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Tomasz Kondraciuk?, Marek Niewegtowski =2

Wykorzystanie naturalnych stymulatoréw wzrostu
w uprawie ziemniaka jadalnego
The use of natural growth promoters in edible potatoes cultivation

Produkcja ziemniaka jest jedna z najwazniejszych, dostarczajacych pozywienia,
upraw na s§wiecie. Ziemniak ma réwniez bardzo wysoka warto$¢ odzywcza, co wynika
z zasobno$ci w sktadniki odzywcze, niezbedne do funkcjonowania organizmu, takie jak:
weglowodany, biatko, btonnik, witamina C, witamina B, potas i zelazo. Popularno$é
ziemniakOw na $wiecie wzrosta m.in. przez tatwos¢ w ich przyrzadzaniu, cen¢ oraz do-
stepnos¢ na rynku [Zarzecka i in. 2022b]. Na plon i jako$¢ ziemniaka oddziatuja czynniki
agrotechnologiczne, genetyczne i $rodowiskowe. Do najwazniejszych zabiegow agro-
technicznych w uprawie ziemniaka nalezy zwalczanie chwastow. Zabieg ten mozna sto-
sowa¢ w kombinacji praktyk mechanicznych oraz chemicznych. Wykonywanie zabiegu
odchwaszczania ma ogromny wplyw na zwigkszenie plonéw bulw i poprawe ich jakosSci
[Zarzecka i in. 2021].

Coraz wicksza rolg¢ w produkcji ziemniaka zaczyna odgrywaé zréwnowazony sys-
tem produkcji roslinnej, wykorzystujacy odpowiednie biostymulatory, uznawane za in-
nowacyjne narzedzia agronomiczne. Produkty naturalne wchodzace w sktad biostymula-
torow wplywaja korzystnie na efektywnos$¢ odzywiania, cechy jakosciowe bulw oraz
zwigkszaja tolerancje¢ na stres abiotyczny. Produkcja znacznej ilo$¢ biostymulatorow
opiera si¢ na bazie ekstraktow z alg morskich i kwaséw huminowych. Zwigzki bioak-
tywne, jakie znajdujg si¢ w biostymulatorach pochodzacych z alg morskich, wptywaja
korzystnie na wzrost, zwigkszajg zdolno$¢ do wykorzystania dostepnych sktadnikéw po-
karmowych oraz odpornos¢ roslin na dziatanie patogenow i poprawiajg plonowanie bulw.
Substancje humusowe wplywaja zar6wno na strukture ro$lin, jak tez na fizjologiczne
zmiany zwigzane z przyswajaniem i dostarczaniem sktadnikow pokarmowych. Oddzia-
huja tez na zmiany zachodzace w pierwotnym i wtornym metabolizmie roslin, zwigzanym
ze stresem abiotycznym [Wadas i Dziugiet 2020b]. Ekstrakty z alg morskich i substancji
humusowych poprawiaja rowniez wlasciwosci gleby. Przez poprawe struktury zwiek-
szaja rozpuszczalno$¢ mikroelementdow w glebie, a zmiany fizjologiczne, jakie zachodza
w roslinach, prowadza do poprawy morfologii korzeni czy wzrostu ich aktywnosci [Dziu-
giet 1 Wadas 2020a].

1 Uniwersytet Przyrodniczo-Humanistyczny w Siedlcach, Wydzial Agrobioinzynierii i Nauk
o Zwierzetach, Studenckie Koto Naukowe Agrobioinzynierii, tomekkondraciuk@poczta.onet.pl

2 Uniwersytet Przyrodniczo-Humanistyczny w Siedlcach, Wydzial Agrobioinzynierii i Nauk
0 Zwierzetach
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Zachodzace zmiany klimatu wywotuja stres abiotyczny, ktory wptywa na spadek
$wiatowej produkcji ziemniaka — w 2022 r. 0 18%, a do 2050 r. prognozowane 35%.
Okresy wysokich temperatur i susze staja si¢ coraz czestszym zjawiskiem w Europie
Srodkowej. W $wietle zmian klimatycznych stymulatory wzrostu stajg si¢ coraz bardziej
popularne. Biostymulatory sa uzywane jako dodatek do nawozow, ktory ma wspomagaé
pobieranie sktadnikow pokarmowych przez rosliny oraz zwigkszac ich odpornos¢ na stres
abiotyczny [Doborek i in. 2019]. Zawarto$¢ w biostymulatorach zwigzkow bioaktywnych
wptywa korzystnie na wzrost i adaptacje do stresu w celu lepszego wykorzystania poten-
cjatu produkcyjnego danej odmiany w warunkach srodowiskowych panujacych na obsza-
rze produkcji [Dziugiet i Wadas 2020b].

Stres klimatyczny i sSrodowiskowy to czynniki ograniczajgce wzrost i przezycie ro-
$lin. Niemal na catym $wiecie wystepuja najwazniejsze czynniki srodowiskowe, wpty-
wajace na ograniczenie produkcji. Naleza do nich wspomniane wczesniej zmiany klima-
tyczne, a w szczegdlnosci nicoptymalne temperatury, niedobory wody spowodowane su-
sza, wysokie zasolenie oraz niska zyznos$¢ gleb [Bulgari i in. 2019].

Celem pracy jest analiza wynikow badan nad wptywem stymulatorow wzrostu
w uprawie ziemniaka jadalnego, w potaczeniu z zastosowanymi §rodkami ochrony roslin,
nawozeniem dolistnym oraz uzyskanym efektem w postaci plonu handlowego. Materiat
stanowig wyniki badan prowadzonych przez krajowych badaczy. Przeprowadzono prze-
glad literatury dotyczacej wykorzystania i wptywu stymulatoré6w wzrostu na uprawe
ziemniaka jadalnego. Praca ma charakter przegladowy, zastosowano w niej metode
opisowa.

Rola i znaczenie biostymulatoré6w w uprawie ziemniaka

Glowna przyczyna stosowania biostymulatorow w uprawach rolniczych jest
ochrona i zabezpieczenie roslin przed stresem oraz przy$pieszenie procesow zyciowych
czy szybsza regeneracja roslin po wystapieniu stresu. Biostymulatory wspomagajg wzrost
korzeni, todyg i lisci. Ich stosowanie jest najbardziej skuteczne, gdy rosliny sg uprawiane
w niekorzystnych warunkach jak susza czy spadki temperatury [Mystkowska 2018]. Za-
interesowanie biostymulatorami i ich wiasciwo$ciami regulujgcymi warunki stresowe
zwigksza si¢ wsrdd producentow nie tylko ziemniaka, lecz i innych roslin [Trawczynski
2020]. Dziatanie biostymulatoréw nie tylko reguluje pokrdj roslin po skutkach streso-
wych, ale réwniez ma zapewni¢ poprawe masy roslin, czyli powierzchni¢ asymilacyjna,
zwickszy¢ liczbg bulw oraz zawarto$¢ skrobi [Matysiak i Adamczewski 2010]. Biosty-
mulatory pozytywnie oddzialuja na procesy metaboliczne roslin przez zwickszenie ich
wydajnosci oraz jakosci. Wedlug Du Jardina [2015] zastosowanie biostymulatoréw
zwicksza wykorzystanie sktadnikoéw pokarmowych i poprawia tolerancje na stres abio-
tyczny. Biostymulatory wplywaja rowniez na wzrost mikroflory glebowe;j, co sprzyja lep-
szemu rozwojowi systemu korzeniowego roslin [Ertani i in. 2014]. Badania przeprowa-
dzone przez Dziugiet i Wadas [2020a] wykazaty wzrost bulw ziemniaka w przedziale od
37 do 55 g. Stwierdzono, ze wielko$¢ plonu bulw zalezata od warunkéw pogodowych.



Badania przeprowadzone na algach morskich wskazaty najwigkszy przyrost bulw ziem-
niaka przy bardzo wilgotnej i cieplej pogodzie. Stwierdzono wzrost plonu masy bulw
ziemniaka przy zastosowaniu stymulatora wzrostu blisko o 17% wzgledem uprawy bez
biostymulatora.

W Instytucie Rolnictwa i Ogrodnictwa w Siedlcach prowadzono badania biostymu-
lator6w, opartych na algach morskich i kwasach humusowych, na ziemniakach odmian
Denar, Lord, Milek, przeznaczonych na wczesny zbior. Wybrane biostymulatory stoso-
wano wedlug zalecen producenta. Badania wskazaty, ze ekstrakty pochodzace z alg mor-
skich posiadaja wigkszy potencjat biostymulujacy, poniewaz zawieraja wigcej hormonow
roslinnych oraz zwigzkow stymulujacych wzrost roslin czy zwigkszajacych odporno$é na
warunki stresowe. Natomiast przy niesprzyjajacych warunkach atmosferycznych, takich
jak niedobor opaddéw i nieoptymalna temperatura, zastosowanie biostymulatora opartego
na ekstraktach kwasé6w humusowych wptyneto na zwigkszenie plonu srednio o 12%,
a stosowanie biostymulatoréw w optymalnych warunkach wzrostu i rozwoju roslin nie
miato znaczacego wptywu na wysokos¢ plonu (tab. 1) [Dziugiet i Wadas 2020b].

Tabela 1. Plon handlowy ziemniaka (t/ha)

Warunki termiczne i wilgotno$ciowe
Biostymulatory
korzystne rok ciepty rok chtodny

dla wzrostu roslin i bardzo wilgotny i do$¢ suchy
Bez biostymulatora 39,5 29,8 29,3
Biostymulator na
ekstraktach z alg 39,0 34,6 30,6
morskich
Biostymulator na
ekstraktach kwasow 41,4 31,6 32,8
huminowych

Zrodto: opr. wh. na podst. badan Instytutu Rolnictwa i Ogrodnictwa UPH w Siedlcach [Wadas i Dziugiet 2021]

Spetienie wymagan konsumenta przy jednoczesnym zwigkszeniu plonu handlo-
wego jest pozadanym efektem produkcyjnym kazdego plantatora. Dlatego coraz czest-
szym zabiegiem staje si¢ stosowanie regulatoréw wzrostu wraz ze srodkami ochrony ro-
$lin. Stosowanie biostymulatoréw poprawia procesy biochemiczne, morfologiczne oraz
fizjologiczne, ktore wptywaja na rosling [Gugata 1 in. 2017]. Badania przeprowadzone



przez Mystkowska i in. [2022] na odmianie Malaga (tab. 2) wykazaly, ze stosowanie her-
bicydéw z biostymulatorami wptywa na wielkos$¢ uzyskanego plonu. Wielkos¢ plonu
bulw wzgledem obiektu kontrolnego (odchwaszczanie mechaniczne) i zwalczania chwa-
stow metoda chemiczng byta nizsza wzglgdem zwalczania chwastow herbicydem w po-
faczeniu z biostymulatorem. Wielkos$¢ plonu, zarowno catkowitego, jak i handlowego,
zalezata od zastosowanego regulatora wzrostu. Mieszanina substancji pochodzaca z her-
bicydu Avatar 293 ZC w dawce 1,5 I/ha i stymulatora wzrostu Agro Sobor Follum 4 I/ha
wskazata najwigkszy wzrost plonu catkowitego oraz handlowego wzgledem pozostatych
obiektow. Wplyw potaczenia herbicydu Avatar 293 ZC oraz stymulatora wzrostu Agro
Sobor Follum wplynat na zwigkszenie plonu o 9% w plonie calkowitym oraz 12%
w plonie handlowym, wzgledem $redniego plonowania odmiany Malaga. Na pozostatych
obiektach uzyskano zréznicowany wzrost plonu wzgledem obiektu kontrolnego. Od-
chwaszczanie mechaniczne zastosowane na obiekcie kontrolnym wptyngto na spadek
plonu wzgledem $redniej wielkosci plonowania odmiany Malaga o 20% w plonie catko-
witym i 0 27% wzgledem wielkos$ci plonu handlowego.

Tabela 2. Plonowanie ziemniakow Malaga w latach 2018-2020

Metody aplikacji Dawka Plon ziemniakéw dt/ha
. herbicydu
herbicydéw Ibi

. Tatoréw iostymulatora ) o

1stymu dm?3/ha calkowity handlowy rdznica
Obiekt kontrolny —
pielenie mechaniczne B 276,50 220,50 56,00
Zastosowanie herbi-
cydu Avatar 293 ZC 15 326,60 277,40 49,20
Avatar 293 ZC + 1,5/2,0 346,20 308,10 38,10
PlnonoStart
Avatar 293 ZC + 1,5/15 332,40 287,50 44,90
Aminoplant
Avatar 293 ZC +
Agro-Sobr Follum 1,5/4,0 376,50 338,50 38,00
Srednia plonu - 345,40 302,90 42,60

Zrodto: opr. wk. na podst. badan Mystkowskiej i in. [2022]

Wplyw biostymulator6w na zawarto$¢ cukréw w ziemniakach

W bulwach ziemniaka znajduje si¢ duzo niezbednych witamin, ale najwigksze zna-
czenie ma witamina C, ktorej zawarto$¢ miesci si¢ w przedziale 5-30 mg $wiezej masy
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[Trawczynski i Wierzbicka 2012]. Warto$¢ odzywcza ziemniaka zalezy od sktadu che-
micznego bulw (skrobia, cukry ogétem, cukry redukcyjne, biatka, witaminy, sktadniki
mineralne oraz zawarto$¢ azotanow). Jest on uwarunkowany przede wszystkim wiasci-
woS$ciami odmianowymi, lecz na jego zawarto$¢ wptywaja rowniez czynniki zewngtrzne
jak warunki $rodowiskowe oraz stosowane zabiegi agrotechniczne czy wykorzystanie
stymulatorow wzrostu [Zarzecka i in. 2022a]. Waznym elementem w uprawie ziemniaka
jest odpowiedni dobor odmian, ktore bardzo réznig si¢ wymaganiami agrotechnicznymi
i wartoscig uzytkowa [Nowacki 2020]. Ziemniaki przeznaczone do spozycia powinny
posiada¢ wysokie parametry jakosciowe. Najwigksza role¢ w nawozeniu mineralnym od-
grywaja zabiegi dolistne, ktore sa w stanie najszybciej zaspokoi¢ niedobry w sktadniki
pokarmowe w trakcie sezonu wegetacyjnego oraz zwigkszy¢ plon handlowy i poprawic¢
jakos$¢ bulw [Barbas i Sawicka 2009].

Glownym sktadnikiem ziemniaka jest skrobia. Zawarto$¢ skrobi w ziemniaku ja-
dalnym moze siggaé¢ do 18% suchej masy. Badania wskazatly, ze na wptyw zawartosci
skrobi oddziatujg rowniez stosowane biostymulatory, przez zwigkszenie $redniej zawar-
tosci skrobi w bulwach [Mystkowska 2019a]. Dodatkowo badania przeprowadzone przez
Trawczynskiego [2020] polegajace na zastosowaniu preparatow krzemianowych wyka-
zaly zmniejszenie zawarto$ci azotanow (V) oraz zwigkszenie zawartosci witaminy C
w bulwach, a takze potwierdzily wzrost zawartosci skrobi w bulwach przy wystgpowaniu
niedoboru opad6éw oraz w okresach z nizszg temperaturg (tab. 3). Azotany zawsze wyste-
puja w bulwach, ich zawarto$¢ uzalezniona jest od przemian azotu w aminokwasy
i biatka. Ziemniaki nie magazynuja w bulwach wielkiej iloSci azotandw, ale stezenie
moze by¢ zréznicowane. Na spadek zawartoSci azotandéw ma wplyw witamina C, ktora
zmniejsza ich szkodliwos$¢. Wraz ze zwigkszeniem zawartosci witaminy C wzrasta war-
to$¢ pokarmowa bulw. Czynniki, jakie majg na to wptyw, to wlasciwosci odmianowe,
warunki atmosferyczne w okresie wegetacji, a w szczegdlnosci opady i wysokos¢ tempe-
ratury [Trawczynski i Wierzbicka 2012].

Tabela 3. Wptyw dolistnego dokarmiania krzemianem na sktad chemiczny bulw ziemniaka

Obiekt Skrobia Azotany (V) Witamina C | Sucha masa
(9-kg?) (mg - kg) (mg-kg™) (9-kg?)
Obiekt kontrolny 122 94 227 188
Krzemian 132 82 236 198
Obiekt kontrolny 2018 r. 119 108 231 184
Krzemian 119 108 241 184
Obiekt kontrolny 2019 r. 146 56 231 192
Krzemian 146 56 231 213

Zrodto: opr. wk. na podst. badan Trawczynskiego [2020]

Skrobia jest glownym czynnikiem wptywajacym na zawarto$¢ suchej masy, i moze
stanowi¢ 75-80% jej masy. W duzej mierze na zawarto$¢ suchej masy i skrobi wptywaja
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warunki agrotechniczne, pogodowe w czasie uprawy i wegetacji oraz, przede wszystkim,
czynniki genetyczne danej odmiany. W badaniach wykazano rowniez, ze ich zawarto$¢
zwigksza stosowanie biostymulatorow [Mystkowska 2019b]. Pogorszenie warunkow
wilgotnosciowych wplywa na zwigkszenie suchej masy i zmniejszenie zawartosci skrobi.
Warunki stresowe wywotane susza wptywaja na zmniejszenie zawartosci skrobi zarowno
w czgsci przystolonowej, jak i wierzchotkowej [Boguszewska 2007]. Wplyw biostymu-
lator6w na zawarto$¢ suchej masy ziemniaka zalezy od warunkdéw pogodowych
oraz uwarunkowan genetycznych [Mystkowska 2019a]. Odmienne wyniki badan zapre-
zentowali Krzysztofiak i Skonieczny [2010], ktoérzy wskazali, ze odmiany wczesne cha-
rakteryzuja si¢ mniejsza zawartoscig suchej masy od odmian $rednio wezesnych. Myst-
kowska [2019a] wykazala, Zze stosowane biostymulatory przy wystepujacych warunkach
pogodowych wptynely na zwigkszenie $redniej zawartosci skrobi w bulwach ziemniaka
w porownaniu do obiektow kontrolnych. Najwicksze oddzialywanie na wzrost udziatu
skrobi wykazat preparat Tytanit, Brunatne Bio Ztoto, wzgledem preparatow Kelpak SL
i GreenOk. Najwigkszg zawartos¢ skrobi w bulwach uzyskujemy w warunkach o prze-
cietnej wilgotnosci i temperaturze.

