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WSTEP

Celem zadania bylo opracowanie innowacyjnych metod oslony biologicznej nasion oraz
roslin nasiennych wybranych gatunkéw warzywnych przed fitopatogenami,
powodujacymi najwieksze straty plonow nasion w produkcji ekologicznej. W badaniach
zastosowano bioprodukty ipozyteczne mikroorganizmy zgromadzone w IO w
Skierniewicach (inokula bakteryjno-mikoryzowe) oraz wybrane, komercyjne $rodki
biologiczne.

Opracowane zostaly innowacyjne metody oslony biologicznej nasion oraz ochrony
biologicznej wybranych gatunkow roslin warzywnych (pomidor i marchew) przed
fitopatogenami na bazie bioproduktow mikrobiologicznych zgromadzonych w SYMBIO
BANKU Pracowni Rizosfery Instytutu Ogrodnictwa w Skierniewicach oraz
komercyjnych $rodkéw biotechnicznych. Oceniony zostal wptyw nowo opracowanych metod
biologicznej ostony na poprawe jakosci 1 zdrowotnos$ci nasion, metabolizm nasion, procesy
starzenia materialu siewnego oraz wschody i wzrost roslin w kontrolowanych warunkach
laboratoryjnych i uprawach polowych. W trakcie realizacji zadania opracowano nowatorskg
technologi¢ biologicznego zaprawiania nasion (przeznaczonych do produkcji ekologicznej),
polegajaca na wprowadzeniu do otoczki nasion pozytecznych mikroorganizmow
wyizolowanych w SYMBIO BANKU IO przy zachowaniu ich wysokiej skuteczno$ci ochronnej
1 poprawie jakos$ci nasion. Nowo opracowane metody i technologie ostony nasion roslin
warzywnych przed chorobami, wzbogacone o pozyteczne mikroorganizmy glebowe, otwieraja
innowacyjng lini¢ produkcji nasiennej warzyw w systemach ekologicznych, zapewniajaca
kompleksowa ochrong¢ nasion i roslin warzywnych oraz indukcje¢ ich odpornosci poczawszy od
nasion 1 stadium juwenilnego az do dojrzatosci zbiorczej. Nowo opracowane technologie i
bioprodukty mikrobiologiczne begda testowane w kolejnych latach badan na nasiennikach
marchwi (drugi rok uprawy) i przeksztalcone w produkty komercyjne. Ze wzgledu na niedobor
skutecznych zapraw biologicznych i $rodkéw biologicznych do ochrony plantacji nasiennych,
istnieje pilna potrzeba wprowadzenia do obrotu tego typu bioproduktéw, ktore sa konkurencyjne
i bardziej skuteczne od istniejacych na rynku preparatow pochodzenia zagranicznego. Oczekuja
tego zar6wno producenci warzyw tzw. konsumpcyjnych, jak i polski sektor nasienny.

Realizacja zadania umozliwi zastosowanie bioproduktow mikrobiologicznych dla
poprawy zdrowotno$ci 1 wigoru nasion wybranych gatunkow roslin warzywnych oraz ochrony
ro$lin nasiennych w krajowej produkcji ogrodniczej. Zwigkszenie asortymentu zapraw
biologicznych wzbogaconych mikroorganizmami pozytecznymi, o szerokim spektrum
wlasciwosci ochronnych oraz mozliwo$¢ zastgpowania nimi standardowego zaprawiania
chemicznego, zmniejszy skazenie gleb pestycydami , ograniczy liczbe chemicznych zabiegow
ochrony, co przyczyni si¢ do efektywnej ochrony agroekosystemow, szybszej regeneracji tzw.
zmeczonych 1 wyjalowionych gleb, a finalnie - poprawy potencjatu plonotworczego roslin.



