyniki znajda zastosowanie w sporzadzeniu

bilansu azotu, jak roOwniez w oszacowaniu ilosci stosowanych nawozéw azotowych w
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produkcji rolniczej, co istotnie wplywa na ekonomi¢ nawozenia roslin oraz ochrong
srodowiska. Wyniki uzyskane w ramach tego projektu zaprezentowatam na konferencji
mie¢dzynarodowej (Zal.5 1.A.55).

W 2011 roku zostatam stypendystka Stypendium Dyrektora Instytutu Agrofizyki PAN
w Lublinie. Umozliwilo mi to przeprowadzenie badan na temat oddzialtywania czynnikéw
Nod na symbiotyczne wigzanie azotu oraz wzrost grochu w warunkach zréznicowanej
gestosci gleby. W efekcie tego stypendium ukazalta si¢ publikacja, ktora jest wlaczona do
osiagnig¢cia (praca H1).

Moja praca naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia doktora ponadto dotyczyla
kwestii zagospodarowania odpadéw przemystu rolno-spozywczego. Badania te realizowalam
jako wykonawca w ramach dwoch projektow badawczych kierowanych przez prof. dr hab.
Magdaleng Frac: projektu wlasnego ,,R6znorodnosé populacji mikroorganizméw i aktywnosé
biochemiczna strefy korzeniowej wybranych roslin uprawnych w wyniku rolniczego
zagospodarowania osadow z oczyszczalni $ciekéw mleczarskich”, oraz projektu Lider
»Opracowanie innowacyjnego biopreparatu do optymalizacji procesu fermentacji metanowej
odpadow organicznych”. Moim zadaniem we wspomnianych projektach byl udzial w
analizach mikrobiologicznych i biochemicznych substratéw, masy fermentacyjnej, osadu i
gleby, jak rowniez dobdr szczepow grzybow w celu uzyskania biopreparatu. Rezultaty tych
badan zostatly opublikowane w 2 pracach naukowych z listy JCR (Zal.4 11.A.2,3) oraz w
Raporcie Polskiej Akademii Nauk (Zat.4 I1.C.2), jak tez byly zaprezentowane na wielu
konferencjach (Zal.5 1.A.29-33,35,37-40,42-44,51-53,56). Ponadto jestem wspotautorem
patentu przyznanego przez Urzad Patentowy RP pt. ,Nowy szczep grzyba Trichoderma
atroviride G79/11, sposéb otrzymywania biopreparatu do fermentacji metanowej odpadow
organicznych z wykorzystaniem tego szczepu oraz sposob prowadzenia fermentacji
metanowej odpadéw organicznych z zastosowaniem biopreparatu”, ktory powstal w efekcie
realizacji projektu Lider.

Od roku 2018 bede wuczestniczyla w charakterze wykonawcy w projekcie
realizowanym w ramach Programu ,Srodowisko naturalne, rolnictwo i les$nictwo” —
BIOSTRATEG pt.: ,,Nowe rozwigzania biotechnologiczne w diagnostyce, zwalczaniu i
monitoringu kluczowych patogenéw grzybowych w ekologicznej uprawie owocoéw migkkich”
finansowanym przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju, pod kierownictwem prof. dr hab.

Magdaleny Frac. Celem nadrzednym tego projektu jest opracowanie nowych rozwigzan w
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diagnostyce, zwalczaniu i monitorowaniu najwazniejszych patogenéw grzybowych w
ekologicznej uprawie owocow.

W mojej dziatalno$ci dydaktycznej i popularyzujacej nauke w latach 2010-2017,
prowadzilam wyktady dla studentéw Studiow Doktoranckich w Instytucie Agrofizyki PAN
oraz bralam udzial w Lubelskim Festiwalu Nauki. Ponadto wyglositam referat w ramach Dni
informacyjnych o projektach realizowanych w Instytucie Agrofizyki PAN. Petnitam funkcje
promotora pomocniczego W przewodzie doktorskim. Jestem czlonkiem Polskiego
Towarzystwa Agrofizycznego (od 2009 roku). Ponadto wykonalam recenzje 7 artykulow
naukowych do czasopism takich jak: PLOS ONE, Crop & Pasture Science, International
Agrophysics, Electronic Journal of Polish Agricultural Universities, Zeszyty Problemowe
Postepéw Nauk Rolniczych. Jestem wspoétautorem lacznie 56 doniesien konferencyjnych, w
tym 33 po uzyskaniu stopnia doktora. Swoje umiejgtnosci i zainteresowania naukowe
poszerzatam uczestniczac w kursach i szkoleniach.

W 2017 roku m. in. za publikacje, ktorej jestem wspolautorem (Zal.4 I11.A.3) zostala
przyznana nagroda zespotowa Rektora Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie.

Do chwili obecnej ukazaly si¢ tacznie 22 recenzowane prace naukowe, ktorych jestem
wspolautorem, w tym 17 w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Report,
ktorych sumaryczny Impact Factor wynosi 35,615, a liczba punktow MNiSW 513. Po
uzyskaniu stopnia doktora opublikowano tacznie 12 recenzowanych prac naukowych (ktére
nie wliczaja si¢ do osiagnigcia naukowego) mojego wspoOlautorstwa, w tym 10 w
czasopismach indeksowanych w JCR, ktérych sumaryczny Impact Factor wynosi 21,296, a
liczba punktow MNiSW 330. Liczba cytowan moich prac wg Web of Science wynosi 95 (bez
autocytowan), natomiast indeks Hirscha wynosi 6. Dotychczas bytam kierownikiem 3
projektéow badawczych, a w roli wykonawcy uczestniczytam lub bede uczestniczy¢ w

realizacji tacznie 6 projektow badawczych.
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Przed uzyskaniem | Po uzyskanin
Dorobek naukowy stopnia doktora | stopnia doktora Razem
Oryginalne prace tworcze w czasopismach z
2 15 17
IF, w tym
- prace stanowiace osiagnigcie naukowe 0 5 5
-pozostate prace 2 10 12
Pozostate oryginalne prace tworcze bez IF 3 2 5
Sumaryczny IF 3,461 32,154 35,615
Punkty MNiSW za publikacje 38 475 513
Projekty badawcze finansowane ze zrodet
: . 0 3 3
zewnetrznych, kierownictwo
Projekty badawcze finansowane ze zrodet
2 4 6
zewngtrznych, wykonawstwo
Komunikaty w materiatach konferencyjnych 23 33 56
Recenzje publikaciji 0 | 7 7
Patenty 0 I 1 1

35




