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SPRAWOZDANIE Z BADAN:

Opracowanie szczepionki zawierajgcej mikroorganizmy, ktora w polaczeniu
z nawozami na bazie mocznika i triazonu wzmacniaja wzrost i rozwoj
roslin”

W ramach realizacji Projektu.

»Opracowanie innowacyjnej metody produkcji nawozow na bazie mocznika
i triazonu”

WSTEP

Mikroorganizmy efektywnie wptywajg na wzrost 1 rozwoj roslin. Wolno zyjace bakterie sa
zdolne do polepszenia wzrostu roslin za pomoca posrednich i bezposrednich mechanizmow.
Kolonizujac liscie todygi a w szczegdlnosci strefe przykorzeniowa i1 korzenie modyfikujg ich
warunki wzrostowe. Moze to mie¢ miejsce poprzez mineralizacj¢ zwigzkéw organicznych,
dostarczanie makro i mikroelementow, optymalizacjc pH $rodowiska, wytwarzanie
metabolitow, sktadnikow odzywczych lub polepszajacych anabolizm kwasow organicznych
(malonowy, cytrynowy), lotnych zwigzkow (CO2, etylen). Postuluje si¢ ze poprzez
modyfikacje substancji nawozowych przyczyniaja si¢ do ich lepszego przyswajania przez
ro$liny. Mikroorganizmy w strefie ryzosferowej umownie podzielono na mikroorganizmy
wywierajace korzystny wptyw (plant growth promoting rhizobacteria, PGPR) lub niekorzystny
wptyw (deleterious rhizosphere micoorganisms, DRMO) na rozw¢j rosliny. W warunkach
naturalnych obie grupy mikroorganizméw pozostaja w dynamicznej rownowadze, co ma
dodatni wplyw na wzrost rosliny poprzez ograniczenia do tej strefy mikroorganizmow
pochodzacych ,,z zewnatrz", mogacych zakléci¢ te rownowage 1 prawidlowy rozwoj rosliny

(mikroorganizmy szkodliwe i fitopatogenne).



Odpowiednio dobrane mikroorganizmy wprowadzone wraz z substancjami nawozowymi na
liscie czy korzenie roslin przyczynig si¢ do efektywniejszego wykorzystania makro i mikro
elementow jednoczesnie stymulujac ros§liny do obrony przed patogenami. Wypetniajac nisze
ekologiczng 1 konkurujagc o pokarm z patogenami bedg zapewnia¢ homeostaze co w

konsekwencji odniesie korzystny skutek wzrostowy 1 zdrowotny roslin.

PRZEGLAD LITERATURY

Bakterie wspomagajace wzrost roslin

Dwie grupy bakterii wspomagaja wzrost 1 rozw¢j roslin. Sa to bakterie endofityczne i

ryzosferowe bakterie promujagce PGPR (ang. plant growth-promoting rhizobacteria).

Bakterie endofityczne to grupa mikroorganizméw wchodzacych w specyficzne interakcje z
ro$ling. Mikroorganizmy kolonizujg wnetrze zdrowych tkanek roslin wyzszych nie powodujac
zmian chorobowych [Izumi 1 in., 2006. Bakterie endofityczne, ze wzgledu na charakter
zwigzku z gospodarzem moga by¢ obligatoryjne (zwigzane $cisle z roslinnym gospodarzem)
lub fakultatywne (bytujace przez pewien czas). Najczesciej zasiedlanymi miejscami w tkankach
sg przestrzenie miedzykomoérkowe oraz ksylem (drewno) [Pawlik, Ptociniczak, Piotrowska-
Seget, 2015]. Bakterie obecne sg w lisciach, todygach i nasionach [Pisarska, Pietr, 2014] jednak
najliczniej wystepuja w tkankach korzenia [Zemleduch, Tomaszewska, 2007]. Wystgpowanie
w okreslonych miejscach ma charakter staly lub cykliczny, wynikajacy z transportu przez
apoplast lub system wigzki przewodzacej [Pawlik, Plociniczak, Piotrowska-Seget, 2015].
Zaproponowano podzial endofitow na cztery grupy w zalezno$ci od sposobu stymulacji

wzrostu gospodarza przez:

(1) zwigkszenie przyswajalnosci substancji odzywczych lub produkcja fitostymulatordw,

(2) produkcj¢ antybiotykow, biocydow, zwigzkéw immunosupresyjnych

(3) indukcja odpornosci

(4) degradacja toksycznych zwigzkow organicznych i immobilizacja metali cigzkich.



