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Prezentowana praca stanowi punkt wyjscia do opracowania i wdrozenia nowoczesnych » Pobor préob srodowiskowych: Materiat do badarn stanowity proby pobrane w okresie czerwiec-pazdziernik 2025 r. na terenie Polski.
preparatow mikrobiologicznych  dedykowanych dla zrownowazonego rolnictwa,

pozwalajgcych na ograniczenie zuzycia nawozow sztucznych i chemicznych srodkdw ochrony
roslin. W skfad tych biopreparatow wchodzi¢ beda mikroorganizmy wyizolowane z
naturalnego srodowiska, ktore bedag dziata¢ w systemach hybrydowych z produktami
syntetycznymi stosowanymi w rolnictwie.

Wozrastajgca swiadomosc koniecznosci ograniczenia chemizacji rolnictwa spowodowata
zwiekszenie zainteresowania naturalnymi  srodkami  produkcji, wykorzystujgcymi
biotechnologiczne cechy i wtasciwosci drobnoustrojow. Produkcja nawozow wzbogaconych
mikrobiologicznie jest obecnie jednym z najszybciej rozwijajacych sie gatezi rynku rolno-
spozywczego, a aplikacyjny charakter badan nad biologia endofitow znajduje
odzwierciedlenie w prowadzonych badaniach nad ich praktycznym wykorzystaniem.

Najbardziej rozpowszechniong metodg pozyskania nowych, efektywnych szczepow
endofitycznych jest ich bezposrednia izolacja z wnetrza tkanek roslinnych, kluczowym
jednak czynnikiem tego procesu jest dobor odpowiednich technik jatowienia powierzchni
tych tkanek. Pozyskane szczepy endofityczne poddaje sie nastepnie wielokierunkowej

analizie biochemicznej, majacej na celu wyselekcjonowanie izolatow charakteryzujgcych sie
zdolnoscig do bezposredniego lub posredniego promowania wzrostu roslin. Uzupetnieniem
tych badan s3 analizy genetyczne, ktore powalajg ustalic pozycje taksonomiczng oraz
detekcje genow odpowiedzialnych za promowanie wzrostu roslin.

Celem niniejszych badan byfa izolacja szczepow bakterii promujgcych wzrost roslin (w
tym bakterii endofitycznych oraz wigzacych azot atmosferyczny), a takze grzybow

entomopatogennych.

a MATERIALY

Ryc. 2. Proby srodowiskowe — materiat izolacyjny

° WYNIKI

Tab. 1. Porownanie liczby wyizolowanych szczepdw z réznych siedlisk izolacyjnych Tab. 2. Liczba wyizolowanych szczepéw w zaleinos’ci od zastosowanego podtoza izolacyjnego

n Sterylizacja powierzchniowa: W celu przygotowania prob do badan izolacyjnych wykorzystano tzw. sterylizacje powierzchniowa.
Tkanke roslinng tj. korzenie, brodawki, todygi i liscie przeptukiwano sterylng wodg destylowang, a nastepnie cieto na 1-2 cm
fragmenty, ktore wytrzagsano w 1% roztworze Tween 80 przez 15 min. Po tym czasie fragmenty tkanek przenoszono kolejno do
roztworu podchlorynu sodu (0,01%), H,0, (10%) oraz etanolu (70%). Czas kazdego zanurzenia tkanek wynosit 2 minuty. Po tym czasie
materiat badawczy przeptukiwano sterylng wodg, a nastepnie rozcierano w mozdzierzu. Z otrzymanego homogenatu wykonano serie
rozcienczen dziesietnych (Ryc. 1.)

» Izolacja mikroorganizmow: Mikroorganizmy izolowano z probek srodowiskowych takich jak: gleba, korzenie, todygi i liscie roslin
uprawnych (m. in. soja, tubin, facelia, bdéb, burak, kukurydza, fasola), resztek pozniwnych zbdz i rzepaku, a takze z gleb pozyskanych z
nieuzytkdw rolnych, zadrzewien sSrdodlesnych oraz laséw (Ryc. 2.) lzolacje mikroorganizmow przeprowadzono metodg posiewu
powierzchniowego w kierunku pozyskania grup mikroorganizmow tj. bakterie endofityczne, bakterie z rodzaju Bacillus, bakterie z
rodzaju Pseudomonas, bakterie z rodzaju Streptomyces, bakterie z rodzaju Azotobacter oraz grzyby entomopatogenne.

n Identyfikacja mikroorganizmoéw: Identyfikacje wyizolowanych mikroorganizmow przeprowadzono z wykorzystaniem techniki
spektrometrii mas typu MALDI-TOF z uzyciem desorpcji/jonizacji laserowej, wspomaganej matrycg z analizatorem czasu przelotu.