Polski konsument ma duze i zréznicowane wymagania dotyczace ziemniaka.
Na czolowej pozycji stawia cechy zewnetrzne, ktére determinuja tadny wyglad ziem-
niaka, cechy wewngtrzne obejmujace zawarto$¢ sktadnikow chemicznych oraz cechy
sensoryczne. Zastosowanie biostymulatoréw nie pogarsza walorow smakowych bulw
[Zarzecka i in. 2016].

Parch zwykty ziemniaka jest chorobg skorki ziemniaka, co powoduje zmniejszenie
warto$ci konsumpcyjnej, pogarsza smak oraz zwigksza stopien ciemnienia bulw. Stoso-
wanie biostymulatoréw moze ograniczy¢ stopien nasilenia patogendéw, lecz warunki at-
mosferyczne bardzo modyfikuja udziat i stopien nasilenia wystapienia choroby. Wzro-
stowi udziatu bulw z objawami parcha zwyktego sprzyjata sucha aura w okresie zawia-
zywania bulw. Natomiast obfite opady, a takze ciepta i wilgotna pogoda w sierpniu
zwigkszala wystepowanie ospowatosci bulw [Sawicka i Krochmal-Marczak 2009].

Podsumowanie

Stosowanie nawozenia dolistnego w polaczeniu z biostymulatorami korzystnie
wplywa na plon i jednoczesnie ogranicza koszty produkcji. Nawozenie dolistne wptywa
na efektywnos¢ przyswajania sktadnikéw odzywczych, zmniejszenie chemicznego i bio-
logicznego uwsteczniania sktadnikow mineralnych oraz obniza koszty nawozenia. Zasto-
sowanie biostymulator6w w uprawie ziemniaka jadalnego wplywa na zwigkszenie jego
plonu handlowego oraz w okresach wystepowania niekorzystnych warunkéw atmosfe-
rycznych zwigksza jego odpornos$¢ na stres abiotyczny. Biostymulatory sg preparatami
naturalnymi, bezpiecznymi dla zdrowia cztowieka i zwierzat, nie obcigzaja tez Srodowi-
ska naturalnego. Wykorzystanie ich w uprawie ziemniaka moze przynie$¢ wiele nieza-
przeczalnych korzysci. Najwazniejszg z punktu widzenia rolnika jest wzrost plonu han-
dlowego w plonie ogdlnym, dzigki czemu rosng zyski. Jednakze nalezy pamigtaé, ze bio-
preparaty s3 maksymalnie skuteczne w bardzo niskich dawkach. Ich skuteczno$¢ zalezy
tez m.in. od fazy wegetatywnej, w jakiej znajduja si¢ rosliny w chwili uzycia preparatu.
Stosowanie stymulatorow wptywa rdwniez na zawartos¢ sktadu chemicznego w bulwach
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ziemniaka. Duze znaczenie w produkcji ziemniaka jadalnego ogrywaja rowniez warunki
atmosferyczne, zabiegi agrotechniczne oraz uprawiana odmiana.
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Wplyw uprawy ekologicznej i konwencjonalnej na plon
I konkurencyjnos¢ owsa z wyka jara

The impact of organic farming and conventional cultivation on the yield
and competitiveness of oats with spring vetch

Rezultaty wielu badan wskazuja na duza przydatnos$¢ mieszanek zbozowych i zbo-
zowo-straczkowych do stosowania w rolnictwie ekologicznym [Ksi¢zak 2000]. Wynika
to m.in. z faktu, iz w systemie ekologicznym, w ktéorym nie mozna stosowaé nawozow
sztucznie syntetyzowanych, moga wystgpowaé niedobory sktadnikéw pokarmowych
w glebie. W sytuacji niedoboru mieszanki zbozowe i zbozowo-straczkowe nie reaguja
duzym spadkiem plonu, gdyz zréoznicowane zapotrzebowanie na sktadniki pokarmowe
komponentéw mieszanek pozwala na lepsze wykorzystanie dostgpnych w glebie zwiaz-
kow pokarmowych [Noworolnik 2000]. Inng przyczyna braku znacznego zmniejszenia
plonu jest mniejsza konkurencja w fanie komponentow w mieszankach anizeli w siewach
czystych [Wanic i Michalska 2009].

Obecnie coraz wigksze uznanie w regulacji zachwaszczenia i zwigkszenia wydaj-
nosci plondéw zyskuja te metody zabiegéw agrotechnicznych, ktore prowadza do ochrony
srodowiska. Jedna z takich metod jest metoda siewow mieszanych, ktora wykorzystuje
konkurencyjne zdolnosci odmian roslin uprawnych wobec chwastéw oraz wykorzystanie
zjawiska allelopatii. Przedstawiona zaleta mieszanek moze by¢ wykorzystana w rolnic-
twie ekologicznym do regulacji zachwaszczenia.

Mieszanki majg szereg zalet w pordwnaniu z siewami czystymi: posiadajg wigksze
zdolno$ci przystosowawcze, lepsze wykorzystanie wolnej przestrzeni oraz skuteczniej
wykorzystuja zasoby §rodowiska dla ro§lin uprawnych, jak réwniez ograniczajg te zasoby
dla chwastow [Parylak i in. 2006].

Uzyskany plon ziarna z siewoéw mieszanych moze by¢ w sposob ograniczony wy-
korzystany w handlu. Zasadniczym sposobem zagospodarowania jest przeznaczenie na
cele paszowe. Jest to spowodowane nieznanym sktadem procentowym poszczegdlnych
sktadnikoéw oraz sktadem chemicznym zebranego plonu. Sktadniki procentowe plonu sa
najczesciej rozne od sktadu procentowego komponentow mieszanki w ziarnie siewnym
[Borowiecki i Ksiezak 2000, Rozbicki 2002].

Zmiany te sa spowodowane wzajemnym oddziatywaniem ro$lin w tanie na siebie, tak
w obrebie jednego gatunku, jak i miedzygatunkowo. Konkurencja ta dotyczy przede wszyst-
kim dostepnosci do sktadnikoéw pokarmowych, wody i §wiatta [Sobkowicz 2000, 2003].

! Uczelnia Panstwowa im. Jana Grodka w Sanoku, Instytut Gospodarki Rolnej i Lesnej, Koto Na-
ukowe ,,Agroekolog”, angelika-krzysztof@wp.pl
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W wielu badaniach nad mieszankami uwzglednione sa oddziatywania konkurencji
wewnatrzgatunkowej, dwoch lub wigcej gatunkéw w siewach czystych lub w mieszankach.
W badaniach tych uwzglednia si¢ najczgsciej zaggszczenie roslin na danej jednostce po-
wierzchni lub rézne zapotrzebowanie na zasoby srodowiska. Badania i uzyskane wyniki
sprowadzajg si¢ zazwyczaj do okreslenia wielkos$ci plonu ziarna i struktury plonu badanych
gatunkow stanowiacych rezultat ich oddziatywan na siebie [Oleksy i Szmigiel 2005, Idziak
i Michalski 2007]. Konkurencja miedzy roslinami w dostgpie do $wiatta, wody i sktadnikow
pokarmowych przebiega w zmiennym nasileniu przez caty okres wegetacji, a wzajemne
oddzialywania konkurencyjne pojedynczych roslin na siebie maja wptyw na ich wielko$¢
i strukture catej populacji. Duze oddziatywanie na rozktad pionowy i wysoko$¢ poszcze-
golnych pieter lisci ma zageszczenie roslin danego gatunku i ich konkurencyjnos$¢ wzgle-
dem siebie [Park i in. 2003]. Konkurencyjnos¢ i jej mechanizmy nie zostaty jeszcze do
konca rozpoznane, zwlaszcza w odniesieniu do uprawy roslin we wspotczesnych systemach
rolniczych oraz we wspolczesnych systemach uprawy roli. Jak wynika z wnioskow juz
przeprowadzonych badan, oprocz okreslenia plonu i pokroju roslin konieczna jest takze
szczegotowa analiza cech morfologicznych badanych roslin w réznych fazach ich rozwoju.
Badania rolnicze prowadzone na roslinach powinny wigc uwzglednia¢ oprécz rdéznych po-
ziomow ilosci siewu takze zjawisko konkurencyjnosci miedzy roslinami w catym okresie
wegetacji w réznych systemach rolniczych. Umozliwia to wychwycenie i zanalizowanie
trendéw w zmianach morfologicznych zachodzacych w roslinach i populacjach. Badania
takie moga przyczyni¢ si¢ w efekcie koncowym do skorelowania pozytywnych efektow
konkurencyjno$ci miedzy roslinami z maksymalnym plonowaniem we wspotczesnych sys-
temach rolniczych, bez szkody dla Srodowiska naturalnego.

Celem pracy byto poréwnanie plonu owsa i wyki jarej uprawianych w siewie czy-
stym 1 w mieszankach oraz okres$lenie ich konkurencyjnosci, w zaleznosci od uprawy
wedlug zasad rolnictwa ekologicznego i konwencjonalnego.

Material i metody

Przedmiotem badan byto dwuczynnikowe doswiadczenie polowe przeprowadzone
w latach 2019-2021 w Gérskiej Stacji Doswiadczalnej zlokalizowanej w Czyrnej k. Kry-
nicy (545 m n.p.m. Beskid Niski, potozenie geograficzne: 49°25'N, 20°58'E). Obszar ba-
dan potozony jest w potudniowo-zachodniej czgéci Beskidu Niskiego [Kondracki 1977].
Pod wzglgdem geomorfologicznym nalezy do Hanczowskich Gor Rusztowych obejmu-
jacych potudniowo-zachodnia cze§¢ Gor Grybowskich [Starkel 1972]. Rzezba zlewni po-
toku Czyrnianka o powierzchnia 1186 ha, w ktorej znajduje si¢ stok doswiadczalny po-
siada charakter gor s$rednich. Wysokos$ci bezwzgledne siggaja tu od 452 do
754 m n.p.m. a maksymalna deniwelacja wzgledna wynosi 302 m [Klima i in. 1998].
Grunty orne zajmuja 251,09 ha, co stanowi 21,2% ogdlnej powierzchni zlewni. Przyjmu-
jac, ze maksymalne nachylenie terenu w przypadku gruntéw ornych nie powinnno prze-
kracza¢ 15% [Martini 1965], w obszarze zlewni 111,80 ha (44,52%) gruntoéw ornych po-
winno ulec zalesieniu lub zadarnieniu. Poprzecznostokowy uktad po6l na stokach
o nachyleniu do 15% istnieje na 34% powierzchni gruntoéw ornych, zas w przedziale na-
chylen 15-30% na 67% powierzchni gruntow ornych. Wysoki wskaznik gestosci sieci
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hydrograficznej (2,695 km - km?) wskazuje na bardzo duze zagrozenie obszaru zlewni
erozja wodng linijna [Klima i in. 1998].

Pole doswiadczalne zlokalizowane jest na poludniowo-zachodnim wypukto-wkle-
stym stoku Banickiej Gory (693,5 m n.p.m.). Czg¢$¢ stoku miedzy warstwicami 620—650
m n.p.m. jest lekko wypukta, natomiast nizsza partia stoku lekko wklesta. Catkowita dtu-
go$¢ stoku od szczytu wzgorza do potoku Czyrnianka (525 m n.p.m.) wynosi 1120 m.
Jest to zatem typowy stok beskidzki. Jego czes¢ wierzchowinowg (od 625 m n.p.m. do
szczytu) o srednim nachyleniu 15%, porasta las sosnowo-jodtowy. Obszar pomigdzy war-
stwicami 570-625 m n.p.m. o nachyleniu $rednim 25% zajmuja uzytki zielone. Ponizej,
w przedziale wysokosci 540—570 m n.p.m. polozone s grunty orne. Srednie nachylenie
tej czesci stoku wynosi 13,5% (11,6—16,6%).

W zlewni Czyrnianki cze¢$¢ stoku do$wiadczalnego (ponizej warstwicy 570 m
n.p.m.) od wielu lat byta uzytkowana rolniczo jako grunty orne [Reichert i Klima 1986].

Glebe, na ktorej zlokalizowano poletka do§wiadczalne, okre§lono jako brunatna,
wytworzong ze zwietrzeliny skat fliszowych o sktadzie granulometrycznym gliny $red-
niej szkieletowej. Zaliczono ja do V klasy bonitacyjnej, 12 kompleksu owsiano-ziemnia-
czanego gorskiego. Srednia migzszo$é poziomu préchnicznego wynosita 25 cm. Srednia
zawartos$¢ czesci sptawialnych w warstwie prochnicznej wynosita 49%. Wskaznik podat-
nos$ci gleby na zmywanie [Janowski 1 in. 1968], tj. stosunek frakcji pytu do itu koloidal-
nego wynosit 2,1. Biorgc za podstawe Instrukcje nr 3 Ministrow Rolnictwa oraz Le$nic-
twa 1 Przemystu Drzewnego [Instrukcja... 1973] uwzgledniajacg warunki glebowe, na-
chylenie stoku oraz ilo$¢ opadéw uznano, ze czgs$¢ stoku na ktorej zlokalizowane byto
pole do$wiadczalne zgodnie z pigciostopniowa skalg zagrozen erozja wodna powierzch-
niowa, zagrozona jest erozja w stopniu drugim (erozja umiarkowana). Wedtug komenta-
rza [Jozefaciuk i Jozefaciuk 1975] do cytowanej instrukeji, grunty z erozja umiarkowang
nie majg wyraznych form erozyjnych, a podstawowymi zabiegami przeciwerozyjnymi
winny by¢ w takim przypadku ptodozmiany glebochronne i orka poprzecznostokowa.

Srednia zawarto$é w warstwie uprawnej przyswajalnego fosforu byta srednia, a po-
tasu wysoka. Skale macierzystg stanowi flisz karpacki ptaszczowiny magurskiej [Klima
iin. 1998]. Czynnikiem pierwszym do$wiadczenia byty dwa systemy rolnicze: konwen-
cjonalny i ekologiczny. Czynnikiem drugim byly siewy czyste owsa i wyki jarej oraz trzy
mieszanki owsa z wyka jarg (tab. 1).

Przyjeto zwigkszong ilo$¢ wysiewu z uwagi na niekorzystne gorskie warunki kli-
matyczno-glebowe. Zastosowano metod¢ losowanych blokow w czterech powtdrzeniach.
Pojedyncze poletko do$wiadczalne posiadato powierzchnie 22 m?. Wysiewano owies
oplewiony odmiany Borowiak oraz wyke jara samokonczaca odmiany Ina. Siewy czyste
1 mieszane uprawiano w obydwu systemach w ogniwie ptodozmianowym: 1) ziemniak
na oborniku (33 t - ha™); 2) owies w siewie czystym, 3) wyka jara w siewie czystym oraz
mieszanki owsa z wyka jarg. W systemie ekologicznym nie stosowano nawozow mine-
ralnych i pestycydow sztucznie syntetyzowanych. W celu ograniczenia zachwaszczenia
stosowano wiosenne bronowanie owsa. W systemie konwencjonalnym stosowano na-
wozy sztuczne i pestycydy. Wielko$¢ dawek nawozoéw mineralnych ustalono na podsta-
wie zasobnosci gleby, warto§ci nawozowej przedplonu i prognozowanego plonu. W upra-
wie owsa w systemie konwencjonalnym przed orka przedzimowsg zastosowano 34 kg -
ha! P oraz 55,6 kg - ha! K. Ogoélng dawke azotu wynoszaca 72 kg - ha* N podzielono
na przedsiewna i pogtowna. Ziarno siewne zaprawiano zaprawa Vitavax 200 FS w dawce
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300 ml na 100 kg ziarna. Zachwaszczenie ograniczano w koncu fazy krzewienia, stosujac
Granstar w dawce 24 g - ha™..

Tabela 1. Siewy czyste i mieszane, ilo§ci wysiewu oraz zatozona obsada

. Ilos¢ wysiewu Obsada
Lp. Obiekt (kg - ha™) (szt - m™)
Owies oplewiony 220 650
Wyka jara 100 250
3 Owies oplewiony 170 502
+ wyka jara 30 75
4 Owies oplewiony 150 443
+ wyka jara 40 100
5 Owies oplewiony 130 383
+ wyka jara 50 125

W konwencjonalnej uprawie wyki jarej zastosowano przedsiewnie startowa dawke
20 kg - ha? N azotu. Przed orkg przedzimowg zastosowano 43,6 kg - ha™ P oraz
83 kg - ha* K. W konwencjonalnej uprawie mieszanek owsa z wyka jara zastosowano
przedsiewnie dawke 30 kg - ha' N azotu, a przed orka przedzimowsa zastosowano
43,6 kg - hal P oraz 83 kg - ha* K.

Przy opracowaniu wynikow wykorzystano wspotczynnik ekwiwalentu terenowego
LER (Land Equivalent Ratio) [Rao i in. 1987, Sobkowicz 2003]. Jest on sumg wzgled-
nych plonéow poszczegoélnych gatunkdéw uprawianych w mieszankach:

LER = Yij/Yi + Yji/Yj
gdzie:
Yi — plon gatunku i w siewie czystym,
Yj — plon gatunku j w siewie czystym,
Yij — plon gatunku i w mieszance z gatunkiem j,
Yji — plon gatunku j w mieszance z gatunkiem i.

Rezultaty badan opracowano statystycznie z zastosowaniem analizy wariancji.
Istotno$¢ $rednich roznic obiektowych testowano przy pomocy testu Tukey’a na pozio-
mie istotnosci p = 0,05.