Dla przyktadu u trzciny cukrowej zasiedlonej przez G.diazotrophicus obserwuje sie
zwigkszenie wigzania azotu atmosferycznego. Stwierdzono réwniez zdolno$¢ bakterii do
produkc;ji fitohormonow (IAA) oraz regulacji poziomu etylenu [Pisarska, Pietr, 2014]. Bakterie
P.fluorescens i B.subtilis wykazuja antagonizm w stosunku do patogenow grzybowych z
rodziny Fusarium [Ziedan, 2006]. Zdolnos$¢ tolerancji endofitdw na metale ci¢zkie budzi duze
zainteresowanie do zastosowania tych mikroorganizméw w procesach bioremediacji i
fitoremediacji. Procesy metaboliczne przeprowadzane przez endofity indukujg zmiany odczynu
spowodowane produkcja kwasow, chelatowania zelaza 1 produkcjg soli kwasdéw organicznych,
modyfikujac dostepnos¢ 1 toksyczno$¢ metali [Pisarska, Pietr, 2014]. Bakterie poprzez
stymulacje przyrostu biomasy roslin zdolnych do degradacji zanieczyszczen organicznych w
znacznym stopniu przyspieszaja szybkos¢ eliminacji substancji aromatycznych ze srodowiska

w fitodegradacji [Pawlik, Ptociniczak, Piotrowska-Seget, 2015].

Druga grupa bakterii aktywnie kolonizujacych korzenie roslin i promujacych ich wzrost roslin
to grupa bakterii ryzosferowych PGPR (ang. plant growth-promoting rhizobacteria).
Mikroorganizmy te zasiedlaja powierzchniowe tkanki korzeni lub bytuja wolno w strefie
korzeniowej [Figueiredo i in. 2010; Pociejowska, Natywa, Galazka, 2013]. Stymulacja bakterii
ryzosferowych opiera si¢ na posrednich 1 bezposrednich mechanizmach. Stymulacja posrednia
dotyczy poprawy kondycji zdrowotnej roslinnego gospodarza poprzez biologiczng ochrong
przed fitopatogenami (inhibicja wzrostu fitopatogenow i indukcja odpornosci na choroby),
natomiast bezposrednia dzialalno§¢ mikroorganizméw glebowych dotyczy wzbogacenia
srodowiska glebowego w substancje odzywcze, zwigkszenie ich przyswajalnosci i produkcje

fitohormon6éw [Rabeda, Wozny, Krzestowska, 2011]

Mechanizmy stymulacji aktywowane sa jednoczesnie badz w réznych fazach wzrostu rosliny
[Figueiredo, Seldin, Araujo 1 in. 2010]. Dzialalno$¢ bakterii promujacych moze spowodowac
zmiang¢ w morfologii korzeni, zwigkszenie jego powierzchni chlonnej i tym samym zwigkszenie
przyswajalnosci sktadnikow mineralnych [Rabgda, Wozny, Krzestowska, 2011]. U roslin
inokulowanych Azospirillum wystepuje tendencja do zwigkszonego pobierania przez rosling
pierwiastkow biogennych z gleby [Pociejowska, Natywa, Gatgzka, 2014]. Bakterie wplywaja
na poziom endogennych regulatorow wzrostu roslin dzigki mozliwosci produkeji
fitohormonoéw. Auksyny (IAA) produkowane przez PGPR biorg udzial w rozpoznawaniu i
kontaktowaniu si¢ z ro§ling. Hormon IA A produkowany przez bakterie z tryptofanu wptywa na

powstawanie korzeni bocznych. IAA stymuluje tez poziom etylenu w komorkach roslinnych.



Pojawienie etylenu w tkankach wynika z pojawienia si¢ czynnikow stresowych (dzialanie
fitopatogendw, susza, metale cigzkie). Obecnos¢ u drobnoustrojow deaminazy ACC wptywa
korzystnie na ro$liny z uwagi na obnizenie poziomu etylenu i zwigkszeniu odpornosci na
niekorzystne warunki. Produkcja giberelin wspomaga kietkowanie nasion, przyrost todygi,

stymuluje kwitnienie i wzrost korzenia [Pociejowska, Natywa, Gatazka, 2014].