Podzadanie 1. Selekcja szczepow mikroorganizmow najbardziej skutecznych w

biologicznej ochronie nasion wybranych gatunkow roslin warzywnych

WSTEP

Zastosowanie pozytecznych mikroorganizméw w uprawach ogrodniczych, w tym w uprawie
roslin warzywnych, jest obecnie przedmiotem wielu prowadzonych na $wiecie badan.
Doswiadczenia dotycza zaréwno stymulacji kietkowania nasion, usprawniania pobierania
sktadnikow mineralnych w rizosferze jak i ograniczania negatywnego wptywu patogenow,
szkodnikéw 1 stresow abiotycznych w uprawie tych roslin. Wiele z tych badan
ukierunkowanych jest na okreslenie pozytecznego oddziatywania symbiotycznych
mikroorganizméw, m.in. w udostepnianiu trudnodostgpnego fosforu zwigzanego w glebie w
kompleksach z jonami glinu, wapnia i zelaza. Inne badania wskazujga na duza efektywnos¢
bakterii Azospirillum w stymulacji wzrostu i plonowania ro$lin warzywnych. Pozyteczne
mikroorganizmy odgrywaja istotng role w mineralnym odzywianiu roslin oraz ich wzros$cie i
plonowaniu. Ich dziatanie jest szerokie i obejmuje procesy takie jak: produkcja fitohormonow,
sideroforéw, indukcja odpornosci na czynniki stresowe u roslin, a takze wplywaja na
zwigkszenie dostepnosci jonéw sktadnikéw mineralnych w glebie, np. poprzez uwalnianie z
kompleksow trudno dostepnych form fosforu, redukcje lub utlenianie jondéw metali
znajdujacych sie w glebie lub asymilacj¢ azotu atmosferycznego. Wykorzystanie odpowiednio
wyselekcjonowanych dla potrzeb roslin mikroorganizméw pozwala na zwigkszenie ich
produktywnosci i poprawg jakosci plondw, zwlaszcza w warunkach ograniczonej dostgpnosci
sktadnikow mineralnych w glebie lub w systemach zréwnowazonej uprawy roslin. Z tego
powodu wzrasta znaczenie mikroorganizméw w integrowanej i ekologicznych technologiach
uprawy ros$lin, w ktorych stosowane sa one lub produkty ich metabolizmu jako hormonalne,
biostymulujace lub nawozowe komponenty opracowywanych bionawozow. Bakterie PGPR
(Plant Growth Promoting Rhizobacteria), w tym pseudomonady (ang pseudomonads) sa
najczesciej badang grupg mikroorganizmow pod katem poprawy wzrostu i plonowania roslin
uprawnych. Pozyteczne bakterie nalezace do rodzaju Pseudomonas wykazuja szereg
pozytecznych cech w stymulacji wzrostu 1 plonowania roslin. Sg one efektywnymi
antagonistami wielu patogendw ro$lin uprawnych. Pewne szczepy bakterii z rodzaju
Pseudomonas produkuja duze ilosSci regulatorow wzrostu roslin. Konsorcja pozytecznych
mikroorganizmow daja szersze mozliwosci korzystnego oddzialywania na wzrost i plonowanie
ro$lin niz pojedyncze szczepy stosowane w uprawach roslin. Dostgpne na rynku, zagraniczne
preparaty mikrobiologiczne w formie preparatoéw ptynnych lub statych substratow, zawieraja w
wigkszosci pojedyncze szczepy wyizolowane z warunkéw klimatycznych innych niz warunki
Polskie. Zastosowanie konsorcjum zawierajacego rodzime szczepy bakterii rizosferowych
powoduje poprawe wzrostu 1 plonowania ros$lin oraz wiasciwosci fizykochemicznych 1
mikrobiologicznych gleby, co pozwala na ograniczenie mineralnego nawozenia ro$lin.

Wilasciwosci szczepow bakterii w Swietle dostepnej literatury swiatowej

Bacillus pumilus

Szczepy bakterii Bacillus pumilus zdolne sa do wywotywania w ros$linach odporno$ci
systemicznej. Szczep B. pumilus SE34 zwigksza odporno$¢ roslin tytoniu na infekcje
wywotywane przez Cucumber mosaic virus lub przez Tomato mottle virus (ToMoV) (Kloepper
1 in. 2004). Bakterie te wykazuja dziatanie przeciwko grzybom patogenicznym np. przeciwko
Peronospora tabacina (Kloepper i in. 2004).



Bacillus weihenstephanensis

Bakterie Bacillus weihenstephanensis zdolne sa do produkcji szeregu enzyméw, z ktérych
cze$¢ zdolna jest do biologicznego rozktadu réznych zwiazkow chemicznych, a inne z kolei
majg zastosowanie w biotechnologii. Bacillus weihenstephanensis AN1 zdolny jest do
degradacji weglowodorow aromatycznych (Maiti 1 in. 2013). Szczep Bacillus
weihenstephanensis R112 zdolny jest do rozktadu barwnika Congo Red (Mnif'i in. 2015).

Klebsiella oxytoca

Bakterie Klebsiella oxytoca sa m.in. endofitami wystepujacymi w tkankach roslinnych. Wiele
izolatow zdolnych jest do asymilacji azotu atmosferycznego (Iniguez i in. 2004; Fouts i in.
2008). Inne szczepy Klebsiella zdolne sg do redukcji jonow metali (Lim 1 in. 2012).