Srednia roczna temperatura powietrza dla wielolecia wynosi 6,06°C, za$ dtugos¢
okresu wegetacyjnego 179 dni. Biorac pod uwage kryteria opracowane przez Kaczorow-
ska [1962] oraz miesigczne sumy opadow mozna sezon wegetacyjny w 2020 r. zaliczy¢
do suchych, sezon w 2019 do przecietnych, w 2021 r. do mokrych (tab. 1). Przyjmujac za
podstawe wyniki badan Klimy i Pisulewskiej [2004], Borowieckiego i Ksigzaka [2000]
oraz Szpunar-Krok i in. [2008] mozna zauwazy¢, iz najbardziej sprzyjajacy rozktad opa-
dow dla uprawianych roslin wystapit w 2021 r.
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Tabela 2. Miesigczne sumy opadow atmosferycznych (mm) oraz temperatury powietrza (°C)

Lata Miesigce

v Y wvi | i | v |V

Opady (mm)
2019 85,3 234,2 26,7 60,6 94,0 500,8 816,3
2020 11,3 98,5 97,0 80,1 46,3 333,2 718,2
2021 52,1 117,0 110,3 143,4 1451 567,9 819,5
1961-1990 | 62,0 99,6 118,6 111,2 91,0 482,3 838,9
Temperatura (°C)

2019 149 16,0 18,1 19,3 20,2 17,7 8,62
2020 14,2 15,8 17,9 194 19,5 17,3 8,60
2021 13,2 149 16,8 19,7 19,9 16,4 8,46
1961-1990 6,2 115 142 16,0 14,8 12,6 6,06

Wyniki i dyskusja

Rosliny uprawiane w systemie ekologicznym wydaty plon mniejszy $rednio o 12%
w pordéwnaniu do uprawy w systemie konwencjonalnym (tab. 3). Byto to spowodowane
zastosowaniem w systemie konwencjonalnym nawozow mineralnych i pestycydow.
W literaturze mozna spotkaé¢ wyniki, w ktorych §rednie zmniejszenie plonu roslin upra-
wianych w systemie ekologicznym wahato si¢ od 17-31% [Solarska 2007, Tyburski i in.
2010]. Niewielka réznica stwierdzona w przedmiotowych badaniach mogta by¢ spowo-
dowana faktem, iz zarowno w systemie konwencjonalnym, jak i w ekologicznym przed-
plonem dla owsa byt ziemniak nawozony obornikiem. Inng przyczyna bylto niskie plono-
wanie nasion wyki jarej i matej réznicy w plonie tej rosliny w badanych systemach
rolniczych.

Z danych przedstawionych w tabeli 4 wynika, iz wraz ze zmniejszaniem udziatu
owsa w mieszankach z wyka jarg wzrastata wartos¢ LER dla wyki jarej (od 0,36 do 0,46
w przypadku systemu konwencjonalnego oraz od 0,35 do 0,45 w systemie ekologicz-
nym). Moglo to wynika¢ z mniejszego oddzialywania konkurencyjnego roslin owsa
w stosunku do roslin wyki jarej w tanie. Uzyskany rezultat potwierdza wyniki badan Sob-
kowicza [2003], ktory stwierdzit, iz malejacy udzial w tanie jednego komponentu mie-
szanki rekompensowany jest przez dominacj¢ drugiego komponentu mieszanki.

Biorgc pod uwage oddzialywania konkurencyjne komponentéw mieszanek owsa
z wyka jarg (tab. 4) mozna stwierdzi¢, iz w przypadku systemu konwencjonalnego wy-
siew owsa w mieszance z wyka jarg wptynatl korzystniej na plonowanie owsa niz w sys-
temie ekologicznym. Swiadczy o tym wieksza warto$é $redniej wynoszacej 0,61 dla sys-
temu konwencjonalnego przy 0,59 dla systemu ekologicznego. By¢ moze jedng z przy-
czyn bylo lepsze zaopatrzenie owsa w azot pochodzacy zard6wno z nawozenia mineral-
nego, jak i z wigzania tego sktadnika przez bakterie brodawkowe wystgpujace na korze-
niach wyki jarej.
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Tabela 3. Plony (t - ha™?) roélin uprawianych w siewach czystych i w mieszankach w kolejnych
latach badan i w systemie konwencjonalnym i ekologicznym

Siewy czyste i mieszanki

Systemrolniczy | Lata _ owies | owies | Srednio
. . owies 170
owies | wyka jara + 30 150 + 130 +
40** 50***

2019 3,30 0,485 3,069 2,773 2,735 2,472

Konwencjo- 2020 3,37 0,493 3196 | 2852 | 2,763 | 2,534

nalny 2021 3,89 0,567 3,626 3,225 2,851 2,831

$rednio 3,52 0,515 3,297 2,950 2,783 2,613

2019 2,90 0,444 2,613 2,610 2,401 2,193

2020 3,02 0,451 2,789 2,670 2,429 2,271

Ekologiczn
giezny 2021 3,47 0,521 3,127 2,940 2,487 2,509

$rednio 3,13 0,472 2,843 2,740 2,439 2,324

Srednio dla lat

2019 2,332
2020 2,402
2021 2,670
Srednio 2,468
NRI ¢ = 0,05 0,040
Srednio dla systeméw rolniczych

Konwencjonalny 2,613
Ekologiczny 2,324
Srednio 2,468
NRI ¢ = 0,05 0,025
Srednio dla siewow czystych i mieszanek

Owies 3,32
Wyka jara 0,493
Owies 170 kg - ha* + wyka jara 30 kg - ha™! 3,070
Owies 150 kg - ha! + wyka jara 40 kg - ha! 2,845
Owies 130 kg - ha* + wyka jara 50 kg - ha™! 2,611
Srednio 2,468
NRI ¢ =0,05 0,045

* owies 170 kg - ha™ + wyka jara 30 kg - ha™
** owies 150 kg - ha* + wyka jara 40 kg - ha?
*** owies 130 kg - ha™ + wyka jara 50 kg - ha™*
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Dzigki bakteriom brodawkowym rosliny motylkowate w tym wyka jara wzbogacaja
glebe w azot. Jak wynika z badan Onkovich i Pate [2000] oraz Vance [1998] przeci¢tne
ilosci N> zwigzane przez rosliny motylkowate dochodzi do 147 kg/ha, w tym fasola 65
oraz lucerna 180 kg N/ha.

Rezultaty badan Yanbo i in. [2004] dowiodly, iz w okresie wegetacji ma miejsce
transferu azotu przyswojonego przez bakterie brodawkowe zasiedlajace rizosfere bobiku,
do systemu korzeniowego pszenicy. Przedstawione rezultaty badan $wiadczg o duzym
znaczeniu ro$lin motylkowatych w rolnictwie ekologicznym.

Biorac pod uwage $rednie sumaryczne warto$ci LER mozna stwierdzi¢, iz w miare
zmniejszania si¢ udzialu owsa w mieszance z wyka jarg zmniejszata si¢ tez sumaryczna
warto$¢ LER z 1,23 do 1,16. Wynikalo to niskich warto$ci plonu nasion wyki jarej, ktore
bytysrednio 7-krotnie mniejsze od $redniego plonu ziarna owsa. Zatem zmniejszenie
udziatu owsa w mieszance skutkowato zmniejszeniem wartosci LER.

Tabela 4. Plonowanie (t - ha™) siewdw czystych komponentéw mieszanek owsa z wykg jarg oraz
wartosci wspotczynnika ekwiwalentu terenowego LER w zaleznosci od systemu rolniczego

Plon ziarna / nasion (t - ha™) LER
) Skiad Systemy rolnicze Systemy rolnicze
2| mieszank K kol Konwen- ekologiczny
onwen- eKolo- . H
& cjonaln : .
cjonalny giczny $rednio ! y Srednio | Razem
Cavst Owies 3,52 3,13 3,32 |érednio | razem |$rednio | razem
ZYS!
sy Wyka jara 0,515 0,472 0,493
]?;N,'fa,lfo 3,11 267 | 289 | 088 0,87 0,88
o 1,24 1,22 1,23
30nga_11r:,1 0,187 0173 | 0,180 | 036 035 0,35
]?;N,'fa,lfo 272 233 | 252 | 077 0,75 0.76
Mie- [ o = 1,20 1,18 1,19
szanki 40nga_11r:,1 0,228 0212 | 0220 | 043 0,43 0,43
]?W,'fa,lfo 2,54 222 | 238 | 072 071 071
V\"f o~ 1,18 1,16 1,16
5oykga-11r:4 0,242 0221 | 0231 | 046 0,45 0,45
Srednio 1,633 1424 | 1528 | 061 | 1,21 | 059 | 1,18 | 0,60 | 1,19

Mimo tego we wszystkich mieszankach $rednia sumaryczna wartos¢ LER byla
wigksza od 1. Oznacza to, ze mieszanki owsa z wyka jara lepiej wykorzystywaty warunki
siedliskowe niz siewy czyste komponentdéw mieszanek. Jest to zbiezne z rezultatami ba-
dan Rudnickiego i Wasilewskiego [1993] oraz Taylora [1978].
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Whioski

1. Zmniejszenie plonu ziarna i nasion siewow czystych i mieszanek owsa z wyka
jarg uprawianych w systemie ekologicznym w poréwnaniu z uprawg w systemie konwen-
cjonalnym wyniosto 12%.

2. Wraz ze zmniejszaniem udziatu w mieszankach owsa zmniejszat si¢ taczny plon
ziarna owsa i nasion wyki jarej. Powodem byta 7-krotna r6znica w plonie ziarna owsa w
stosunku do plonu nasion wyki jarej.

3. Sasiedztwo owsa z wyka jarg w mieszance uprawianej wedtug zasad rolnictwa
ekologicznego bylo mniej korzystne dla owsa, anizeli w przypadku uprawy wedtug zasad
rolnictwa konwencjonalnego.

4. Mieszanki owsa z wyka jarag lepiej wykorzystywaty warunki siedliskowe niz
siewy czyste komponentow mieszanek.
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Ocena polimorfizmu DNA grzybéw z gatunku Puccinia graminis
f. sp. avenae metodg SRAP

Assessment of DNA polymorphism of fungi Puccinia graminis f. sp. avenae
by the SRAP method

Puccinia graminis jest grzybem nalezacym do typu Basidiomycota, klasy Uredinio-
mycetes, rzgdu Uredinales i rodziny Pucciniaceae, ktora zawiera 17 rodzajow i ok. 4121
gatunkow, z ktorych wigkszo$¢ nalezy do rodzaju Puccinia. Gatunek ten wywotuje rdze
zdzbtowa u co najmniej 365 gatunkéw zboz i traw nalezacych do 54 rodzajow [Leonard
i Szabo 2005]. Choroba ta wystepuje w wielu regionach geograficznych, jednak glownie
w tych o cieptym klimacie [Dean i in. 2012]. Migracja zarodnikoéw z wiatrem na duze
odleglosci sprawia, ze naptyw inokulum z odlegtych silnie zainfekowanych regionow
skutkuje wybuchem epidemii w innym regionie [Martens i in. 1985].

P. graminis jest obligatoryjnym biotrofem atakujacym czesci nadziemne roslin.
W czasie infekcji glownie na zdzbtach i pochwach oraz blaszkach lisciowych pojawiaja
si¢ rdzawe skupiska grzybni i zarodnikow. Konsekwencja infekcji wywotanej przez
P. graminis jest przerywanie doptywu sktadnikéw odzywczych do rozwijajacych sie
wiech, co uniemozliwia prawidlowe wypelnienie ziarniakoéw. Ponadto zdzbta ostabione
przez rdze sa podatne na wyleganie i zwigzang z tym utrat¢ plonu ziarna [Roelfs i in.
1992]. W obrebie gatunku P. graminis wystepuje wiele form specjalnych przystosowa-
nych do infekowania konkretnych zywicieli [Roelfs 1985]. Bioragc pod uwage gatunek
ro$liny zywicielskiej poczatkowo wyodrebniono szes¢ takich form: tritici (pszenica), se-
calis (zyto), avenae (owies), agrostidis (Agrostis spp.), poae (Poa pratensis) i airae (Aira
caespitosa), a w miare odnajdowania kolejnych zywicieli dodawano nowe formy spe-
cjalne. Na podstawie badan DNA Zambino i Szabo [1993] stwierdzili, ze sekwencje ITS
rDNA byly identyczne dla izolatow ff. spp. avenae, dactylis, lolii i poae, ale roznily sie
od sekwencji DNA ff. spp. tritici i secalis, co wskazuje na podobienstwa i réznice pomig-
dzy poszczegolnymi formami specjalnymi.

Najbardziej skuteczng metodg walki z rdzg zdZzblowsa, chorobg wywotywang przez
P. graminis, jest wprowadzanie odpornosci warunkowanej genetycznie, a wiec tworzenie
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piramid genéw odpornosci specyficznych dla rasy w nowych odmianach. Do ograni- cze-
nia wystgpowania choroby przyczynia si¢ rOwniez usunigcie zywiciela posredniego, kto-
rym jest berberys. Tego typu podejscie bylo szczegélnie popularne w krajach Europy
Potnocnej [Berlin i in. 2012]. Skutecznos¢ takiego podejscia jest wysoka, gdyz powoduje
ograniczenie roznorodnosci genetycznej i zapobiega pojawianiu si¢ nowych zjadliwych
ras w populacjach P. graminis [Miller i in. 2021]. Innym sposobem kontroli rozprzestrze-
niania P. graminis jest stosowanie $§rodkéw chemicznej ochrony roélin. Jednak w tym
przypadku ograniczeniem jest przede wszystkim brak badan fungicyddéw pod katem ich
zastosowania w owsie, a w konsekwencji brak atestacji na ich zastosowanie
w ochronie tego gatunku. Prowadzone badania wykazaty, ze zastosowanie fungicydoéw
do ochrony wrazliwych na porazenie odmian owsa korzystnie wptywa na ilo$¢ i jakos¢
plonu [May i in. 2014]. Jednocze$nie wykorzystanie fungicydow na duza skalg
moze skutkowaé pojawieniem si¢ odpornosci w populacji grzyba [Nazareno i in. 2018,
Wu i in. 2020].

Identyfikacji przynaleznosci gatunkowej patogenow mozna dokonywacé nie tylko
za pomoca testow fitopatologicznych, ale rowniez poprzez identyfikacje markeréw mo-
lekularnych specyficznych gatunkowo [Zambino i in. 2000]. Jednym ze sposoboéw na
opracowanie takich markeréw jest identyfikacja sekwencji specyficznych dla danego ga-
tunku patogenu, a nastepnie opracowanie specyficznych starterow mozliwych do wyko-
rzystania w metodzie PCR (ang. polymerase chain reaction) czy real-time PCR. Do iden-
tyfikacji sekwencji specyficznych gatunkowo mozna wykorzysta¢ rézne metody, ktore
generuja polimorfizm losowy. Jedng z takich metod jest SRAP (ang. sequence-related
amplified polymorphism) [Li i Quiros 2001]. Jako startery flankujgce amplifikowany
fragment z jednej strony wykorzystuje si¢ sekwencje oligonukleotydowe bogate w GC,
ktore z zatozenia hybrydyzuja do egzonow, natomiast startery flankujace amplifikowany
fragment ze strony przeciwnej wzbogacane sag w zasady AT dzigki czemu majg powino-
wactwo do sekwencji promotorowych, introndéw i regionéw miedzygenowych. Dla kon-
kretnych gatunkow podczas optymalizacji metody ustala si¢ indywidualnie kombinacje
starterow forward i reverse [Piechota i in. 2017]. Startery te zawierajg trzy elementy:
sekwencje wypelniajaca, sekwencje rdzeniowa (bogata w GC lub AT) oraz kilka konco-
wych nukleotydow selekcyjnych. Zaprojektowanie takich starteréw nie wymaga znajo-
mosci sekwencji genomowej badanego organizmu. Atutem metody jest dlugosc¢ starterow
wynoszaca ok. 20 nukleotydow, ktora umozliwia zastosowanie stosunkowo wysokich,
jak na startery losowe, temperatur przylaczania starterow w cyklach PCR. Profil ter-
miczny reakcji SRAP obejmuje wstepne 5 cykli w nizszej temperaturze w celu umozli-
wienia dotgczenia tylko czesci 3’ koncowej startera, podczas gdy w kolejnych cyklach
temperatura przylaczania wzrasta do 50°C. Najczestszym sposobem oceny produktow
amplifikacji jest przeprowadzenie elektroforezy w zelu agarozowym, jednak istnieje
mozliwo$¢é wyznakowania starterow fluorescencyjnie i zastosowania elektroforezy kapi-
larnej [Robarts i Wolfe 2014]. Metoda postrzegana jest jako wysoce powtarzalna i wia-
rygodna, a wyniki uzyskiwane z jej udziatem porownywalne do otrzymywanych w duzo
bardziej skomplikowanej metodzie AFLP (ang. amplified fragment length polymorphism)
[Li i Quiros 2001].

Celem niniejszej pracy byla ocena mozliwoéci wykorzystania metody SRAP do
analizy polimorfizmu DNA izolatéw P. graminis f. sp. avenae. Wsr6d uzyskanych frag-
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mentow DNA poszukiwano glownie amplikondw monomorficznych, charakterystycz-
nych dla wszystkich badanych genotypow P. graminis, ktore w przyszto$ci mozna bedzie
wykorzysta¢ do opracowania wiarygodnych testow do identyfikacji infekcji tym patoge-
nem w uprawach owsa nawet jesli objawy infekcji nie sg jeszcze widoczne.

Material i metody

Wiekszo$¢ izolatow (tab. 1) P. graminis f. sp. avenae wykorzystanych w badaniach
pochodzito z Polski, z miejscowosci: Buslary, Czernin, Kotobrzeg, Czestawice i Polano-
wice, za$ jeden z miejscowosci Aberystwyth w Walii (Wielka Brytania). Izolaty wyod-
rebniono z zebranych populacji metoda pigciokrotnego pasazowania kolonii pochodza-
cych z pojedynczych zarodnikoéw. Pasazowanie prowadzono na fragmentach lisci
10-dniowych siewek odmiany owsa zwyczajnego Kasztan wylozonych na szalki Pe-
triego, ktére wypetniono agarem (0,6%) z dodatkiem benzimidazolu (3,4 mM). Liscie na
szalkach inokulowano zarodnikami, a nastgpnie umieszczano w fitotronie na 10 dni,
w odpowiednich do wzrostu grzybni warunkach: temperaturze 17°C, nat¢zeniu §wiatla
4 kIx 1 wilgotnosci powietrza 70%.