Grzyby promujgce wzrost roslin

Najczgséciej grzyby rodzaju Trichoderma  wymieniane sa jako czynniki hamujace Iub
ograniczajace wystepowanie fitopatogendow. Grzyby z tego rodzaju sa silnymi antagonistami
mikroorganizméw pasozytniczych z rodzaju: Rhizoctonia, Phytophthora, Pythium, Fusarium,
Alternaria, Sclerotinia, Sclerotium, Gaeumannomyces, Thielaviopsis, Verticillium, Botrytis, a
takze licznych bakterii i wiruséw (Howell 2003, Benitez 2004). W ostatnich latach notuje si¢
Wzrost zainteresowania tymi mikroorganizmami, ktére moga by¢ komponentami w preparatach
ochrony roélin ( Alfano i wsp. 2007; Ebtsam i wsp. 2009; Swierczynska i wsp. 2011). Obecnie
na rynku Trichoderma spp. jest jednym z najbardziej popularnych rodzajow grzybow
wykorzystywanym jako tzw. grzyby poprawiajace wzrost roslin (PGPF - plant growth
promoting fungus) (Chetan i wsp. 2014).

MATERIALY I METODYKA

Materiat badawczy stanowity szczepy bakterii 1 grzybéw wyizolowane z roslin wyrédzniajacych
si¢ witalno$cig 1 wzrostem w porownaniu z roslinami hodowanymi w tych samych warunkach
1 pochodzacych z tej samej partii nasion. Roslinami testowymi byl pomidor szklarniowy
rosnacy na plantacji doswiadczalnej. Bakterie i grzyby izolowano z lisci, todyg i korzeni
(ryzosfera). Dokonujac posiewow redukcyjnych uzyskano 47 szczepow bakterii 1 8 szczepow
grzybow. Analiza mikroskopowa wykazata 30 % laseczek Gram dodatnich, 20% pateczek gram
ujemnych i 50 % form gram ujemnych pleomorficznych. W warunkach laboratoryjnych
dokonywano selekcji uzyskanych szczepéw wykonujac doswiadczalne posiewy na podtoza
agarowe. Sprawdzano szybko$¢ wzrostu 1 wytrzymatos¢ bakterii na zmian¢ temperatury.
Przezywalno$¢ w roztworach nawozéw na bazie mocznika i triazonu. Wybrano 6 szczepow
bakterii: 07, 20, 22, 31, 44, 46 1 dwa szczepy grzybow, ktore namnozono w pozywce plynnej
1 po zmieszaniu traktowano jako szczepionke. Z wyizolowanych na pozywce ziemniaczanej
grzybow wybrano szczepy G1 i G6 nalezace do rodzaju Trichoderma. Szczepionke

wprowadzano do roztworu roboczego nawozu tak by ich liczebno$¢ byta nie mniejsza niz 1x108



cfu. Nawozem spryskiwano wczesniej wyprowadzone hodowle wazonowe pomidoréw w
nastgpujacych wariantach:

1 rosliny bez oprysku — kontrola

2 rosliny opryskane nawozem

3 ros$liny opryskane nawozem z szczepionka bakteryjna.

Wzrost ro$lin odbywat si¢ w kontrolowanych warunkach fitotronowych.

WYNIKI

Mikroorganizmy zostaty tak dobrane by nie nastgpowat wzrost form przetrwalnych w stezonym

roztworze nawozowym (fot.1)

Fot.1. Wzrost mikroorganizmow wspomagajacych w podlozach plynnych.

Kolba prawa -brak wzrostu w stezonym roztworze nawozu triazonowego



Po natrysku na podtoze — zapewniajagce warunki wzrostowe, formy przetrwalne kietkujg 1

rozmnazaj3 si¢ dajac kolonie Fot.2. i 3.

Fot.2 Wzrost mikroorganizméw wspomagajacych na podlozu agarowym.

Widoczne kolonie bakterii i grzyba rodzaju Trichoderma

Fot.3. Wzrost grzyba rodzaju Trichoderma na pozywce ziemniaczanej



Fot.4. Hodowla testowa do badan skuteczno$ci dzialania preparatu nawozowego

zawierajacego mikroorganizmy wspomagajace.

Z hodowli wazonowej losowo pobierano 10 roslin z kazdego wariantu mierzono ich wysokos¢

od poziomu gleby. Wyniki porownawcze zamieszczone sg w Tab.1.

Tab.1 Test 10 roslin

Lp Wysoko$¢ roslin [cm] \
Kontrola Ro$liny+ nawoz

1 12 15

2 11 16

3 11 12

4 11 11

5 10 13

6 12 15

7 12 16

8 10 12

9 12 16

10 11 12

WhnioskKi
1. Odpowiednio wyselekcjonowane bakterie i grzyby mogg byé wprowadzane z

nawozem triazonowym.

2.

Mikroorganiamy wspomagajace dodatnio wptywajg na wzrost roslin doswiadczalnych




3. Obserwuje sie zwiekszenie powierzchni chtonnej korzeni.
4, Traktowane nawozem triazonowym z mikroorganizmami rosliny, cechuje lepszy

rozwdj i mniejsza ilos¢ zmian nekrotycznych lisci.
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