Pseudomonas sp.

Bakterie z rodzaju Pseudomonas wykazuja silne dziatanie antagonistyczne przeciwko licznym
gatunkom patogenow, m.in. przeciwko Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Manikandan 1
Raguchander 2014). Jednym z mechanizmoéw ich dziatania sg produkowane przez te bakterie
siderofory (Kloepper 1 in. 1980; Lujan 1 in. 2015). Szczepy bakterii z rodzaju Pseudomonas
produkuja duze ilosci regulatoréw wzrostu roslin. Pseudomonas putida GR12-2 syntetyzuje
ponad cztery razy wigcej kwasu indolilooctoego (Indoleacetic Acid, IAA), niz poréwnywane
,»dzikie” szczepy bakterii (Xie i in. 1996).

Lysobacter sp.

Rodzaj Lysobacter obejmuje liczne gatunki bakterii produkujace szereg metabolitow,
pochodnych zwiazkéw lipidowych, peptydowych, wielopier§cieniowych i innych, ktore moga
zosta¢ wykorzystane przeciwko innym gatunkom bakterii, przeciwko licznym grzybom,
lggniowcom (Oomycetes), a takze przeciwko nicieniom atakujagcym uprawy roslin (Islam i in.
2005; Xie 1 in. 2012). Bakterie z tego rodzaju znaleziono w glebach majacych naturalng
zdolno$¢ do ograniczania rozwoju grzybow patogenicznych (Gémez Exposito i in. 2015; Wang
iin. 2015).

Paecilomyces sp.

Bakterie z rodzaju Paecilomyces wykazuja szereg wlasciwosci, ktore czynig ten rodzaj bakterii
cennym skladnikiem preparatow biologicznych. Bakterie te zdolne sa do ograniczania
Paecilomyces fumosoroseus powodujacego obumieranie jaj roztocza gatunku Tetranychus
cinnabarinus (Shi 1 Feng 2004). Paecilomyces lilacinus wykazuje zdolno$¢ do ograniczania
rozwoju roztoczy Aculus schlechtendali (Demirci 1 Denizhan 2010), wywotujacych szkody w
uprawach jabtoni. Z kolei P. polymyxa GBR-1 zdolny jest do ograniczania rozwoju
patogenicznych dla roslin nicieni (Khan 1 in. 2008).

METODYKA

Opracowanie skladu mikrobiologicznych konsorcjow do biologicznego zaprawiania
nasion roslin warzywnych.

Izolacja i charakterystyka szczepéw mikroorganizméw wyizolowanych z rizosfery roslin
warzywnych.

W celu izolacji, identyfikacji, charakterystyki i selekcji pozytecznych mikroorganizmow
pobrano proby gleby rizosferowej i korzeni roslin marchwi 1 pomidora. Wyizolowane szczepy
bakterii kultywowano na pozywkach w celu scharakteryzowania ich wlasciwosci oraz




wyselekcjonowania szczepow skutecznych w biologicznej ochronie nasion roslin warzywnych
oraz o dziataniu stymulujgcym kietkowanie nasion.

Izolacja mikroorganizmow

Mikroorganizmy izolowano z gleby rizosferowej oraz z mtodych niezdrewniatlych korzeni wraz
z przylegajaca do nich warstwa gleby.

Przygotowanie probek:

W celu uzyskania probek gleby rizosferowej z korzeni usuni¢to nadmiar gleby poprzez ich
delikatne kilkukrotne otrzgsanie. Nastgpnie korzenie wraz z przylegajaca do nich cienka
warstwa gleby osuszono w temperaturze pokojowej przez ok. godzing. Z osuszonych korzeni
przy pomocy jalowej koncowki do pipety zebrano/zeskrobano probki gleby rizosferowe;.
Uzyskang probke wymieszano, zawieszono w jatowej wodzie destylowanej w stosunku 1:9 i
homogenizowano przy uzyciu wytrzasarki posuwisto zwrotnej. Z uzyskanych zawiesin
przygotowano serie kolejnych dziesi¢ciokrotnych rozcienczen, w jalowej wodzie destylowane;,
ktore wysiewano na szalki z pozywkami agarowymi:

W celu izolacji mikroorganizméw o poszukiwanych cechach, rozcienczone probki wysiewano
na szalkach Petriego z odpowiednimi pozywkami agarowymi:

e Do izolacji bakterii syntetyzujacych siderofory uzyto pozywki agarowej CAS (B.
Alexander i D.A. Zuberer 1991), skladajacej si¢ z mieszaniny czterech oddzielnie
sterylizowanych roztwordéw o sktadzie:

o Roztwor 1 (Fe-CAS roztwor wskaznikowy): 10 ml roztworu 1mM FeCl; x 6H,O
w 10 mM HCI, 50 ml wodnego roztworu Chromeazurol S (1.21 mg x ml™), 40
ml wodnego roztworu bromku heksadecylotrimetyloamoniowego (1.82 mg x ml°

b,

o Roztwor 2 (roztwér buforowy): 30.24 g PIPES, 750 ml wodnego roztworu soli:
KH,PO4 0.3 g, NaCl 0.5 g, NH4CI 1.0 g. pH roztworu doprowadzono do 6.8
przy pomocy 50 % KOH, po ustaleniu pH, obj¢tos¢ roztworu uzupelniono woda
destylowang do 800 ml. Nastgpnie dodano 15.0 g agaru i autoklawowano.

o Roztwor 3: 70 g wody destylowanej, 2 g glukozy, 2 g mannitolu, 493 mg
MgSO,4 x 7TH,0, 11 mg CaCl,, 1.17 mg MnSO4 x H,0, 1.4 mg H3;BOs3, 0.04 mg
CuSO4 X 5H20, 1.2 mg ZnSO4 X 7H20, 1.0 mg Na2M004 X 2H20.

o Roztwor 4: 30 ml 10% wodnego roztworu kwaséw kasaminowych. Sterylizacja
przez filtracje.

e Do izolacji bakterii mogacych rozpuszcza¢ nierozpuszczalne zwigzki fosforu (fosforan
wapnia) w glebie uzyto pozywki agarowej Pikovskiej o skfadzie: glukoza 20.0 g,
Ca3(PO4)2 5.0 g, (NH4)2,S04 0.5 g, NaCl 0.2 g, MgSO4 x 7H,0 0.1 g, KC1 0.2 g, MnSO4
x H,0 0.002 g, FeSO4 x 7H,0 0.002 g agar 15.0 g, woda destylowana 1000 g.

e Do izolacji tlenowych bakterii wytwarzajacych formy przetrwalnikowe (Bacillus spp.,
Paenibacillus spp.,) uzyto pozywek: agaru odzywczego (pepton 5 g, ekstrakt
drozdzowy 2.5 g, glukoza 1 g, woda destylowana 1000 g). Formy przetrwalnikowe
bakterii uzyskano przez inkubacje rozcienczonych probek w temperaturze 80°C przez
20 minut.



e Do izolacji diazotrofow uzyto pozywki agarowej ”Azospirillum Isolation Medium” (E.
A. Rodriguez Céceres 1982) o sktadzie: DL-kwas jabtkowy 5.0 g, KOH 4.8 g, K;HPO,4
0.5 g, MgS0O4 x 7TH,0 0.2 g, NaCl1 0.1 g, FeCl; x 6 H,O 0.015 g, ekstrakt drozdzowy 0.5
g, Agar 20.0 g, woda destylowana 1000 g, 15 ml wodnego roztworu czerwieni Kongo o
stezeniu 1:400, pH ~ 7.0.

e Do izolacji bakterii wytwarzajacych toksyczne metabolity dla grzyba Verticillium
dahliae uzyto agarowej pozywki ziemniaczano glukozowej (Merck). Pozywke wstepnie
zainokulowano zarodnikami Verticillium dahliae w ilo$ci ok. 500-1000 jednostek na
szalke, a nastepnie rozprowadzono na jej powierzchni rozcienczone probki gleby.

Selekcja najbardziej wartoSciowych szczepow bakterii oraz grzybow do biologicznej
ochrony nasion roslin warzywnych.

Selekcja szczepow:

Selekcje szczepdw przeprowadzono na podstawie:

e Wytwarzania metabolitéw wtornych, toksycznych dla grzybdéw z rodzaju Fusarium
(metoda dwoch kultur na pozywkach ziemniaczano-glukozowej oraz ‘glebowej’ o
sktadzie: woda 1000 g, ziemia sucha 5g, agar 14 g).

e Rozpuszczania zwigzkoéw fosforu pod postacig fosforanu wapnia Caz(POs); (pozywka
wg Pikovskiej).

e Syntezy sideroforéw (pozywka CAS).

e Wigzania azotu atmosferycznego na pozywce potptynnej Nfb (nitrogen free broth).

e Syntezy kwasu indolilooctowego (IAA) w pozywce plynnej Lysogenic Broth z
dodatkiem 5 mM L-tryptofanu. Obecnos¢ IAA w pozywce oceniano w reakcji
kolorymetrycznej z uzyciem odczynnika Salkovskiego.

e Antagonizm do grzyba Verticillium dahliae oraz Fusarium spp na pozywkach
agarowych: ziemniaczano glukozowej (Merck) oraz pozywce o sktadzie: gleba (sucha
piaszczysta) 5.0 g, agar bakteriologiczny 15.0 g.