Ryc. 1. Etapy izolacji mikroorganizmoéw z probek srodowiskowych

Ryc. 3. Miejsca poboru prob srodowiskowych
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e W tkankach roslinnych oraz w badanych glebach wystepowaty szczepy promujgce wzrost roslin (PGPR) — tgcznie z 117
50 I I I I I I prob wyizolowano 1956 szczepow. Proby do badan pobierano w dwdch okresach: wiosng oraz jesienig - z siedlisk, w
0 B = B ;. N\ ktorych stosowano ochrone chemiczng oraz bez jej udziatu (Tab. 1.)
Gleba Korzenie todygi Liscie Brodawki  Mikroorganizmy te wyizolowano z gleby, korzeni, todyg, lisci oraz brodawek (Ryc. 4). Najwiecej izolatow pozyskano z

prob gleb (66%) oraz z korzeni (18%) (Ryc. 5.).

m Plate Count Agar m CFC Agar = Bacillus ChromoSelect Agar m ISP 2 Agar M N-free+Mannitol ™ Bengal Rose Chloramphenicol Agar

* W badaniach izolacyjnych zastosowano 6 kierunkdow posiewdw (Ryc. 6.) Najwiecej izolatow bakteryjnych pozyskano z
podtoza PCA.

* W wyniku identyfikacji metodg MALDI-Tof wyizolowane bakterie zakwalifikowano do rodzajow zgrupowanych w
klasach Alpha-, Beta-, Gammaproteobacteria oraz Actinobacteria. |zolaty endofityczne nalezaty gtéwnie do klasy

Ryc. 4. Liczba wyizolowanych szczepdw w zaleznosci od rodzaju materiatu izolacyjnego

Fylosfera Endosfera Gammaproteobacteria, wsrod ktorych dominowat rodzaj Pseudomonas oraz do klasy Bacilli z rodzajem Bacillus na
rozwdj mikroorganizmow rozwoj czele. Brodawki roslin bobowatych stanowity rezerwuar bakterii azotowych (Azotobacter sp.)
odpornych na mikroorganizmow
niekorzystne warunki wewnatrz tkanek
srodowiskowe roslinnych
Badanie roznorodnosci biologicznej stanowi podstawowy krok w poszukiwaniu mikroorganizmow wykazujgcych pozgdane cechy
biotechnologiczne
Ryzosfera Wyizolowane szczepy stanowig punkt wyjscia do opracowania wieloszczepowych preparatéw nawozowych o szerokim zakresie
gtowne miejsce Gleba promowania wzrostu roslin jak i preparatow jednoszczepowych o dziataniu celowanym tj. np. aktywnos¢ przeciw plesniowg w
ksztattowania sie sktadu rezerwuar M Gleba m Korzenie ® todyga I LiScie m Brodawki stosunku do konkretnego patogenu roélinnego.
gatunkowego mikrobioty mikroorganizmoéw Ryc. 5. Zestawienie liczby wyizolowanych szczepéw z

poszczegolnych tkanek roslinnych oraz gleby

a PODZIEKOWANIE

Badania realizowane w ramach projektu ,,Opracowanie i wdrozenie bezpiecznych preparatow mikrobiologicznych dla zréwnowazonego rolnictwa ograniczajgcych zuzycie pestycydow i
nawozdéw sztucznych” wspétfinansowanego przez Unie Europejska ze $rodkédw Funduszy Europejskich dla Nowoczesnej Gospodarki. Projekt realizowany w ramach dziatania 1.1. Sciezka
SMART, nr umowy: FENG.01.01-1P.02-0903/24. Beneficjent: SMP Agro sp. z 0.0 z siedzibg w Komornikach, Komorniki 44, 63-004 Tulce

‘e Sm SCIENCE
FOR AGRICULTURE