Tabela 1. Charakterystyka izolatdéw Puccinia graminis f. sp. avenae wykorzystanych do analizy

Lp. | Nazwa Lokalizacja | Region pochodzenia Kraj pochodzenia
1 |BuSlary strig. SR 1 Buslary woj. zachodniopomorskie | Polska
2 |Buélary strig. SR 1/4 Buslary woj. zachodniopomorskie | Polska
3 |Czernin SR 2 Czernin woj. zachodniopomorskie | Polska
4 |Czernin SR 2 8/4 Czernin woj. zachodniopomorskie | Polska
5 |Kotobrzeg 2 strig. SR 2 | Kotobrzeg woj. zachodniopomorskie | Polska
6 |Kotobrzeg2 SR 5 Kotobrzeg woj. zachodniopomorskie | Polska
7 |Cz2017 SR 3Pc51 Czestawice | woj. lubelskie Polska
8 |Cz2017 SR 3/5Pc51 Czestawice | woj. lubelskie Polska
9 |Pol 2017 SR7 Polanowice | woj. matopolskie Polska
10 |Pol 2017 SR 7/4 Polanowice | woj. matopolskie Polska
11 | Aber CH SR Aberystwyth | Walia Wielka Brytania

Po uptywie 10 dni zarodniki zbierano, przy czym namnazanie izolatow przeprowa-
dzano kilkakrotnie az do uzyskania ok. 50 mg zarodnikéw, z ktdrych nastepnie przepro-
wadzono izolacje catkowitego DNA z wykorzystaniem zestawu Plant & Fungi DNA
Purification Kit (EURx, Polska). Materiat izolowano wedtug procedury opisanej przez
producenta. Wyizolowane DNA zamrozono w temperaturze —20°C az do czasu prowa-
dzenia analiz.
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Wstepna oceng jakosci wyizolowanych preparatéw DNA, majaca na celu okreslenie
stopnia degradacji kwasow nukleinowych przeprowadzano poczatkowo elektorfore-tycz-
nie. Elektroforeza wykonywana byta w obecnosci bromku etydyny (50 ng - ml™?)
w 1-proc. zelu agarozowym, w buforze 1xTBE (89 mM Tris-boran, 2,5 mM EDTA) przez
1 godzing przy napieciu 120V z uzyciem zestawu do elektroforezy poziomej Agagel Maxi
(Biometra). Efekt rozdziatu zwizualizowano w §wietle UV i udokumentowano przy uzy-
ciu aparatu fotograficznego. Stezenie oraz czysto§¢ wyizolowanego DNA sprawdzono
z wykorzystaniem spektrofotometru Nanodrop 2000 (Thermo Fisher). W kolejnym etapie
preparaty DNA doprowadzono do jednakowego stezenia 10 ng - pl™.

Amplifikacj¢ przeprowadzono z uzyciem metody SRAP z zastosowaniem 8§ par
starterow (tab. 2). W sktad mieszaniny reakcyjnej o objetosci 10 ul wchodzity: 1 x bufor
do PCR (75 mMTris-HCI pH 8,8; 20 mM (NH4)2SO04, 0,01% Tween 20) (Thermo Fi-
scher); 200 uM kazdego dNTP; 0,5 uM startera Forward; 5 pM startera Reverse; 2 mM
MgCl,; 20 ng genomowego DNA,; 0,5 U Dream Taq Polymerase (Thermo Fisher). Reak-
cja PCR przeprowadzona zostata w termocyklerze TProfessional Basic firmy Biometra®.
Zastosowano nastgpujacy profil termiczny: wstgpna denaturacja przez 3 min. w 94°C,
5 cykli: denaturacja 94°C — 45 s; przytaczanie starterow 35°C — 45 s; wydtuzanie starte-
row 72°C — 1 min; 36 kolejnych cykli: denaturacja 94°C — 45 s, przylaczanie starterow
50°C —45 s, wydluzanie starterow 72°C — 1 min, z koncowa inkubacja 7 min w 72°C.

Produkty amplifikacji rozdzielano w 2-proc. zelu agarozowym z 0,01% EtBr w bu-
forze TBE przez 3 godziny przy napigciu 120V. Efekt rozdziatu zwizualizowano w $wie-
tle UV i sfotografowano wykorzystujac system do dokumentacji zeli. Otrzymane zdj¢cia
analizowano przeksztalcajgc na matrycg binarng. Obecno$é produktu SRAP oznaczano
jako 1, za$ jego brak jako 0. Uzyskang matryce poddano analizie statystycznej przy uzy-
ciu programu komputerowego Office Excel 2016 (Microsoft, Redmond, USA) oraz
w programie PAST 3.19 [Hammer i in. 2001]. Przeprowadzono analiz¢ podobienstwa
genetycznego Dice’a [Dice 1945] oraz skonstruowano dendrogram metoda UPGMA
(Unweighted Pair Group Method With Arithmetic Mean) [Sokal and Michener 1958].

Wyniki i dyskusja

Aby sprawdzi¢ mozliwo$¢ wykorzystania metody SRAP do analizy polimorfizmu
DNA P. graminis f. sp. avenae przeprowadzono reakcje z DNA izolatow grzyba z wyko-
rzystaniem wyselekcjonowanych we wczesniejszych badaniach o$miu par starterow,
ktére inicjowaty amplifikacje najwickszej liczby tatwo rozréznialnych produktow
(ryc. 1-2).

Osiem kombinacji starterow SRAP inicjowato tacznie amplifikacje 121 typow ampli-
konow DNA, z ktorych 103 (84,3%) byto polimorficznych, zas 19 (15,7%) monomorficz-
nych (tab. 2). Srednio na jedng kombinacje starterow powstawato 15,1 produktow,
w tym 12,7 polimorficznych oraz 2,4 monomorficznych. Najwicksza liczbg amplifikowa-
nych produktéw zaobserwowano w kombinacji Me2 + Em1, najmniejsza dla Fsrapl17 2 +
Em7. Powstanie najwigkszej liczby produktow polimorficznych inicjowala kombinacja
Me2 + Em1, podczas gdy najmniej takich amplikonow obserwowano dla kombinacji Me8
+ Em26. Produkty monomorficzne nie pojawily si¢ w obecnosci starterow Fsrap17 + Em24
oraz Me6 + Em6. Syntezg az pigciu produktdéw monomorficznych zainicjowaty pary:
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Fsrapl7_2 + Em7 oraz Me8 + Em26, a cztery takie produkty powstaty w kombinacji Me4
+ Em1. Kombinacje Mel + Em_Rsrap20 oraz Mel2 + Em29 rozpoczynaty synteze dwoch,
a para starterow Me2 + Em1 — jednego produktu monomorficznego.

|| g
ot |

|

Ryc. 1. Amplifikacja 11 matryc DNA z uzyciem starterow SRAP (Me4 + Em1, Me6 + Em6, Me8
+ Em26, Mel2 + Em29)

— - -— -— - . — -

- - —— . W -

Ryc. 2. Amplifikacja 11 matryc DNA z uzyciem starterow SRAP (Fsrap17 + Em24, Fsrapl7_2 +
Em7, Mel + Em_Rsrap20, Me2 + Em1)

Na podstawie polimorfizmu zidentyfikowanego metoda SRAP dla 11 izolatow
P. graminis okreslono dystans genetyczny pomiedzy nimi. Srednia wartos¢ dystansu wy-
nosita 0,667, wahajac si¢ od 0,480 pomigdzy izolatem Buslary strig SR 1, a Aber CH SR
do 0,891 pomigdzy Kotobrzeg 2 strig SR, a Kotobrzeg 2 SR 5 (tab. 3). Srednie podobiefi-
stwo izolatu z Wielkiej Brytanii do izolatow pochodzgcych z Polski wyniosto 0,530 i byto
nizsze od $redniego podobienstwa wszystkich izolatow. Jednoczes$nie podobienstwo po-
miedzy izolatami pochodzacymi z Polski wyniosto §rednio 0,698.
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Tabela 3. Matryca indeksow dystansu genetycznego Dice’a pomi¢dzy analizowanymi izolatami
Puccinia graminis f. sp. avenae okreslonych na podstawie polimorfizmu identyfikowanego

metodg SRAP
N
o~

=+

; < (:0 0 o pres

w SlEl 2|88 |¢8

&b N N IS\ N ® Y] o o o

E x x on o0 o I3 7)) 7] %)

@ o o » o ~ ~ T

S| E|E| 28|28l ~|&&|&| 35

z | 8| 8| 2|28 |R|=s|%| 2

m O (@] 2 N O O o [a ¥ <
Buslary strig. SR 1 0,811| 0,816| 0,785| 0,830| 0,744| 0,652 0,607| 0,610( 0,596| 0,480
Buslary strig. SR 1/4 0,804| 0,811| 0,836| 0,818| 0,602| 0,602| 0,639| 0,673| 0,538
Czernin SR 2 0,835| 0,863| 0,843| 0,635| 0,588| 0,632| 0,644| 0,542
Czernin SR 2 8/4 0,811/ 0,847| 0,617| 0,596| 0,667| 0,646| 0,495
Kotobrzeg 2 strig. SR 2 0,891| 0,645| 0,581| 0,656| 0,653| 0,519
Kotobrzeg 2 SR 5 0,645| 0,645| 0,689| 0,673| 0,538
Cz2017 SR 3 Pc51 0,684| 0,590| 0,691| 0,552
Cz17 SR 3/5 Pc51 0,590 0,593 0,621
Pol 2017 SR 7 0,709| 0,517
Pol 2017 SR 7/4 0,500

Postugujac si¢ uzyskanymi wynikami przeprowadzonej reakcji SRAP skonstruo-
wano dendrogram z wykorzystaniem metody UPGMA (ryc. 3). Na dendrogramie wyod-
regbniono jedna gtoéwna grupe skupien obejmujacych 10 izolatow z Polski, za$ na obrze-
zach dendrogramu usytuowat sig¢ izolat pochodzacy z Wielkiej Brytanii. W obrebie gtow-
nej grupy skupien wspolnemu klastrowaniu ulegly izolaty z Kotobrzegu: Kotobrzeg 2
strig. SR1 i Kotobrzeg 2 SRS, Czestawic: Cz 2017 SR3 Pc51 i Cz 2017 SR3/5 Pc51,
Polanowic: POL 2017 SR7 i POL 2017 SR 7/4. Izolaty zebrane w Kotobrzegu utworzyty
podgrupe z pozostaltymi izolatami pochodzacymi z Polski poéinocno-wschodniej: Buslary
strig. SR 11 Buslary strig. SR 1/4 oraz Czernin SR 2 i Czernin SR 2 8/4. Zaobserwowane
grupowanie odpowiadalo pochodzeniu geograficznemu badanych izolatow. Korelacja
pomig¢dzy pochodzeniem geograficznym a podobienstwem genetycznym izolatow obser-

wowana byta rowniez przez innych autorow [Szabo i in. 2014].
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Aber CH SR
Buslary SR1
Buslary SR1.4
Czernin SR2
Czernin SR2.8.4

Kolobrzeg SR2
Kolobrzeg SR2.5

Polanowice SR7

Polanowice SR7.4

Czeslawice SR3.5

Czeslawice SR3

Ryc. 3. Dendrogram badanych izolatéw Puccinia graminis f. sp. avenae uzyskany metoda
UPGMA w oparciu o polimorfizm identyfikowany za pomocg metody SRAP

Podsumowanie

W oparciu o uzyskane wyniki mozna stwierdzi¢, ze wykorzystana w pracy metoda
jest wiarygodna do oceny zrd6znicowania genetycznego P. graminis f. sp. avenae, gdyz
okreslone na podstawie polimorfizmu podobienstwo izolatéw odpowiadato pochodzeniu
geograficznemu badanych materialow. Ponadto duza liczba fragmentéw monomorficz-
nych wskazuje na mozliwo$¢ uzyskania specyficznych dla P. graminis f. sp. avenae se-
kwencji DNA, ktore mozna bedzie przeksztatcic do warunkéw specyficznego PCR.
Z uwagi na to, ze w amplifikacji metoda SRAP wykorzystywane sg dwa rozne startery,
sekwencjonowanie produktow bedzie poprzedzone jedynie izolacja z zelu, bez koniecz-
no$ci ich klonowania. Klonowanie jest metoda stosunkowo droga i skomplikowana,
a wiec mozliwos$¢ unikniecia tego etapu dodatkowo wskazuje, ze metoda SRAP idealnie
nadaje si¢ do pozyskiwania specyficznych gatunkowo produktow amplifikacji. Specy-
ficzne dla gatunku markery zostaty z powodzeniem opracowane do identyfikacji fitopa-
togennych grzybow, takich jak Bipolaris sorokiniana [Aggarwal i in. 2011], Tilletia con-
troversa [Gao i in. 2011] czy Fusarium mangiferae [Wu i in. 2016].
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Rola biostymulatoréw roslinnych w zrownowazonym rolnictwie
The role of plant biostimulants in sustainable agriculture

We wspotczesnej produkeji rolnej istotny wplyw na ilo$¢ i jakos$¢ plonu majg sub-
stancje wprowadzane przez rolnikéw na pola [Gomiero 2018] takie jak nawozy, $rodki
ochrony roslin (SOR), odzywki oraz modyfikatory [Davydov i in. 2018]. Obecnie rynek
produktow wykorzystywanych w uprawie roli jest na tyle bogaty, ze rolnicy korzystaja
z ustug doradcow specjalistow w wyborze odpowiednich preparatow [Fecke i in. 2018].
Rolnictwo konwencjonalne charakteryzuje si¢ duzym zuzyciem nawozoéw oraz SOR
[Davydov i in. 2018].

Wplyw tego sposobu produkcji rolnej na srodowisko jest bardzo wyrazny w skali
lokalnej oraz globalnej. Dowiedziono straty oraz wymywanie duzej czeSci nawozow
stosowanych pod uprawy [Khan i in. 2018]. Sktadniki odzywcze trafiaja do ciekow
i zbiornikéw wodnych powodujac eutrofizacje. Skutkiem eutrofizacji sa nadmierne za-
kwity sinic oraz glondéw, co wptywa na pogorszenie si¢ ekologicznego oraz fizyko-che-
micznego stanu wod [Khan i in. 2018]. Uprawy muszg by¢ chronione przed szkodnikami,
chorobami, chwastami i innymi formami uszkodzen. W tym celu stosuje si¢ $rodki
ochrony roslin. Produkty te sa uzywane, aby zwigkszy¢ produkcj¢ rolng i jakos¢ plonu
przez thumienie lub eliminowanie niepozadanych organizmow, ktore zaktocajg wzrost ro-
$lin lub powoduja ich obumarcie [Hough 2021, Tang i in. 2021]. Potrzeba utrzymania
zadowalajacej wydajnosci produkcji rolnej oraz model uprawy monokulturowej
i wielkoobszarowej spowodowal wysokie zuzycie SOR. Stosowanych jest wiele
srodkoéw z udowodnionym i istotnym negatywnym wptywem na $rodowisko naturalne
[Hough 2021].

Celem pracy jest identyfikacja potencjalnych zastosowan $rodkéw biostymuluja-
cych w ograniczaniu negatywnego wptywu stosowania nawozoéw oraz SOR na ekosys-
temy naturalne.

! Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie, Wydzial Nauk i Zwierzetach i Biogospodarki, Studenckie
Koto Naukowe Nauk o Zwierzetach i Biogospodarki, Piejak1111100@gmail.com
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Wyzwania rolnictwa konwencjonalnego i zrownowazonego

Organofosforany to klasa pestycydow, ktore sa toksyczne dla szerokiej gamy owa-
dow i moga by¢ niebezpieczne rowniez dla ptakéw i ssakéw [Sidhu i in. 2019]. Wyka-
zano, ze sa niszczace dla populacji pszczot i innych zapylaczy, trudno degradowalne i,
wymywajac si¢ do wod powierzchniowych, zanieczyszczaja ekosystemy wodne, bedac
réwniez zagrozeniem dla cztowieka [Sidhu i in. 2019]. Neonikotynoidy to klasa pestycy-
dow, ktoére zostaly powigzane z globalnym spadkiem populacji pszczot. Sa réwniez nie-
bezpieczne dla innych pozytecznych owadow oraz zanieczyszczaja glebe i wode [Michel
2020]. Najczesciej stosowanym $rodkiem i obecnie nieodtagcznym w produkcji rolnej jest
glifosat. Powigzano obecnos$¢ glifosatu w zywnosci z ryzykiem zachorowania na raka.
Udowodniono jego niszczacy wptyw na srodowisko naturalne [Maggi i in. 2020]. Stoso-
wanie glifosatu moze rowniez doprowadzi¢ do powstawania chwastow coraz bardziej od-
pornych na dziatanie tej substancji, skutkujac potrzeba stosowania mocniejszych srodkow
[Maggi i in. 2020].

Negatywne skutki rolnictwa konwencjonalnego doprowadzity do rozwoju konceptu
rolnictwa zrownowazonego, ktorego celem jest przemys$lane i mniej intensywne stoso-
wanie substancji szkodliwych [Pretty 2018]. Zréwnowazone rolnictwo jest czesto przed-
stawiane jako zbior idealnych celow do osiagnigcia. Aby osiagnac te cele, proponowane
lub krytykowane sg rézne metody i koncepcje, ktére powinny lub nie powinny by¢ sto-
sowane w danym obszarze dziatalnosci rolniczej [Gunton i in. 2016]. Dla zréwnowazonej
produkcji rolnej najwazniejszymi zalozeniami i jednoczesnie wyzwaniami sg wydajnosc,
substytucja i przeprojektowanie [Pretty 2018]. Wydajno$¢ oznacza zachowanie produkcji
rolnej na zadowalajacym poziomie, jest to istotne z powodu bezpieczenstwa zywnoscio-
wego oraz konkurencyjnosci produkcji krajowej. Istniejg doniesienia mowigce o znacz-
nym zmniejszeniu produkeji rolnej wraz z udziatem rolnictwa ekologicznego [Connor
2018]. Duzy nacisk jest wigc ktadziony na rozwigzania, ktore przyczyniaja si¢ do osigga-
nia celow zréwnowazonego rozwoju, nie zmniejszajagc wydajnosci jednostkowej,
uwzgledniajac fakt, iz w panstwach rozwinietych zasoby gruntdw ornych sg wyczerpane
i stale si¢ zmniejszaja [Gunton i in. 2016].