Przvootowanie konsorcjow mikrobiologicznych do uszlachetniania nasion roslin
warzywnvch, do stymulacji wzrostu i plonowania roslin oraz o dzialaniu ochronnym.

W ramach podzadania opracowano konsorcja mikrobiologiczne do uszlachetniania nasion
gatunkow roslin warzywnych, w oparciu o szczepy pozytecznych mikroorganizmow
wyizolowane z rizosfery ros$lin warzywnych oraz begdace w zasobach SYMBIO BANKU
Pracowni Rizosfery Instytutu Ogrodnictwa. Opracowano trzy konsorcja:

(1) konsorcjum do stymulacji kietkowania nasion i wschodow roslin warzywnych,

(2) inokulum do stymulacji wzrostu wegetatywnego i1 plonowania roslin

(3) konsorcjum o dziataniu ochronnym, jako biologiczny czynnik ochrony ro$lin przed
patogenami. Konsorcjum mikroorganizméw majace na celu uszlachetnianie nasion oraz
poprawe¢ kielkowania nasion, zawiera szczepy bakterii syntetyzujace auksyny, siderofory i
wigzgce azot atmosferyczny. Konsorcjum do stymulacji wzrostu wegetatywnego i1 plonowania
ros$lin zawiera bakterie syntetyzujace auksyny, siderofory, wiazace azot atmosferyczny i
rozpuszczajace zwigzki fosforu. Konsorcjum o dziataniu ochronnym zawiera bakterie
syntetyzujace auksyny, siderofory, wiazace azot atmosferyczny i rozpuszczajace zwigzki
fosforu oraz wykazujgce antagonizm w stosunku do grzyboéw patogenicznych z rodzaju
Fusarium (Tab. 2).

Analizy chemiczne - badania nad optymalizacja skladu chemicznego pozywek



hodowlanych
Metodyka:

Do badan nad optymalizacja sktadu pozywek hodowlanych uzyto danych pochodzacych
z profili biochemicznych bakterii (system Biolog) dotyczacych efektywnosci utleniania
poszczegoOlnych zwiazkéw wegla przez bakterie: Klebsiella oxytoca (szczep SYMBIO
BANKU: NAzot2), Pseudomonas sp. (szczep SYMBIO BANKU: Pi25C), Bacillus pumilus
(szczep SYMBIO BANKU: Sp82AA), Bacillus weihenstephanensis (szczep SYMBIO
BANKU: Sp82AB), Lysobacter sp. (szczep SYMBIO BANKU: 60.3AA) oraz Paenibacillus
sp. (szczep SYMBIO BANKU: AF74AA). Do badan uzyto pozywek na bazie soli M9 o
sktadzie: Na,HPO, 6.78 g, KH,PO, 3 g, NH4Cl 1g, NaCl 0.5 g, woda 1000 g oraz
nastepujacych weglowodanow: fruktoza, glukoza, glicerol, sacharoza. Jako kontroli uzyto
pozywki tryptonowo sojowej (BTL, nr kat. P-0120). Do zaszczepienia ptynnych pozywek
uzyto 48 godzinnych kolonii wyrostych na pozywce tryptonowo sojowej (BTL, P-090).
Zaszczepione kolby inkubowano przez 48 godzin, w temperaturze 30°C w tazni wodnej z
wytrzasaniem. W celu oceny wptywu weglowodandw na szybko$¢ wzrostu populacji bakterii,
oszacowano ich liczbe metoda posiewdéw kolejnych rozcienczen. Do badania populacji uzyto
pozywki PCA (BTL, nr. kat. P-0037). Zainokulowane szalki inkubowano w temperaturze 26°C,
przez 96 godzin. Przy oznaczaniu liczby bakterii w badanym materiale brano pod uwage szalki,
na ktorych liczba kolonii zawierata si¢ w przedziale 30-300.

Tabela 1. Wplyw skladu pozywki na liczebno$¢ bakterii.

Szczep Klebsiella oxytoca (NAzot 2) Pseudomonas sp (Pi25C)
Sole Sole Sole Sole Pozywk | Sole M9 | Sole M9 | Sole M9 | Sole M9 Pozywka
M9 + M9 + M9 + M9 + a + + + + trvnt
Pozywka fruktoz | glukoza | glicerol | sacharo | trypton | fruktoza | glukoza glicerol sacharoz fyptono
a(l0g | (10gna | (10gna | za(10 g owo (10gna | (10gna | (10gna a(log Vo
nalitr) | litr) litry | nalitr) | sojowa litr) litr) litr) nalitry | ¥
Populacja
uzyskana po
48 godzinach 2.8 1.7 1.6 4.5 5.3 1.9 1.5 2.2 0.8 3.1
hodowli [x 10°
jtk x ml™']
Szczep Sp82AA Bacillus pumilus Sp82AB Bacillus weihenstephanensis
Sole M9 +
Sole M9 + glicerol (10 g Pozywka SoleM9+ | SoleM9+ | Sole M9+ Pozywka
Pozywka glukoza (10 g na litr) tryptonowo fruktoza (10 | glukoza (10 | glicerol (10 | tryptonowo
na litr) sojowa g na litr) g na litr) g na litr) sojowa
Populacja
uzyskana po
48 godzinach 0.87 0.76 3.15 1.1 1.6 1.3 3.15
hodowli [x 10°
jtk x ml™']
Szczep 60.3AA Lysobacter sp AF74AA Paenibacillus sp
Sole
M9 +
Sole Sole odthusz Sole Pozywk | Sole M9 | Sole M9 | Sole M9 | Sole M9 Posvwka
M9 + M9 + czone M9 + a + + + + ¢ }?())Vno
Pozywka laktoza | glukoza | mleko sacharo | trypton | fruktoza | glukoza glicerol sacharoz rygvo
(10gna | (10 gna w za(10 g owo (10gna | (10gna | (10gna a(log .
litr) litry | proszku | nalitr) | sojowa litr) litr) litr) nalitry | S92
(10 gna
litr)
Populacja
uzyskana po
48 godzinach 0.45 0.34 0.65 0.34 0.78 1.05 0.74 0.96 0.34 1.2
hodowli [x 10°
jtk x ml']




Whioski:

Najlepsza pozywka do hodowli bakterii byta ptynna pozywka tryptonowo sojowa.
Najlepszymi cukrami do hodowli byty:
- sacharoza dla szczepu Klebsiella oxytoca (NAzot 2),

- glicerol i glukoza dla szczepu Pseudomonas sp (Pi25C),
- glukoza dla szczepu Bacillus pumilus (Sp82AA) 1 Bacillus weihenstephanensis (Sp82AB).
Najlepszymi dodatkami do hodowli byty:
- odthuszczone mleko w proszku dla szczepu Lysobacter sp (60.3AA),
- fruktoza i glicerol dla szczepu Paenibacillus sp (AF74AA).

Tabela 2. Wladciwosci bakterii rizosferowych wybranych do badan.

Analiza cﬁ)n?ug;tll.f:q Rozpuszczanie Synteza Wigzanie azotu Synteza
Szczep Spp Ca3(POy), siedoforow | atmosferycznego IAA
Sp82AA
Bacillus pumilus ) i i - )
Sp82AB
Bacillus - - + +/- -
weihenstephanensis
NAzot2
- - - - -
Klebsiella oxytoca
Pi25C
Pseudomonas sp ) i i - i
60.3AA
- - - - -
Lysobacter sp
AF74AA 4 i n i i

Paecilomyces sp

‘+’ - uzyskano pozytywna reakcje; ‘- - uzyskano negatywny wynik; ‘+/-* — uzyskano wynik jest

niejednoznaczny.

Sklad opracowanych konsorcjow mikrobiologicznych:

Bakterie uzyte do stymulaciji kielkowania:

e Bacillus pumilus (nr szczepu SYMBIO BANKU: Sp82AA), wielkos¢ populacji ok. 1.1
x 10? jtk/ml, przekazana objeto$é ok. 1000 ml.

e Bacillus weihenstephanensis (nr szczepu SYMBIO BANKU: Sp82AB), wielkos¢
populacji ok. 0,9 x 10° jtk/ml, przekazana objetosé ok. 1000 ml.