Zatozeniem nierozerwalnie zwigzanym z wydajnoscia jest zastgpowanie. Jest to sto-
sowanie alternatywnych rozwigzan, o mniejszym negatywnym wptywie na §rodowisko
[Pretty 2018]. Do rozwiagzan takich zaliczy¢ mozna zar6wno metody agrotechniczne
(np. uprawa bezorkowa, rosliny okrywowe), stosowane $rodki (np. szczepionki mikory-
zowe, preparaty algowe) oraz czynnosci posrednie (np. technologia sktadowania plonéw,
rolnictwo i zywno$¢ lokalna) [Tataridas i in. 2022, Boix-Fayos i de Vente 2023].
Wydajno$¢ i zastepowanie nie sg wystarczajgce do osiggniecia zroOwnowazonego rolnic-
twa bez przeprojektowania go [Pretty i in. 2018]. W ramach obecnych procesow produk-
cyjnych zastgpowanie jest stopniowe i wybiodrcze. Przeprojektowanie polega na zmianie
systemu produkcji rolnej, przez co jest opisywane jako pojecie teoretyczne, utopijne
[Tilmaniin. 2011].

Rolnictwo zrownowazone odgrywa coraz wigksza role i jest coraz mocniej promo-
wane [Clapp i Ruder 2020]. Dla polskiego rolnictwa istotne znaczenie w kontekscie rol-
nictwa zrownowazonego ma polityka Zielony Lad oraz jej element — Strategia od Pola do
Stotu [Bloomfield i Steward 2020, Leonard i in. 2021]. Do 2030 r. Komisja Europejska
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wyznaczyta dodatkowe kroki w celu zmniejszenia o potowe ilosci catkowitego stosowa-
nia pestycydow chemicznych oraz silnego ograniczenia stosowania srodkow bardziej nie-
bezpiecznych [Boix-Fayos i de Vente 2023]. Nadmiar sktadnikow odzywczych (zwtasz-
cza azotu i fosforu) w §rodowisku naturalnym spowodowany jest nadmiernym wykorzy-
staniem nawozow mineralnych oraz faktem, Zze nawozy stosowane w rolnictwie nie sg
skutecznie wchtaniane przez rosliny, w wyniku czego nie sg efektywnie wykorzystywane
[Niu i in. 2021]. Komisja Europejska podejmie dziatania majace na celu zmniejszenie
strat sktadnikow pokarmowych o co najmniej 50%. Pozwoli to zminimalizowa¢ stosowa-
nie nawozow o 20% do 2030 r. Celem jest rowniez zwigkszenie areatu upraw ekologicz-
nych do 25% catkowitego areatu upraw [Bloomfield i Steward 2020].

Biostymulatory roslinne — charakterystyka

Jednym z alternatywnych rozwigzan dla zrownowazonego rolnictwa jest stosowa-
nie biostymulatorow. Cytujac Europejska Rad¢ Przemystu Biostymulatoréw, biostymu-
lator to produkt ,,zawierajacy substancje i/lub mikroorganizmy, ktorych funkcja w przy-
padku zastosowania dolistnego lub doglebowego jest stymulowanie naturalnych proce-
sow w celu zwigkszenia pobrania sktadnikow odzywczych, tolerancji na stres abiotyczny
oraz poprawy jakosci plonow” [EBIC 2012]. Zasada dziatania wielu biostymulatorow
roslinnych nie jest wystarczajaco dobrze poznana. Definicja podana przez EBIC méwi
takze, ze dziatanie biostymulatoréw nie polega na dostarczeniu substancji odzywczych
(rola nawozow), nie polega rowniez na hamowaniu negatywnego oddziatywania patoge-
néw (rola SOR). Biostymulatory poprawiaja produkcje roslinng przez ingerencje w szlaki
sygnalizacyjne roslin, ograniczajac w ten sposOb negatywne reakcje roslin na stres
[Brown i Saa 2015].

Istnieje szereg badan wykazujacych, ze czasteczki sygnalizacyjne produkowane
przez rosliny lub mikroorganizmy moduluja reakcje ro$lin na stresy i warunki srodowiska
[Arthur i in. 2013, Yakhin i in. 2017]. Biostymulatory moga oddzialywa¢ bezpo$rednio
na szlaki sygnalizacyjne roslin lub stymulowac bakterie i grzyby do produkcji zwigzkoéw
korzystnych dla roslin. W licznych badaniach wykazano poprawe wzrostu i plonowania
po zastosowaniu biostymulatorow [Arthur i in. 2013, Xu i Geelen 2018, Arahou i in.
2022]. Pozytywny wptyw polegat na zwigkszeniu pobierania sktadnikow pokarmowych,
przyspieszeniu metabolizmu, poprawie efektywnosci fotosyntezy, podziatow komorko-
wych Iub stymulacji okreslonych czynnosci jak kwitnienie czy zawigzywanie owocoOw.
Biostymulatory stanowia unikalng technik¢ regulacji procesow fizjologicznych roslin
w celu przyspieszenia wzrostu, ztagodzenia ograniczen spowodowanych stresem i zwiek-
szenia plondéw bez zwigkszenia dawki nawozoéw [Yakhin i in. 2017].

Srodki o dzialaniu biostymulujacym

Wigkszo$¢ stosowanych obecnie biostymulatorow to mieszaniny substancji pocho-
dzacych z procesoéw biologicznych lub ekstrakcji materiatu biologicznego [Yakhin i in.
2017]. Ztozonos¢ tych mieszanin jest czesto uwazana za podstawe dla funkcji biostymu-
lujacej, a biostymulatory jako mieszanina mogg posiada¢ dziatanie, ktore jest niemozliwe
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do okreslenia, gdy znane sg wtasciwosci poszczegdlnych sktadnikéw Iub ich kombinacji.
Srodki biostymulujace czesto nie majg okre§lonego i $cistego sktadu. Ich whasciwosci
mieszaniny sprawiaja, ze oprocz dzialania biostymulujacego czgsto sa tez odzywka, srod-
kiem nawozeniowym czy regulatorem wzrostu, przez co bezposrednie okreslenie dziata-
nia biostymulujacego jest bardzo trudne [Brown i Saa 2015].

Przyktadem biostymulatora moze by¢ ekstrakt z wodorostoéw. Wodorosty od setek
lat stosowane sg jako organiczny nawoz przez rolnikow zyjacych u wybrzezy morz. Wo-
dorosty takie jak Laminaria digitata, Ascophyllum nodosum produkuja substancje obecne
réwniez w roslinach uprawnych — aminokwasy, witaminy, substancje fenolowe, kwasy
organiczne — wykazujace dziatanie biostymulujace [Craigie 2011, Peng i in. 2015].
Oprocz tego w biomasie wodorostow znajduja si¢ fitohormony i ich prekursory oraz mi-
neraty. Taki zestaw dziata kompleksowo, modulujac wiele procesow fizjologicznych ro-
$liny, jednak odpowiedz poszczegdlnych procesow fizjologicznych jest zalezna od ga-
tunku [Ali i in. 2021].

Na podstawie materiatu, z ktérego otrzymywany jest biostymulator wyrdznié
mozna preparaty bakteryjne, grzybowe, algowe, roslinne, zwierzece oraz odpadowe [Ya-
khin i in. 2017]. Mozliwo$¢ pozyskiwania biostymulatoréw z odpadéw takich jak pro-
dukty uboczne odzwierzgce, kompost, masa pofermentacyjna czy grzybnia sprawia, ze
mogg one by¢ czescia systemu gospodarki o obiegu zamknietym. Kwasy humusowe oraz
ekstrakty z wodorostow dziataja ogdlnie stymulujaco i regulujaco. Natomiast istniejg pro-
dukty przygotowane specjalnie do dziatania na dany proces fizjologiczny. W sadownic-
twie czesto stosuje si¢ wybrane aminokwasy w odpowiednim momencie, aby uzyskaé
pozadany efekt. Przyktadowo tryptofan przyspiesza syntez¢ auksyny, ktora reguluje wy-
dhuzanie todyg i korzeni, rozwoj pakow lisciowych. Glicyna i kwas glutaminowy sg istot-
nymi sktadnikami chlorofilu, wspomagaja wigc syntezg asymilatow podczas fotosyntezy.
Lizyna i metionina zwickszaja kietkowanie ziarna i rozwoj tagiewki pytkowej, gdy sa
dostarczane przed kwitnieniem [Santos i in. 2019, Shahrajabian i in. 2022].

W kontekscie zrownowazonego rolnictwa dziatanie biostymulatorow jest wielokie-
runkowe i zalezy od stosowanej dawki oraz rodzaju produktu. Wybrane eksperymenty
przedstawiajace wplyw stosowania biostymulatoréw wykazaty wzrost plonowania od
11% do 42%, z podkresleniem, ze byly to wartosci maksymalne, a wyniki sg zroéznico-
wane zardwno pomiedzy stosowanymi dawkami, jak i pomiedzy eksperymentami [Abou-
Zaid i Shabaan 2019, Uddin i in. 2019, Yanni i in. 2020].

Coraz wigksze znaczenie w produkcji biostymulatorow zyskuja mikroalgi [Osanai
i in. 2017]. Sa to jednokomoérkowe glony oraz cyjanobakterie unoszace sie w toni wodnej.
Ich monogenne rozmieszczenie, wysoka zawartos¢ sktadnikow bioaktywnych i odzyw-
czych oraz kilkukrotnie wigksze tempo produkcji pierwotnej sprawiajg, ze powstajg ko-
lejne zaktady i farmy zajmujace si¢ hodowla mikroalg [Osanai i in. 2017]. Zdecydowanie
najprostsze w uprawie i uniwersalne sg cyjanobakterie z rodzaju Arthrospira popularnie
zwane spiruling [Godlewska i in. 2019]. Wykorzystanie zaprojektowanych do hodowli
mikroalg fotobioreaktorow oraz odpowiedni dobor szczepu skutkujg bardzo wysoka wy-
dajnoscia oraz kontrolg proceséw hodowli. Profesjonalna hodowla mikroalg jest bardzo
wydajna w przeliczeniu na powierzchnig, co sprawia, ze powoduje minimalng konkuren-
cj¢ z gruntami ornymi, co wigcej, mikroalgi moga by¢ implementowane do istniejacej
infrastruktury [Singh i Sharma 2012]. Wykazano bioakumulacj¢ w biomasie mikroalg
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dwutlenku wegla ze spalania wegla, przez dyfuzje w podtozu hodowlanym Chlorella vul-
garis oraz Arthrospira maxima [Duarte i in. 2017, lamtham i Sornchai 2022]. Zabieg ten
poskutkowatl zmniejszeniem emisji dwutlenku wegla nawet o 50% oraz zmniejszeniem
kosztow hodowli mikroalg, wpisujac si¢ rowniez w ide¢ up-cyclingu i gospodarki
0 obiegu zamknigtym.

Dziatanie biostymulatoréw polegajace na zwickszaniu przyswajania sktadnikow
pokarmowych zwigksza efektywnos$¢ stosowania nawozoéw, co moze polepszy¢ jakos¢
i zwigkszy¢ ilos¢ plonu lub zmniejszy¢ zuzycie nawozow nawet o 25% przy podobnym
plonie. W konsekwencji wplywa réwniez na zmniejszenie ilosci nawozow przedostaja-
cych si¢ do $rodowiska [Brown i Saa 2015, Arahou i in. 2022]. Wzmacnianie odpornosci
na stresy srodowiskowe skutkuje zwigkszeniem bezpieczenstwa zywno$ciowego przez
zmniejszenie skutkow negatywnych zjawisk takich jak susze, przymrozki [Rouphael
i Colla 2018]. Konsekwencja zwigkszonej odpornosci moze by¢ rowniez zmniejszenie
zuzycia SOR. Mozliwo$¢ modyfikacji i dopasowywania proceséw fizjologicznych ro-
sliny do oczekiwan i okolicznos$ci jest nicoczywista korzyscia, jednak pozwala na Swia-
dome podejmowanie decyzji o przyspieszeniu kwitnienia, przebudzenia oraz wptywu na
cechy plonu poprzez np. stymulacj¢ zawigzywania owocow [Sperotto i in. 2016].

Podsumowanie

Potrzeba dazenia do bardziej zrownowazonych metod uprawy rolnej wynika z ne-
gatywnych skutkow, jakie niesie rolnictwo konwencjonalne. Podejmowane sg dziatania
w celu szybszego osiaggniecia celow zrownowazonego rozwoju. Dla Polski jednym z naji-
stotniejszych dziatan jest Zielony Lad oraz strategia od Pola do Stotu. Zatozenia zwigza-
nie z tg strategia s3 ogromnym wyzwaniem dla polskiego rolnictwa. Stosowanie §rodkow
biostymulujacych wpisuje sie w polityke srodowiskowo-klimatyczng Unii Europejskiej,
czego skutkiem moze by¢ zwigkszenie znaczenia produktéw stymulujacych procesy fi-
zjologiczne roéliny. Implementacja oraz rozwoj technik uwzgledniajacych stosowanie
biostymulatoréw moze poskutkowaé tagodniejszg i tatwiejszg adaptacja do strategii Unii
Europejskiej. Biostymulatory moga by¢ pozyskiwane z roznych zrodet, rowniez odpado-
wych. Wielokierunkowe dziatanie biostymulatoréw na wzrost i funkcjonowanie rosliny
sprawia, ze produkty te sa uniwersalne i moga by¢ stosowane w wielu okolicznoéciach,
np. z nawozem w celu poprawienia efektywno$ci wchtaniania, w trakcie wystepowania
stresu Srodowiskowego w postaci suszy czy w celu poprawienia kwitnienia. Trendy
w rolnictwie, stawianie nacisku na zroéwnowazone metody, praktyczne i potencjalne za-
stosowanie biostymulatorow sg argumentami przemawiajacymi za implementacja i roz-
przestrzenianiem stosowania biostymulatoréw w rolnictwie.
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The economic significance of biostimulants on the example
of orchard production

Ekonomiczne znaczenie biostymulatoréw na przykladzie produkcji
sadowniczej

Fruit growers are able to use modern anti-stress agents called biostimulants, also
known as phytostimulants. In the event of unfavorable weather conditions these products
when applied to a given plant help it return to its physiological balance faster. That way
such a plant regenerates faster. At the same time, if stress factors do not occur on the
plantation, biostimulants strengthen trees, make them grow faster and contribute to the
development of a stronger and deeper root system. Biostimulants have a multidirectional
effect, they increase the amount of set fruit. The growing popularity of biostimulants in
agriculture may result from the fact that their use goes in line with both the principles of
integrated production and the importance of economic aspects. Among the preparations
available on the Polish market there are Asahi SL, Shigeki, Kaishi, Tytanite, but also the
preparations based on seaweed filtrates such as Goemar BM 86, Algex or Agrocean. The
available studies related to the use of biostimulants in apple production show positive
production results (e.g. the use of Asashi SL increased the yield by 11.1 tons per ha). The
aim of the study is to determine the importance of biostimulants and to present the calcu-
lation of revenue of their use in apple production. To collect the proper data a documen-
tary analysis has been used. For the research findings a descriptive method has been used
along with a method of financial calculations. The performed calculations show that
the use of biostimulants in orchard production is profitable and helps to increase produc-
tion value.

The global consumption of apples in the world has grown steadily in recent years.
In 2014 there was a large increase in apple consumption in the world, it amounted to as
much as 16% year-on-year. This trend is expected to continue in the near future [Fruit-
growersnews.com 2020]. The amount of arable land and therefore orchards is limited,
this represents the so-called bottleneck in orchard production [Rana et al. 2022]. In order
to produce the amount of fruit expected by the market, fruit growers began to use plant
protection products excessively and thoughtlessly. The progressing chemicalization has
led to an increase in the resistance of pathogens to the preparations used, therefore, in
order to achieve a satisfactory yield, the grower has to pay more and more for chemical
protection from year to year [Ramut 2022]. Apart from the large influence of biotic fac-
tors on the economic activity of the orchard, there are also abiotic factors. Increasingly

1 Wroclaw University of Environmental and Life Sciences (UPWRY), The Faculty of Life Sciences and
Technology, Students’ Scientific Association of Market Analyzes, 116990@student.upwr.edu.pl
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unpredictable climate, frequent hailstorms, spring frosts and water shortages increase the
cost of plantation [McKeown et al. 2006].

In the face of increasing difficulties in the hostile natural environment, agricultural
producers began to produce preparations that help plants regenerate after the occurrence
of stress factors and improve the quality and, above all, the quantity of the obtained crop.
These preparations include biostimulants [Kozak et al. 2016]. By du Jardin [2015] they
were defined: “A plant biostimulant is any substance or microorganism applied to plants
with the aim to enhance nutrition efficiency, abiotic stress tolerance and/or crop quality
traits, regardless of its nutrient content”. Regulation 2019/1009 of the European Parlia-
ment and of the European Council of 5 June 2019 defines a biostimulant in turn as
a fertilizing product which, depending on the nutrient content, contains a substance or
several active substances, or microorganisms. After an application of this preparation on
a plant or within the rhizosphere, this agent stimulates natural processes carried out by
the plant, which lead to the improvement of at least one of the following characteristics
of the plant: nutrient efficiency, tolerance to various abiotic stresses or quality character-
istics of crops [Rutkowska 2016]. At the same time, it is worth noting that when stress
factors do not occur in a given plantation, biostimulants strengthen trees and make them
grow faster so that they have a stronger and deeper root system. This makes it easier and
more effective for them to take up the nutrients it contains [Battacharyya et al. 2015,
Hernandez-Herrera et al. 2016, Scaglia et al. 2016, Colla et al. 2017]. Biostimulants in-
crease the number of fruit set. A fruit tree that is strong and resistant to stress factors
means a higher yield per plant as well as per hectare, which translates into a higher profit
for a fruit grower. Biostimulants also have a positive effect on improving the storage
capacity of fruit. This effect is achieved by preparations containing zinc, silicon and cal-
cium, which together strengthen the cell wall [Ferguson et al. 1999]. Especially silicon,
thanks to its properties, enriches the cell walls. By saturating them, plants have a stronger
barrier to protect themselves against pathogens and also lose less water. A thicker cell
wall reduces transpiration [Buraczyk et al. 2020]. They are considered to be one of the
most modern anti-stress agents [Povero et al. 2016]. On the Polish market there are,
among others, Asahi SL, Shigeki, Kaishi, Tytanit and preparations based on seaweed fil-
trates such as Goemar BM 86, Algex or Agrocean. This market segment is clearly devel-
oping. In February 2015 there were approximately 60 biostimulants registered as plant
protection products in the group of growth stimulants on the Polish market [Matyjaszczyk
2015]. In turn, in February 2022 this number amounted to 80 preparations [Register of
Ministry of Agriculture and Rural Development 2022]. The growing popularity of bi-
ostimulants among agricultural producers has resulted in the growing economic im-
portance of these preparations [Hara 2019]. In the European Union, according to the data
provided by the European Biostimulants Industry Council, the economic value of biostim-
ulants is estimated to be between 200 and 400 million euros (with a yearly growth of
10%) [Xu et al. 2018]. It may result from the fact that their application goes in line with
the principles of integrated protection and crop production. What is more, the issues of
profitability are also important. Integrated protection is based on combining all possible
methods of influencing plant health and improving resistance to diseases, pests and
weeds. The most important assumption of this method is to use chemical protection as
a last resort [Dominik et al. 2012]. Integrated production, in turn, is based on combining
new production methods: the agrotechnical, biotechnical, genetic and biological ones,
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taking into account the economic profitability of the treatments performed. In addition,
environment protection and care of human health are equally important. In this method,
just like in integrated protection and plant production, priority is given to ecological meth-
ods in which chemical protection is limited to the minimum [Niemczyk 1999, Golinow-
ska 2002].