Bakterie uzyte do stymulacji wzrostu wegetatywnego roslin:

o Klebsiella oxytoca (nr szczepu SYMBIO BANKU: NAzot2), wielko$¢ populacji ok. 5.4
x 10 jtk/ml, przekazana objetoé¢ ok. 1000 ml.

e Pseudomonas sp. (nr szczepu SYMBIO BANKU: Pi25C), wielko$¢ populacji ok. 2,1 x

10° jtk/ml, przekazana objeto$é ok. 1000 ml.

Bakterie uzyte do stymulacji wzrostu wegetatywnego roslin oraz jako biologicznego

czvnnika ochrony roslin:




e Klebsiella oxytoca (nr szczepu SYMBIO BANKU: NAzot2), wielko$¢ populacji ok. 4,9
x 10 jtk/ml, przekazana objetos¢ ok. 1000 ml.

e Lysobacter sp. (nr szczepu SYMBIO BANKU: 60.3AA), wielkos¢ populacji ok. 1 x 10
jtk/ml, przekazana objetos¢ ok. 1000 ml.

e Paecilomyces sp. (nr szczepu SYMBIO BANKU: AF74AA), wielko$¢ populacji ok. 1,3
x 10% jtk/ml, przekazana objetos¢ ok. 1000 ml.

Przvgotowanie zawiesin bakteryjnych do badan:

Szczepy hodowano na pozywce tryptonowo sojowej przez 48 godzin, w temperaturze
26°C. Nastepnie z tak przygotowanej hodowli przeniesiono ok. 10 ul komorek bakteryjnych do
kolby Erlenmeyera zawierajacej pltynng pozywke tryptonowo sojowa. Zaszczepiong pozywke z
mikroorganizmami inkubowano w kolbach przez 48 godzin, w temperaturze 28°C w tazni
wodnej z wytrzasaniem (szybko$¢ wytrzasania 90 wychylen na minute). Nastepnie z zawiesin
bakteryjnych pobrano probki i oznaczono ich liczebno$¢ przy uzyciu metody posiewu
kolejnych rozcienczen na pozywki agarowe (pozywka Plate Count Agar). Zawiesiny bakteryjne
umieszczono w plastikowych pojemnikach i przekazano do Pracowni Nasiennictwa Instytutu
Ogrodnictwa.

Identyfikacja i oznaczenie ilosciowe grzybow strzepkowych i bakterii rizosferowych jako
komponentéw mikrobiologicznych konsorcjow do zaprawiania nasion.

Metodyv Identyfikaciji:

W sktad nowoopracowanych konsorcjow weszly pojedyncze szczepy mikroorganizméw
zgromadzone w SYMBIO BANK-u Instytutu Ogrodnictwa w Skierniewicach oraz nowe
szczepy pozytecznych mikroorganizméw pozyskane z rizosfery roslin warzywnych. W ramach
podzadania zostaly one zidentyfikowane do rodzaju lub gatunku, przy uzyciu
konwencjonalnych metod mikrobiologicznych, technik biochemicznych oraz molekularnych.
Identyfikacj¢ biochemiczng bakterii przeprowadzono na podstawie metabolizmu zwigzkow
wegla przy wuzyciu systemu identyfikacji mikroorganizméw BIOLOG. Identyfikacje
molekularng przeprowadzono na podstawie analizy sekwencji genu kodujacego podjednostke
16S rRNA. Scharakteryzowane i1 zidentyfikowane szczepy pozytecznych mikroorganizmow
zostaly wlaczone w sktad nowoopracowanych konsorcjow mikrobiologicznych.

Uzyskane profile biochemiczne umozliwily identyfikacj¢ wyselekcjonowanych szczepow
bakterii, do rodzaju lub gatunku, jako komponentéw nowoopracowanych konsorcjow
mikrobiologicznych (Tab. 3, 4, 5, 6, 7, 8).

Tabela 3. Profil biochemiczny szczepu SYMBIO BANKU Sp82AA (Bacillus pumilus) obejmujacy
utlenianie zwigzkow wegla oraz aktywno$¢ metaboliczng (wytwarzanie dehydrogenaz) w
obecnos$ci antybiotykow, soli oraz przy roznych odczynach pH. Materiat z ktoérego wyizolowano
szczep: pryzma kompostowa. Pozywka: tryptonowo sojowa

Substrat Utlenianie Substrat Utlenianie Substrat Utlenianie Substrat Wytwarzanie
dehydrogenaz
Dextrin + Inosine + D-Gluconic - pH6 +
Acid
D-Maltose - 1%  Sodium | + D-Glucuronic - pHS5 +
Lactate Acid
D-Trehalose + D-Serine - Glucuronamide | + 1% NaCl +