The aim of this publication is to determine the economic importance of biostimu-
lants and to present a simulation of changes in the income coming from fruit production
due to the use of biostimulants.

Material and methods

The secondary sources of information have been used in the study. The materials
come from: available literature on the subject and the internet resources, data taken from
the public statistics, documents and reports related to the issues discussed, all provided
by public institutions and private enterprises. The descriptive method, the comparative
method and the sales revenue simulation method have been applied to develop the results
[Johnson 1953, Anderson 1974, Collier 1993]. When processing the results, the following
assumptions have been made:

I. For the calculations both the average level of production involving the use of a par-
ticular biostimulant and the average level of production in a control sample resulting
from the experience of Arista Life Science [Company’s internal materials 2013]
have been assumed.

Il. The experiment has been based on the use of the Asahi SL biostimulant. It is a liquid
preparation, it is applied to plants by means of spraying. It consists of three active
substances: sodium para-nitrophenolate with a concentration of 0.3%, sodium ortho-
nitrophenolate with a concentration of 0.2% and sodium 5-nitroguaiacolate with
a concentration of 0.1%. All three substances are from the group of nitrophenol de-
rivatives.

I11. Spraying with Asahi SL as part of the experiments has been carried out three times
together with other plant protection treatments, therefore it has been assumed that
there were no additional costs associated with the application of the biostimulant.

IV. The average exchange rate in 2021 was 4.57 PLN / EUR [NBP 2021]

V. The cost of using the biostimulant was determined in the amount consistent with the
field experiments (3 x 0.6 1/ha) and according to the price from 2021 [Allegro Ar-
chive 2021]

VI. Apart from the cost of the product itself, the additional cost of using the biostimulant
has not been taken into account, as it has been assumed that the preparation would
be applied along with other plant protection treatments.

VII. The calculations have been made per one hectare of fruit production for the average
price conditions per 1 kg of apples in the European Union and Poland in 2021 [Eu-
ropean Commission 2022].

The experiments related to the first assumption have been carried out in Poland in
the following locations: Fertico Goliany Agronomic Institute — Btedow (Gala and Golden
Delicious varieties), BIOTEK Agriculture Sp. z 0.0. — Ga¢ village (Gala Royal variety),
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Agricultural Experimental Station of the University of Life Sciences in Poznan — Gorzyn
village (Jonagored variety). The results of the experiments regarding the total yield with
the Asahi SL and the control sample are shown in Figure 1 below.

e S [ control sample

I Asahi SL 3 x 0,6 Uha
0.0
m-u .
.|

Fartico Guuw Fartico Gollany: varksty Emuc Gat; vam:.- Gorny; varsty Average of
GoMen Delickous Jonagarad 4 locations

Source:own study based on promotional materials of the manufacturer “Asahi SL Success Mechanism” [Arysta
LifeScience, 2013, page 22]

Fig. 1. Yield results obtained in the experiments involving the Asahi SL biostimulant
and the control sample

Statistical analysis

Mean of experimental group:

(24.8 +89.5 + 26 + 38.8) / 4 = 44.775 t/ha
Mean of the control group:

(20.9 + 57.5 + 22.9 + 33.5) / 4 = 33.7 t/ha

Standard deviation

Standard deviation of experimental group:

sQrt(((24.8-44.775)"2 + (89.5-44.775)"2 + (26-44.775)"2 + (38.8-44.775)"2) / 4) =
~ 26.399 t/ha

Standard deviation of the control group:

sqri(((20.9-33.7)72 + (57.5-33.7)"2 + (22.9-33.7)"2 + (33.5-33.7)"2) / 4) =
~ 14551 tha
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Research results

During the work of this article, the average price of apples in the European Union
and Poland has been used, from the generally available data of the European Commission
[EC 2022]. The monthly and annual average values are presented in Table 1.

Table 1. Average purchase prices for apples in 2021 as in individual months in the European
Union and Poland

Average
Month Jan. | Feb. | Mar. | Apr. | May. | Jun. | Jul. | Aug. | Sep. | Oct. | Nov. | Dec. prices
(EUR/kg)
Apple prices
UE (EUR/g) 0.71(0.77| 074|076 | 0.77 | 0.79 | 0.81 | 0.62 | 0.65 | 0.67 | 0.67 | 0.69 0.72
Apple prices
PL (EUR/g) 04 |038| 045|049 | 042 | 039|0.13|021|0.35|0.27|028|024 0.33

Source: own calculation based on the European Commission data [EC 2022]

Table 2. Estimated cost of applying Asahi SL per 1 ha in 2021

Name of the Price Exchange rate Price Dose rate Cost
preparation (PLN/I) (PLN/EUR) (EUR/I) (I/ha) (EUR/ha)
Asahi SL 132.30 457 28.95 1.8 52.11

Source: own calculation based on the data taken from the Allegro Archive and National Bank of Poland [Allegro
Archive 2021, NBP 2021]

The price of one liter of Asahi SL is 28.5 €, in the experiment we have performed 3

sprays on one hectare, the dose rate for one spraying is 0.6 |, hence the dose of Asahi SL
in our experiment is 1.8 I/ha.

Table 3. Production quantity and value of the research and control sample in the European Union
and Poland (EUR)

Avarage price :

Production value (EUR

Specification Average of apples (EUR/Y) (EUR)
yield (t/ha)
UE PL UE PL

Asahi SL 3 x 0,6 I/ha 448 720 330 32256 14784

Control sample 33.7 720 330 24264 11121

Differences 111 X 7992 3663

Source: own calculation
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There are visible differences in the price of apples between Poland and the EU av-
erage, which is reflected in the production value. The average purchase price per one ton
of apples in the European Union was about 2.2 times higher than in Poland. The produc-
tion value after the use of the biostimulant in relation to the control (without the biostim-
ulant treatment) was higher by 7992 € in the EU and by 3663 € higher in Poland. The
study shows that after using the biostimulant, the production value increased by 32%.
Due to the fact that the use of a given biostimulant is associated with an additional cost,
the question arises as to what effect it has on the financial surplus. The control sample did
not use the measure, so in the research sample the cost was higher by 52.11 € per 1/ha,
but in the case of the research sample, the revenues per 1 ha of orchards in the European
Union were higher by 7939.89 € than in the control sample, (analogically, in Poland the
increase in revenue amounted to 3,610.89 €/1 ha). Due to the fact that the agent is used
together with other plant protection treatments, there was no additional spraying cost be-
tween the trial test and the control trial. This means that the financial surplus was 7992
€-52.11 €= 7939.89 € for the EU price conditions, and in the case of Poland, € 3663 —
52.11 = 3610.89 €/ha in favor of the sample.

Conclusion

The available data show that the application of triple spraying of Asahi SL had
a positive effect on the growth of apple yield. In the field experiments, the yield increase
was 11.1 tons per 1 ha on average, thanks to the application of a triple dose of Asahi SL
compared to the control sample. This gives a yield increase of 32.9%. The calculations
show that after using the biostimulant, the production value increased by € 7992 after
being converted according to the average apple price in the EU, in Poland the value was
lower and amounted to € 3663/ha, which resulted from significantly lower apple prices.
The results of the research show that the use of a biostimulant in apple orchards is eco-
nomically justified and brings a significant increase in the financial surplus compared to
the plantations where biostimulant treatments have not been applied.
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Analiza zroznicowania genetycznego grzybow
z gatunku Puccinia graminis f. sp. avenae metoda SRAP

Analysis of the genetic diversity of Puccinia graminis f. sp. avenae
by the SRAP method

Jedna z najczesciej wystepujacych chordb grzybowych owsa jest rdza zdzblowa
wywolywana przez grzyb Puccinia graminis Pers. f. sp. avenae Eriks. & E. Henn. Obja-
wem rdzy zdzblowej sg rdzawe skupiska uredinospor pojawiajace si¢ glownie nha
zdZzbtach i pochwach lisciowych, a przy duzym nasileniu choroby rowniez na blaszkach
lisSciowych i plewach [Leonard i Szabo 2005]. Rdza zdzbtowa wystepuje nie tylko na
owsie, ale na wielu innych gatunkach traw takich jak pszenica, jeczmien czy zyto.
W obrebie gatunku P. graminis wystepuje wiele form specjalnych przystosowanych do
infekowania konkretnych zywicieli. W obrgbie form specjalnych wystepuja rdézne rasy
0 odmiennej wirulencji i poziomie zjadliwosci. Grzyb P. graminis jest obligatoryjnym
biotrofem, a do przejscia petnego cyklu rozwojowego potrzebuje dwoch zywicieli: osta-
tecznego i posredniego [Martens 1985]. P. graminis ma zdolno$¢ rozmnazania ptciowego
i bezplciowego, co umozliwia adaptacj¢ do zmieniajacych si¢ warunkéw srodowiska oraz
zroznicowanej dostepnosci zywiciela. Konsekwencja infekcji wywotanej P. graminis jest
przerwanie doptywu sktadnikéw odzywczych do rozwijajacych si¢ wiech, co uniemozli-
wia prawidtowe wypelnienie ziarniakow, a zdZzbta ostabione przez rdze¢ sg podatne na
wyleganie. Choroba, wptywajac na wegetacje roslin, obniza jako$¢ stomy, zwieksza wy-
leganie i utrudnia zbidr, przez co prowadzi do znacznych strat w plonach, szczegdlnie
jesli atakuje we wezesnych stadiach rozwoju roslin [Roelfs i in. 1992].

W klimacie umiarkowanym pod koniec sezonu wegetacyjnego zywiciela ostatecz-
nego, ktorym sg gatunki z rodziny Poaceae, P. graminis wytwarza gruboscienne, dwu-
komorkowe teliospory — stadium spoczynkowe zarodnikow. Teliospory pozostajg
uspione w zakazonej stomie do wiosny, po czym kietkuja, wytwarzajac strzgpki zwane
promycelium lub podstawka. Na kazdej komdrce promycelium powstajg sterygma, ktore
po mitozie formuja haploidalne dikariotyczne bazydiospory [Roelfs 1985]. Dojrzate ba-
zydiospory przenoszone sg przez prady powietrza w celu zarazenia zywicieli alternatyw-
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nych, ktérymi sg gatunki z rodzajéw Berberis lub Mahonia spp., gtéwnie berberys po-
spolity (B. vulgaris). Porazenie skutkuje powstaniem na gornej powierzchni liscia berbe-
rysu piknii wytwarzajacych pikniospory, ktore stanowig gamety zenskie oraz meskie. Po
ich fuzji nastgpuje migracja w kierunku podstawy piknium i tworzy si¢ dikariotyczne ae-
cjum, ktore rozrywa dolng skorke liscia berberysu. Wytwarzane sg aeciospory, ktore moga
infekowaé zywiciela ostatecznego, wytwarzajac gesta sie¢ strzepek pod naskorkiem zywi-
ciela — uredinia. Uredinia wytwarzajg z kolei masy jednokomorkowych urediniospor, ktore
rozrywaja epiderme¢ zywiciela. Urediniospory sg przenoszone przez wiatr i moga ponownie
zainfekowa¢ zywiciela ostatecznego. Uredinia z czasem zaprzestajg produkcji urediniospor
1 zaczynaja wytwarzaé teliospory. Przy braku dostepnosci zywiciela posredniego, w sprzy-
jajacych warunkach klimatycznych, P. graminis moze przez caty rok utrzymywac si¢ na zy-
wicielu ostatecznym w stadium uredinium [Zadoks i Bouwman, 1985].

Warunki srodowiskowe panujace w danym regionie geograficznym oraz obecno$é¢
lub brak zywiciela alternatywnego wptywajg na zroznicowang epidemiologie choroby
w roznych czgsciach §wiata. W przypadku braku berberysu, ale przy catorocznym doste-
pie zarodnikow z zZywiciela ostatecznego dominuje rozmnazanie bezpiciowe — klonalne.
Badania prowadzone przez Figueroa i in. [2020] wykazaty, ze w sytuacji gdy rozmnaza-
nie ptciowe nie jest mozliwe, w wyniku serii mutacji rOwniez w rozmnazaniu bezplcio-
wym moga powsta¢ nowe patotypy. Populacje klonalne wystepuja m.in. w Australii
[Haque i in. 2008].

Zrozumienie zréznicowania genetycznego patogenu ma kluczowe znaczenie dla
opracowania metod jego zwalczania. Jednym ze sposobow zapobiegania rozwojowi cho-
roby jest stosowanie fungicydow. Inng powszechnie stosowang metoda zwalczania pato-
genu jest eliminacja zywiciela alternatywnego [Peterson i in. 2005]. Najbardziej obiecu-
jaca, przyjazng dla srodowiska alternatywa jest hodowla nowych odmian ukierunkowana
na wprowadzanie odpornosci warunkowanej genetycznie. Opracowanie strategii hodowli
odpornosciowej wymaga systematycznych badan wirulencji oraz zrdéznicowania gene-
tycznego nowych patotypow [Sowa i in. 2021].

Narzedziem wykorzystywanym w biologii molekularnej do oceny zrdéznicowania
genetycznego sg markery molekularne. Metoda SRAP (ang. sequence-related amplified
polymorphism) jest modyfikacja PCR (ang. polymerase chain reaction). W reakcji wy-
korzystuje si¢ startery komplementarne do otwartych ramek odczytu i kodujacych frag-
mentow genomu. Startery przednie (forward) sg bogate w zasady GC i hybrydyzuja do
egzonow, a startery wsteczne (reverse) wzbogacone sa w zasady AT dzigki czemu hy-
brydyzuja do sekwencji promotorowych, intronow i regionéw miedzygenowych [Poczai
i in. 2013]. Kombinacje starteréw forward i reverse dobiera si¢ indywidualnie dla kon-
kretnego gatunku podczas optymalizacji metody. Po przeprowadzonej elektroforezie pro-
duktéw PCR uzyskuje sie zroznicowany wzor prazkowy. Metoda jest wysoce powta-
rzalna i relatywnie fatwa do przeprowadzania. Nie wymaga tez znajomo$ci sekwencji
badanego gatunku i identyfikuje wysoki poziom polimorfizmu [Li i Quiros 2001]. Mar-
kery SRAP sa powszechnie wykorzystywane do analiz zréznicowania genetycznego, po-
wigzan filogenetycznych, a takze do konstruowania map genetycznych, jak rowniez
w analizie sprz¢zen [Budak i in. 2004, Xue i in. 2010, Robarts i Wolfe 2014].
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Celem niniejszej pracy byta ocena mozliwosci wykorzystania metody SRAP do
analizy zroznicowania genetycznego skolekcjonowanych w owsie zwyczajnym, wywo-
hujacych rdze ZdZbtowg izolatow P. graminis f. sp. avenae o zréznicowanym pochodzeniu
geograficznym.

Materialy i metody

Materiat do badan stanowito 10 izolatdéw Puccinia graminis f. sp. avenae zebranych
w réznych czesciach Polski w latach 2017-2018 (tab. 1). Urediniospory zbierane byty
w Polsce w pigciu lokalizacjach: Kopaszewo, Choryn, Strzelce, Czestawice i Polanowice.
Dodatkowo do badan wtaczono izolat pochodzacy z miejscowosci Aberystwyth w Walii
(Wielka Brytania).

Izolaty pochodzace z pojedynczego zarodnika uzyskano w wyniku pieciokrotnego
pasazowania grzyba na fragmentach lisci siewek owsa zwyczajnego (Avena sativa L.)
podatnej na porazenie odmiany Kasztan. Liscie wyktadano na szalki Petriego wypetnione
agarem (0,6%) z dodatkiem benzymidazolu (3,4 mM). Szalki inokulowano zarodnikami
pochodzacymi z poszczegolnych lokalizacji w wiezy inokulacyjnej, a nast¢pnie umiesz-
czano na 10 dni w fitotronie w temperaturze 17°C, przy kontrolowanym nat¢zeniu §wiatta
(4 kIx) i wilgotno$ci powietrza ok. 70%. Po uzyskaniu czystych izolatbw namnazanie
zarodnikow powtarzano wielokrotnie az do uzyskania 50 mg urediniospor. Izolacje cat-
kowitego DNA prowadzono zgodnie z metodyka dotaczona do zestawu komercyjnego
Plant & Fungi DNA Purification Kit (EURX, Polska). Przed izolacja zarodniki rozcierano
W probowkach wypetnionych specjalnym zlozem utatwiajagcym rozerwanie wysoce od-
pornych na zniszczenie $cian komorkowych zarodnikéw (Tissue Grinding Tool, EURX).
Uzyskany materiat zawieszono w buforze Lyse F przeznaczonym do izolacji kwasow
nukleinowych z grzybow. Po przeprowadzeniu izolacji uzyskane preparaty DNA zamra-
zano w temperaturze —20°C.

Tabela 1. Charakterystyka izolatdéw Puccinia graminis f. sp. avenae wykorzystanych do analizy

Lp. |Nazwaizolatu |Lokalizacja |Kraj pochodzenia | Wojewodztwo Rok .
pochodzenia
1 K_17 Kopaszewo | Polska wielkopolskie |2017
2 K_18 Kopaszewo | Polska wielkopolskie |2018
3 D_17 Choryn Polska wielkopolskie | 2017
4 D_18 Choryn Polska wielkopolskie |2018
5 S 17 Strzelce Polska todzkie 2017
6 S 18 Strzelce Polska todzkie 2018
7 Cz 17 Czestawice | Polska lubelskie 2017
8 Cz_18 Czestawice | Polska lubelskie 2018
9 P_17 Polanowice | Polska matopolskie 2017
10 P_18 Polanowice | Polska matopolskie 2018
11 Aber_17 Aberystwyth | Wielka Brytania Walia 2017
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W celu oznaczenie jakosci wyizolowanego DNA prowadzono rozdziat elektrofore-
tyczny w 1% zelu agarozowym. W tym celu wykorzystano zestaw do elektroforezy po-
ziomej Agagel Maxi (Biometra). Rozdziat prowadzono w buforze 1xTBE (89 mM Tris-
boran, 2,5 mM EDTA) przez 1 godzing przy napigciu 100 V. Stezenie wyizolowanego
DNA oceniono przy uzyciu spektrofotometru Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) dla
proby o objetosci 1 pl. Oceniono wartoéci parametrow: A260/A280 (informuje o zanie-
czyszczeniu probek biatkami), a takze A260/A230 (informuje o zanieczyszczeniach po-
zostalo$ciami odczynnikow stosowanych podczas izolacji oraz polisacharydami). Opie-
rajac si¢ na uzyskanych wynikach, wykonano rozcienczenia wszystkich probek do jedna-
kowego stezenia 10 ng - ul ™.,

Amplifikacje metoda SRAP przeprowadzono dla 11 matryc DNA. Do analiz wy-
korzystano 34 startery SRAP (tab. 2) w 17 kombinacjach. Reakcj¢ prowadzono w mie-
szaninie reakcyjnej objetosci 10 pl o zoptymalizowanym sktadzie. W sktad mieszaniny
reakcyjnej wchodzity: 1 x bufor do PCR ((NH4)2SO4; 200 uM dNTP; 0,5 uM startera
Forward; 0,5 uM startera Reverse, 1,5 mM MgCly; 20 ng genomowego DNA; 0,8 U po-
limerazy Taq. Zastosowano nastepujacy profil termiczny: wstepna denaturacja przez
4 min. w 94°C, 40 cykli: denaturacja 94°C — 30 s, przylgczanie starteroOw: pie¢ pierwszych
cykli 35°C — 45 s, 35 kolejnych cykli 50°C — 45 s, wydtuzanie starterow 72°C — 1 min,
z koncowa inkubacja 7 min w 72°C.

Produkty reakcji PCR rozdzielano w 2-proc. zelu agarozowym z 0,01% EtBr w bu-
forze TBE. Produkty rozdzielone w zelu wizualizowano w $wietle UV, a nastgpnie doku-
mentowano przy uzyciu systemu do dokumentacji (Syngen). W celu oceny polimorfizmu
DNA badanych izolatéw obecno$é¢ lub brak prazka traktowano jako pojedyncza ceche
i przypisano jej odpowiednio warto$¢ 1 lub 0. Do okreslenia podobienstwa genetycznego
(SI similarity index) pomigdzy badanymi izolatami zastosowano formute¢ Dice’a [Dice
1945]. Matryce indeksow podobienistwa genetycznego uzyskane na podstawie analizy
polimorfizmu identyfikowanego metoda SRAP postuzyly do konstrukcji dendrogramu
metoda $rednich potagczen UPGMA (ang. unweighted pair group method with arithmetic
average) przy zastosowaniu programu PAST 3.19 [Hammer i in. 2001].

Wyniki i dyskusja

Do analizy wykorzystano 17 kombinacji starterow, ktore wykorzystano do reakcji
SRAP, stosujac jako matryce DNA jedenastu izolatow P. graminis f. sp. avenae. W re-
akcji z zastosowanymi kombinacjami starterow uzyskano tacznie 217 rodzajow produk-
tow (tab. 3). Liczba produktow syntetyzowanych z wykorzystaniem poszczeg6lnych
par starteréw wahata si¢ od 20 (Mel6 + Em28) do 7 dla (Fsrap13_ep + Em8). Srednio
na parg starterow przypadto 12,7 typéw amplikonéw DNA. Liczba polimorficznych pro-
duktéw amplifikowanych w doswiadczeniu wyniosta 173 (79,7%), za$ dla poszczegol-
nych kombinacji starterow wahata si¢ od 6 (Fsrapl7 + Em26) do 19 (Fsrapl7_ep +
Em18). Srednio para starterow SRAP uczestniczyta w syntezie 10,2 polimorficznych
amplikonow.

Liczba produktow monomorficznych wyniosta 44 i maksymalnie stwierdzono 7 ta-
kich produktoéw dla pary starterow Mel6 + Em28, 6 — dla Me3_ep + Em20_ep oraz 5 dla
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par Me21 + Em6 i Me3 + Em17. Produkty monomorficzne, charakterystyczne dla wszyst-
kich badanych obiektow stanowity 20,3% wszystkich amplikonow przy czym na parg
starterow przypadato srednio 2,6 tego typu fragmentow. W przypadku szesciu kombinacji
starterow produktow monomorficznych nie stwierdzono wcale.

Analizowane pary starterow inicjowaty rowniez amplifikacje 13 produktow specy-
ficznych. Te unikatowe dla konkretnych izolatow produkty stanowity 6% wszystkich
fragmentow. Srednio na kombinacje starteréw identyfikowano 0,76 tego typu produktow
amplifikacji (tab. 3). Zidentyfikowano 11 produktow specyficznych dla izolatu pocho-
dzacego z Wielkiej Brytanii Aber_17 oraz po jednym dla D_17 i dla K_17. Nie stwier-
dzono amplifikacji specyficznych produktéw dla pozostatych izolatow.

Tabela 3. Charakterystyka polimorfizmu badanych izolatow Puccinia graminis f. sp. avenae
zidentyfikowanego metodg SRAP

Liczba fragmentow
Lp. | Starter F Starter R
catkowita | polimorficznych | monomorficznych | specyficznych

1 |Me21 Em6 14 9 5 0
2 |Me22 Em20_ep 12 10 2 2
3 |Me3 Em17 12 7 5 1
4 |Me4 Em24 8 8 0 0
5 |Me7 Em22 12 12 0 1
6 |Fsrapl3 Em27 11 10 1 1
7 |Fsrapl7 Em26 9 6 3 1
8 |Mel_ep Em_Rsrap20 11 7 4 1
9 |Mel2 Em20_ep 15 11 4 0
10 |Fsrapl7_ep |[Em18 19 19 0 1
11 |Me2_ep Em20_ep 19 15 4 1
12 |Me3_ep Em20_ep 15 9 6 0
13 |Fsrapl3_ep |[Em8 7 7 0 0
14 |Fsrapl7_ep |Em7 12 9 3 2
15 |Mel6 Em28 20 13 7 0
16 |Mel7 Em30 12 12 0 1
17 [Mel8 Em7 9 9 0 1
Suma 217 173 44 13
Srednia 12,7 10,2 2,6 0,76
% 100 79,7 20,3 6,0

Na podstawie polimorfizmu zidentyfikowanego metoda SRAP dla 11 badanych izo-
latéw okreslono ich podobiefistwo genetyczne Dice’a (tab. 4). Srednia warto$¢ podobiefi-
stwa wyniosta 0,593, wahajac si¢ od 0,384 pomiedzy K 181 Aber 17 do 0,828 pomiedzy
K_17i K_18.

Postugujgc sie otrzymanymi wynikami, skonstruowano dendrogram z wykorzysta-
niem metody UPGMA (ryc. 3). Na obrzezach dendrogramu znalazt si¢ izolat Aber 17
pochodzacy z Wielkiej Brytanii, charakteryzujacy si¢ najmniejszym podobiefistwem do
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wszystkich analizowanych izolatow P. graminis. Wspolnemu grupowaniu ulegly izolaty
pochodzace z tych samych lokalizacji np. P_17 i P_18, Cz_17 i Cz_18, K_17 i K_18.
Jedng grupe na dendrogramie utworzyly izolaty skolekcjonowane w okolicach
Kopaszewa, Choryni i Strzelec, przy czym podobiefistwo izolatow pochodzacych
z wojewodztwa wielkopolskiego (Kopaszewo, Choryn) byto wigksze, anizeli izolatow
pochodzgcych z wojewddztwa todzkiego (Strzelce). Wszystkie wymienione izolaty po-
chodzace z centralnej Polski tworzyly jedng grupe skupien. Do izolatdow w obrebie tego
klastra bardziej podobne byty izolaty zebrane na terenie Czestawic (woj. lubelskie), niz
izolaty zebrane w Polanowicach (woj. matopolskie). Usytuowanie izolatow na dendro-
gramie, odzwierciedlajace ich podobienstwo genetyczne, skorelowane bylo z ich pocho-
dzeniem geograficznym.

Tabela 4. Matryca indeks6w podobienstwa genetycznego Dice’a (ST) pomig¢dzy analizowanymi
izolatami i populacjami Puccinia graminis okreslonych na podstawie polimorfizmu
identyfikowanego metoda SRAP

- = - T O B~ -
I1zolat I [ I I I [ ! ! I [
X X [a] [a) n wn O O o o

K_ 18 |0,828*

D_17 0,742 0,702
D_18 0,705 0,814 |0,786
S_17 0,727 0,755 0,761 |0,749
S_18 0,709 0,747 0,755 |0,806 |0,665
Cz_17 |0/5598 (0,608 |0,597 [0,640 |0,623 |0,642
Cz_18 |0,486 0,535 |0,515 |0,574 |0,537 |0,511 |0,720
P_17 0,540 0,523 |0,563 |0,573 |0,557 |0,564 |0,581 |0,529
P_18 0,503 |0,576 |0,560 |0,591 |0,596 |0,593 |0,601 |0,573 |0,762
Aber_17 (0,412 |0,384 |0,385 |0,405 |0,385 |0,389 [0,425 {0,424 |0,413 |0,396

*Pogrubiong czcionka zaznaczono skrajne warto$ci indeksow podobienstwa

Rdza zdZblowa jest chorobg, ktora w sprzyjajacych warunkach klimatycznych
i w obecnosci inokulum powoduje duze straty plonu owsa. Jedng z metod zapobiegania
wystepowaniu choroby jest hodowla odpornosciowa, majaca na celu wprowadzanie ge-
néw odporno$ci na P. graminis do nowych odmian. Zdolno$¢ patogendéw do rozmnazania
plciowego, a takze rearanzacje genow, majace miejsce w fazie bezptciowej cyklu rozwo-
jowego, umozliwiajg modyfikowanie genotypu i powodujg pojawienie si¢ nowych pato-
typow, a wzrastajgca roznorodno$¢ w populacjach P. graminis indukuje wzrost wirulencji
w stosunku do efektywnych genow odpornosci. Znajomos¢ zréoznicowania genetycznego
P. graminis na poziomie DNA jest niezwykle cenna dla badan populacyjnych. Stwier-
dzenie zalezno$ci migdzy zmiennoscia genetyczna wykryta metodami molekularnymi,
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a fizjologiczng specjalizacja izolatow o roznym pochodzeniu geograficznym zebranych
w roznych latach umozliwia opracowanie strategii hodowli odporno$ciowej w danym re-
gionie [Klenova-Jirdkova 2010]. Wykorzystujac ocen¢ zrdznicowania genetycznego,
mozna obserwowac¢, jakie zmiany zaszty w populacji na przestrzeni czasu.

Podobienstwo genetyczne Dice'a
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Ryc. 3. Dendrogram badanych izolatéw Puccinia graminis f. sp. avenae uzyskany metoda
UPGMA w oparciu o polimorfizm identyfikowany metoda SRAP

Podsumowanie

W oparciu o przeprowadzone badania molekularne mozna stwierdzi¢, ze 11 bada-
nych izolatow P. graminis o zréznicowanym pochodzeniu geograficznym charakteryzo-
wato si¢ stosunkowo wysokim polimorfizmem markerow SRAP wynoszacym niemal
80%, a okreslony w oparciu o wspotczynnik Dice’a dystans genetyczny wyniost srednio
0,593. Izolaty pochodzace z jednej lokalizacji byty do siebie bardziej podobne genetycz-
nie niz izolaty pochodzace z oddalonych geograficznie regiondéw, co obrazowal dendro-
gram UPGMA. Wyniki potwierdzaja, ze metoda SRAP jest wiarygodna i wysoce efek-
tywna w identyfikacji polimorfizmu w obrgbie genotypow P. graminis f. sp. avenae
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iz powodzeniem moze by¢ wykorzystywana do badania polimorfizmu i oceny zr6znico-
wania genetycznego w obrebie tego gatunku. Podobne wnioski sformutowali Gorczyca i
in. [2021], prowadzac analizy zr6znicowania genetycznego izolatow P. graminis z wy-
korzystaniem metody ISSR. Identyfikowany przez wyzej wymienionych autoréw poli-
morfizm byl wyzszy, anizeli stwierdzony w niniejszych badaniach i wyniost on niemal
100%, przy czym $rednie podobienstwo analizowanych materiatdéw okre$lone metoda
Dice’a bylo nizsze i siggalo niemal 0,40. Na tej podstawie mozna stwierdzi¢, ze wyko-
rzystana w pracy metoda SRAP jest lepszym zrédlem produktéw monomorficznych,
a wiec potencjalnie specyficznych gatunkowo, anizeli metoda ISSR.
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Ocena aktywnosci mikrobiologicznej gleby
po wprowadzeniu dostepnego na rynku krajowym
biopreparatu zawierajacego bakterie z rodzaju Bacillus

Evaluation of the biological activity of soil after the use of a biopreparation available
on the domestic market, containing bacteria of the genus Bacillus

Chemiczne $rodki ochrony roslin to substancje lub ich mieszaniny, ktorych stoso-
wanie w uprawie ro$lin ma na celu ograniczenie populacji patogenow i szkodnikéw [Ma-
hmood i in. 2016]. Ich stosowanie stwarza zagrozenie dla srodowisk naturalnych, gdyz
gromadzone pozostatosci pogarszajg jako$¢ gleb, wod powierzchniowych i gruntowych,
ograniczaja réznorodno$¢ biologiczng i thumig funkcje ekosysteméw [Kawalekar 2013].
Wazne staje si¢ zatem korzystanie z bardziej przyjaznych srodowisku metod uprawy ro-
$lin, w tym stosowanie biopreparatow dopasowanych do potrzeb uprawowych. Biopre-
paraty zawieraja w swoim skladzie m.in. rézne gatunki bakterii, grzybow czy wirusow,
ktérych celem jest pobudzanie pozytecznej mikrobioty, stymulacja wzrostu i plonowania
ro$lin, wzbogacenie gleby w cenne sktadniki pokarmowe lub ograniczanie wzrostu drob-
noustrojow i organizmoéw niepozadanych [Grzyb i in. 2019]. Biopreparaty mikrobiolo-
giczne sg bezpieczne, gdyz nie powoduja szkod w tancuchu ekologicznym, nie zanie-
czyszczajg srodowiska i nie powodujg erozji gleb [Kawalekar 2013]. W sktad bioprepa-
ratbw wchodzg drobnoustroje antagonistyczne lub pasozytnicze w stosunku do patoge-
néw 1 szkodnikow roslin, a takze bakterie korzystnie oddziatujace na rosling (np. rizobia)
lub drobnoustroje stymulujace aktywno$¢ mikrobiologiczng gleby [Martyniuk 2011].
Martyniuk [2011] klasyfikuje biologiczne $rodki ochrony ro$lin zawierajace mikroorga-
nizmy (biopestycydy) na kilka grup w zaleznosci od aktywnego sktadnika, sposobu dzia-
tania czy docelowego szkodnika. Bioherbicydy sktadajace si¢ z fitofagow i patogenow
(np. Alternaria destruens) wykorzystywane sa do zwalczania chwastow i niepozadanej
roslinnos$ci [Martyniuk 2011]. Biofungicydy to preparaty zawierajace komoérki badz en-
zymy drobnoustrojow (Trichoderma sp., Pythium sp., Bacillus sp., Coniothyrium sp.)
zdolnych do zwalczania grzybow fitopatogenicznych [Martyniuk 2011, Abbey i in.
2019]. Bioinsektycydy ograniczaja wystgpowanie owaddw i mogg zawiera¢ m.in. bakte-
rie Bacillus thuringiensis czy Paecilomyces fumosoroseus [Martyniuk 2012, Windley
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i in. 2012]. Bionematocydy wykorzystuje si¢ do zwalczania nicieni. Do bakterii wykazu-
jacych aktywnos$¢ nematycydows zalicza si¢ Bacillus sp. oraz Pseudomonas sp., a do
grzybow Metarhizium sp., Paecilomyces sp. oraz Verticillium sp. [Martyniuk 2011, En-
gelbrecht i in. 2018]. Biobakteriocydy dziataja negatywnie na bakterie powodujace cho-
roby roslin. Sktadnikiem tych biopreparatow jest Bacillus subtilis oraz bakterie z rodzaju
Agrobacterium i Pseudomonas [Martyniuk 2011]. Z danych literaturowych wynika, iz
glebowe bakterie z rodzaju Bacillus moga zosta¢ wykorzystane w preparatach komercyj-
nych o szerokim spectrum dzialania [Pietraszek i Walczak 2014].

Jak podaje Hawrot-Paw i in. [2016] oraz Mozejko i Bohacz [2023] skutecznosé¢
dziatania biopreparatow mozna mierzy¢ na podstawie pomiaru aktywnosci mikrobiolo-
gicznej gleby, inaczej zwanej biologiczng aktywnos$cia gleby, ktéra zdaniem Mocek-P16-
ciniak [2010] moze by¢ oznaczana metodami bezposrednimi i posrednimi. Do bezposred-
nich metod nalezy oznaczanie ogblnej liczebnosci drobnoustrojow bytujacych w glebie.
Natomiast wérod metod posrednich wymienia si¢ m.in. aktywno$¢ enzymatyczng oraz
respiracyjng [Mocek-Ptociniak 2010, Frac i in. 2011].

Celem niniejszej pracy byto okreslenie wptywu biopreparatu dostgpnego na rynku
krajowym na aktywnos$¢ biologiczng gleby gliniastej poprzez pomiar dynamiki zmian
ogoblnej liczebnosci bakterii i grzybow, aktywnosci respiracyjnej oraz pH gleby.

Material i metodyka

Charakterystyka biopreparatu i gleby

Przedmiotem badan byt wodny roztwor biopreparatu dostgpnego na rynku krajo-
wym, zawierajacy 8 gatunkow bakterii z rodzaju Bacillus oraz ekologiczng melasg trzci-
nowa. Wyjsciowe pH wprowadzonego biopreparatu wynosito 3,96. Wedlug danych pro-
ducenta preparat w 0g6lnym ujeciu ma wzmacnia¢ odpornos$¢ i wzrost roélin. Do zbada-
nia wplywu biopreparatu na aktywnos¢ biologiczng gleby wykorzystano glebe o sktadzie
granulometrycznym gliny piaszczystej (Cambisol), o zawartosci C organicznego rownej
1,05%. Probki gleby pochodzity z gospodarstwa indywidualnego w woj. lubelskim. Do-
ktadna charakterystyke gleby podano w pracy Bohacz i in. [2022].

Warianty doswiadczalne

Doswiadczenie prowadzono w doniczkach zwierajacych po 200 g gleby, przesianej
przez sita o $rednicy oczek 2 mm. Biopreparat przygotowano wedhug procedury podane;j
przez producenta i wprowadzono do gleby jednorazowo w dniu rozpocze¢cia do§wiadcze-
nia, nawilzajac ja do poziomu 60% calkowitej pojemnosci wodnej. Liczebno$¢ bakterii
wprowadzonych do gleby wraz z biopreparatem w iloéci 8 - 108 cm™3, oznaczono metoda
Breeda.

Warianty do$wiadczalne:

1. Gleba nawilgacana wodg destylowang (kontrola A)

2. Gleba nawilgacana woda destylowang z obsadg rzepaku (kontrola B)

3. Gleba nawilgacana biopreparatem

4. Gleba nawilgacana biopreparatem z obsadg ro$liny
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5. Okresowo, tj. po 3, 14,301 60 dniach trwania doswiadczenia, prowadzono ozna-
czenia ogolnej liczebnosci bakterii i grzybow, aktywnosci oddechowej i pH gleby.

Oznaczanie liczebno$ci mikroorganizméw i aktywnosci respiracyjnej

W celu okreslenia ogdlnej liczebnosci bakterii oraz grzybow w glebie, wykorzy-
stano metod¢ wysiewu rozcienczen i metode ptytek lanych. Pozywke dla bakterii stano-
wito podioze z wyciggiem glebowym, a dla grzybow podtoze Martina, do ktorego dodano
antybiotyki (streptomycyne — 30 mg - dm oraz chlorotetracykling — 2 mg - dm=3) w celu
zahamowania wzrostu bakterii. Zatozone hodowle bakterii inkubowano w temperaturze
28°C, a grzybow w 25°C. Doktadny sktad podtéz hodowlanych podano w pracy Mozejko
i Bohacz [2023]. Aktywnos$¢ oddechowa mierzong ilo$cig wydzielonego CO, 0znaczono
wedlug Riihling i Tyler [1973].

Zmiany pH gleby stwierdzono potencjometrycznie za pomoca pH-metru w 0,1 M KCI.

Analiza statystyczna

W celu wykazania istotnych réznic pomigdzy ogdlng liczebnoscig bakterii, grzy-
boéw, iloscig wydzielonego CO; i pH gleby w rdéznych wariantach do§wiadczalnych wy-
konano wieloczynnikowg analize wariancji (ANOVA) i test post-hoc Tukey’a na pozio-
mie istotnosci a = 0,05 w programie Statistica ver. 13.3.

Wyniki i dyskusja

Ogélna liczebno$é bakterii

Obecne w glebie mikroorganizmy dzigki swoim cechom metabolicznym stanowig
wazny czynnik plonotwdrczosci gleb [Wronska i in. 2015]. Sun i in. [2020] podaja, ze
biopreparaty zawierajace bakterie Bacillus mogg by¢ wykorzystywane w ograniczaniu
strat azotu z gleby. Dane umieszczone na rycinie 1 przedstawiaja istotny statystycznie
(o= 0,05) spadek liczebnosci bakterii w glebie migdzy 3., a 60. dniem prowadzenia do-
$wiadczenia. Z badan przeprowadzonych przez Mozejko i Bohacz [2023] wynika, ze in-
tensywno$¢ wptywu biopreparatow zalezna jest obok wlasciwosci gleby 1 wariantu do-
$wiadczalnego takze od czasu dziatania $rodka. Meena i in. [2013] wskazuja, ze istotnym
parametrem determinujgcym wptyw biopreparatéw na liczebnos¢ glebowych bakterii jest
forma w jakiej biopreparat jest do gleby doprowadzany i faza rozwojowa uprawianej
rosliny.

Z badan wiasnych wynika, ze $rednia liczebno$¢ bakterii glebowych osiggata swoje
maksimum w poczatkowym, tj. 3. dniu trwania do§wiadczenia, zarowno w wariancie
Z biopreparatem, jak i bez jego dodatku (ryc. 1). Po wprowadzeniu biopreparatu do gleby
odnotowano spadek liczebnosci bakterii wynoszacy $rednio 28% wzgledem prob niena-
wozonych. Mozejko i Bohacz [2023] stwierdzili, ze wprowadzenie hydrolizatu keratyno-
wego stymuluje wzrost liczebnoéci bakterii glebowych wzgledem gleby nienawozone;.

Pomigdzy 3. a 60. dniem prowadzenia doswiadczenia liczebno$¢ bakterii w glebie
niewzbogaconej biopreparatem, z rzepakiem i bez tej rosliny spadia o 74%. W glebie
wzbogaconej biopreparatem bez obsady i z obsadg ro$liny spadek ten byt nieznacznie
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nizszy, gdyz wynosit 72%. Chang i in. [2007] donosza o korzystnym dziataniu na liczeb-
nos$¢ bakterii nawozenia tradycyjnego w potaczeniu z nawozami organicznymi takimi jak
kompost. Cytowani autorzy zaznaczaja, ze spadki w liczebnosci tych mikroorganizmow
mogly by¢ spowodowane obnizaniem pH i zmianami w zasobno$ci gleby w zwiazki
mineralno-organiczne.

Srednia liczebno$¢ bakterii uzalezniona byla od obecnoici rosliny (ryc. 1).
W przypadku gleby bez wzrostu roéliny testowej wprowadzenie biopreparatu stymulo-
wato $rednig liczebnos$¢ bakterii wzgledem kontroli A o 4%. W wariancie doswiadczal-
nym z rzepakiem notowano natomiast wzgledem kontroli B spadek liczebno$ci badanych
mikroorganizméw $rednio o 22%. Z badan przeprowadzonych przez Hawrot-Paw i in.
[2016] wynika, ze biopreparat Rhizocell C korzystnie oddziatywat na liczebnos¢ zasie-
dlajacych glebe bakterii w poczatkowym i koncowym terminie analiz.
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Ryc. 1. Dynamika zmian ogélnej liczebno$¢ bakterii (jtk kg™ s.m. gleby) w glebie

Objasnienia: litery a, b, c, itd. oznaczaja $rednie tworzace grupy jednorodne (test post-hoc HSD-Tukey dla
ANOVA wieloczynnikowej). Gdy dwom poréwnywanym wartosciom przypisano t¢ samg liter¢ (np.: a, a lub
ab, ab, itd.), to nie r6znity si¢ one istotnie (przy a = 0,05); jesli porbwnywane wartosci oznaczono réznymi
literami (np.: a1 b lub ab i cd), to roznily si¢ one od siebie istotnie (przy o = 0,05)

Ogolna liczebnos¢ grzybéw

Grzyby strzepkowe i ich liczebno$¢ rowniez maja istotny wpltyw na biologiczng
aktywno$¢ srodowiska glebowego [Kowalska i in. 2017]. Uwzgledniajac zamieszczone
na rycinie 2 dane, stwierdzono, ze liczebno$¢ grzybéw na ogot istotnie statystycznie
(o= 0,05) rosta do 14. dnia prowadzenia do$wiadczenia. Nastepnie odnotowano staty-
stycznie istotne (oo = 0,05) obnizanie si¢ ich liczebno$ci az do konca eksperymentu,
tj. do dnia 60.
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Srednia ogélna liczebnos¢ grzybow w glebie wzbogaconej biopreparatem byta naj-
wyzsza w 14. dniu do$wiadczenia (ryc. 2). W tym czasie wprowadzony do gleby biopre-
parat wzgledem gleb nienawozonych stymulowal $rednio o 11% liczebno$¢ grzybow za-
réwno w wariantach z obsada, jak i bez obsady rzepaku. Efekt ten nie byt jednak istotny
statystycznie (o = 0,05). Meena i in. [2013] wskazuja, Ze istotny wptyw na liczebno$¢
glebowej mykobioty ma obecnos$¢ uprawianej rosliny i jej faza rozwojowa.

Pomigdzy poczatkowym i koncowym terminem analiz wlasnych, we wszystkich
badanych wariantach doswiadczalnych liczebno$¢ grzybow ulegta ograniczeniu (ryc. 2).
Glebe niewzbogacona biopreparatem w przypadku jej nieobsiania i obsiania rzepakiem
cechowat spadek liczebnosci badanej grupy mikroorganizméw réwny odpowiednio $red-
nio 24% i 2%. Gleba, do ktorej wprowadzono biopreparat, charakteryzowata si¢ znacznie
wyzszym ograniczeniem liczebnosci grzybow w czasie, wynoszacym 28% i 40% kolejno
w przypadku obsady rzepaku i jej braku. Mozejko i Bohacz [2023] podaja, ze w przy-
padku nienawozonych hydrolizatem gleb bez obsady rzepaku i z jego obsada po 60.
dniach doswiadczenia notowano odpowiednio spadek i wzrost liczebnosci grzybow.

Biopreparat wprowadzony do gleby z obsadg i brakiem obsady roslin testowych
wykazywat wobec obecnych w niej grzyboéw dziatanie ograniczajace (ryc. 2). Wzboga-
cenie srodkiem nawozowym gleby nieobsianej rzepakiem skutkowato $rednio 15-proc.
ograniczeniem liczebnosci grzybow wzgledem kontroli A. W przypadku gleby pocho-
dzacej spod rzepaku efekt ograniczajacy biopreparatu wobec liczebnos$ci grzybow byt
wigkszy wzgledem kontroli B i wynosit 18%. Dynamika zmian liczebnosci grzybow
w glebach nawozonych moze by¢ spowodowana zmianami w jej sktadzie chemicznym
i pH [Chang i in. 2007].
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Objasnienia jak do ryc.1.
Ryc. 2. Dynamika zmian ogdlnej liczebno$¢ grzybow (jtk kg™t s.m. gleby) w glebie
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Aktywnos$¢ oddechowa

Aktywno$¢ oddechowa oceniana na podstawie emisji dwutlenku wegla, ktory wy-
dziela si¢ przy rozktadzie i utlenieniu zwiazkéw organicznych, jest dobrym testem po-
twierdzajacym aktywno$¢ mikroorganizméw glebowych. Intensywno$¢ glebowe;j respi-
racji uwarunkowana jest faza rozwojowa uprawianej rosliny [Natywa i in. 2010]. Jak wy-
nika z danych przedstawionych na rycinie 3, aktywno$¢ oddechowa w glebie istotnie ro-
sta (o = 0,05) do 14. dnia analiz jedynie w kontroli B, po czym istotnie spadala az do
konca trwania doswiadczenia (analiza w dniu 60.) niezaleznie od wariantu doswiadcze-
nia. Istotny wzrost aktywnosci oddechowej (o= 0,05) w tym czasie odnotowano w glebie
obsadzonej rzepakiem, za$ istotny spadek w glebie bez tej rosliny.

Najwyzsza §rednia aktywno$¢ oddechowa gleby przypadata na 14. i 30. dzien od-
powiednio w glebie nienawozonej i nawozonej biopreparatem (ryc. 3). Wprowadzony do
gleby biopreparat po 14 dniach spowodowat az 32-proc. ograniczenie wydzielania CO;
wzgledem gleby nienawozonej. W dniu 30. natomiast biopreparat spowodowat wzrost
aktywnosci respiracyjnej, Srednio o 2% wzgledem wariantu nienawozonego. Aktywnos¢
oddechowa gleby warunkowana jest zdaniem Zhu i in. [2016] dostepnoscig azotu, wobec
ktorej jego wyzsza zasobno$¢ wywiera ograniczajacy wplyw.
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Objasnienia jak do ryc.1.
Ryc. 3. Dynamika zmian aktywnos$ci oddechowej (mg CO2 kg s.m. gleby 24 h~) w glebie

Srednia ilo$¢ wydzielonego z gleby gliniastej CO, spadta w czasie trwania do$wiad-
czenia, tj. migdzy 3. a 60. dniem (rys. 3). Spadek aktywnosci oddechowej w glebie nie-
wzbogaconej biopreparatem nieobsadzonej i obsadzonej rzepakiem wyniost odpowiednio
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68% 1 71%. Wprowadzony do gleby biopreparat spowodowat ograniczenie aktywnosci
oddechowej w glebie bez obsady i z obsada rosliny testowej, wynoszace kolejno 81%
i 75%. Mozejko i Bohacz [2023] wskazuja, ze spadek aktywnosci respiracyjnej w czar-
noziemie w 30. dniu trwania do§wiadczenia wigzat si¢ z wysokim poziomem azotu og6l-
nego w tej glebie. Nie byto to jednak tozsame z wynikami badan wtasnych i charaktery-
styka wykorzystanej gleby. Buragiene i in. [2023] wskazuja, ze wplyw biopreparatéw na
stymulacje wydzielania CO; z gleby zmienia si¢ w wickszym przedziale czasowym,
tj. w latach, niz zastosowany w badaniach wtasnych.

Wprowadzony do gleby biopreparat hamowat $rednig ilo$¢ wydzielanego CO sil-
niej w glebie nieobsianej rzepakiem niz w glebie z rosling (ryc. 3). Nawozenie bioprepa-
ratem gleby nieobsianej rosling testowa doprowadzito do 20-proc. zmniejszenia ilosci
wydzielonego CO, wzgledem kontroli A. Wobec kontroli B biopreparat spowodowat
mniejsze, tj. 11-proc. zahamowanie aktywnosci respiracyjnej gleby.

pH gleby

Odczyn gleby jest jednym z wielu wskaznikow zmian zachodzacych w Srodowisku
glebowym. Duze znaczenie dla zmian odczynu gleby ma wyj$ciowe pH wprowadzanego
do niego srodka nawozowego [Chang i in. 2007]. Na podstawie danych zamieszczonych
w tabeli 1 stwierdzono, ze pomigdzy 3. a 14. dniem eksperymentu we wszystkich warian-
tach do$wiadczalnych nastgpit nieistotny statystycznie (o = 0,05) spadek pH. Po tym cza-
sie pH gleby sukcesywnie i istotnie wzrastato, az do konica trwania do$wiadczenia. Po-
miedzy 3. a 60. dniem analiz zanotowano 9-proc. wzrost pH gleby w obu wariantach
nienawozonych biopreparatem. W przypadku gleby z dodatkiem biopreparatu 6-proc.
wzrost pH w czasie stwierdzono w glebie z rzepakiem, natomiast 4-proc. w glebie bez tej
rosliny. Wzbogacenie gleby biopreparatem doprowadzito do wzrostu pH o 6% 1 3% od-
powiednio w stosunku do nienawozonych kontroli A i kontroli B.

Tabela 1. Dynamika zmian pH w glebie gliniastej w r6znych wariantach do§wiadczalnych

] Dni
Wariant
3B 144 3018 60C
Woda ¢ 6.09 +0.113¢ 5.86 £0.102 5.89 +£0.35% 6.62 £0.07¢f
Woda i roélina A 6.23 £0.022cde | 615 +(.042bcd 6.21 +0.042bcd 6.79 +0.06%
Biopreparat A8 6.51 £0.05%f 6.29 £0.02bcde 6.40 £0.020df 6.77 £0.07%
Biopreparat i ro$lina B 6.50 +£0.100%f 6.40 +0.04cdef 6.40 +£0.04cdef 6.91 £0.08¢

Objasnienia jak do ryc. 1; duze litery A, B, C, D oznaczaja grupy homogenne w obrgbie analizowanych termi-
now oraz wariantow doswiadczalnych

Wieloczynnikowa analiza wariancji (ANOVA) wykazala, ze na ogdt wszystkie
badane warianty eksperymentalne réznily si¢ wzgledem siebie istotnie statystycznie
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(a=0,05) pod wzglgdem pH. Wyjatek stwierdzono jedynie wobec gleby bez obsady ro-
$liny testowej, do ktorej wprowadzono biopreparat. Uzyskane dla tego wariantu wartosci
pH byly istotnie rézne (o = 0,05) jedynie od wartosci uzyskanych dla jej nienawozonego
odpowiednika (kontrola A).

Whioski

1. Wprowadzony doglebowo biopreparat w warunkach modelowych wraz z cza-
sem doswiadczenia ograniczat biologiczng aktywno$¢ gleby.

2. Badany biopreparat wprowadzony do gleby gliniastej aktywizowal jedynie li-
czebnos¢ bakterii po 14 dniach w obu wariantach uprawowych, a takze jeszcze w 30. dniu
w wariancie bez rosliny.

3. Wozbogacenie badanej gleby w biopreparat nie wywierato istotnego wptywu na
aktywno$¢ oddechowa mierzong ilo$cig uwolnionego CO2 Obecno$¢ rosliny ostabiata
negatywne oddzialywanie srodka nawozowego.

4. Wprowadzenie do gleby gliniastej badanego biopreparatu na 0goét przyczyniato
si¢ do wzrostu pH gleby.

5. Trwajace 60 dni do§wiadczenie nie dostarczyto jednoznacznych wynikoéw doty-
czacych istotnego negatywnego/pozytywnego wplywu biopreparatu, ukierunkowujac na
dalsze badania w tym zakresie.
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