D-Cellobiose + D-Sorbitol - Mucic Acid + 4% NaCl +
Gentiobiose + D-Mannitol + Quinic Acid + 8% NaCl +
Sucrose + D-Arabitol - D-Saccharic - Fusidic Acid -
Acid
D-Turanose - myo-Inositol - p-Hydroxy- + Troleandomycin | -
Phenylacetic
Acid
Stachyose + Glycerol + Methyl - Rifamycin SV -
Pyruvate
D-Raffinose + D-Glucose-6- | - D-Lactic Acid | - Minocycline -
PO4 Methyl Ester
a-D-Lactose - D-Fructose-6- | + L-Lactic Acid + Lincomycin -
PO4
D-Melibiose + D-Aspartic + Citric Acid + Guanidine HCI +
Acid
B-Methyl-D- + D-Serine - a-Keto- - Vancomycin +
Glucoside Glutaric Acid
D-Salicin + Gelatin + D-Malic Acid + Tetrazolium -
Violet
N-Acetyl-D- + Glycyl-L- - L-Malic Acid + Tetrazolium -
Glucosamine Proline Blue
N-Acetyl-B-D- | - L-Alanine + Bromo- + Nalidixic Acid -
Mannosamine Succinic Acid
N-Acetyl-D- - L-Arginine + Tween 40 + Lithium +
Galactosamine Chloride
N-Acetyl - L-Aspartic + v-Amino- + Potassium +
Neuraminic Acid Butryric Acid Tellurite
Acid
o-D-Glucose + L-Glutamic + a-Hydroxy- + Aztreonam +
Acid Butyric Acid
D-Mannose + L-Histidine - B-Hydroxy- - Sodium +
D,L-Butyric Butyrate
Acid
D-Fructose + L- + a-Keto-Butyric | + Sodium +
Pyroglutamic Acid Bromate
Acid
D-Galactose + L-Serine + Acetoacetic -
Acid
3-Methyl - Niaproof 4 - Propionic Acid | -
Glucose
D-Fucose - Pectin - Acetic Acid -
L-Fucose - D- + Formic Acid -
Galacturonic
Acid
L-Rhamnose - L-Galactonic -
Acid Lactone

Tabela 4. Profil biochemiczny szczepu SYMBIO BANKU Sp82AB (Bacillus weihenstephanensis)
obejmujacy utlenianie zwiazkéw wegla oraz aktywno$¢ metaboliczng (wytwarzanie
dehydrogenaz) w obecnosci antybiotykéw, soli oraz przy réznych odczynach pH.

Materiat z ktorego wyizolowano szczep: pryzma kompostowa. Pozywka: tryptonowo sojowa

Dextrin + Inosine + D-Gluconic + pH6 +
Acid
D-Maltose + 1%  Sodium | + D-Glucuronic + pHS +
Lactate Acid
D-Trehalose + D-Serine + Glucuronamide | + 1% NaCl +
D-Cellobiose + D-Sorbitol - Mucic Acid - 4% NaCl +
Gentiobiose - D-Mannitol - Quinic Acid + 8% NaCl +
Sucrose + D-Arabitol - D-Saccharic - Fusidic Acid -
Acid
D-Turanose - myo-Inositol - p-Hydroxy- - Troleandomycin | -
Phenylacetic
Acid
Stachyose - Glycerol + Methyl - Rifamycin SV +
Pyruvate
D-Raffinose - D-Glucose-6- | + D-Lactic Acid | - Minocycline -
PO4 Methyl Ester
a-D-Lactose - D-Fructose-6- | + L-Lactic Acid + Lincomycin -
PO4
D-Melibiose - D-Aspartic - Citric Acid + Guanidine HCI +
Acid




B-Methyl-D- + D-Serine + a-Keto- + Vancomycin -
Glucoside Glutaric Acid
D-Salicin + Gelatin + D-Malic Acid + Tetrazolium -
Violet
N-Acetyl-D- + Glycyl-L- + L-Malic Acid + Tetrazolium -
Glucosamine Proline Blue
N-Acetyl-B-D- | - L-Alanine + Bromo- + Nalidixic Acid -
Mannosamine Succinic Acid
N-Acetyl-D- + L-Arginine + Tween 40 - Lithium +
Galactosamine Chloride
N-Acetyl - L-Aspartic + y-Amino- + Potassium +
Neuraminic Acid Butryric Acid Tellurite
Acid
o-D-Glucose + L-Glutamic + a-Hydroxy- + Aztreonam +
Acid Butyric Acid
D-Mannose + L-Histidine + B-Hydroxy- - Sodium -
D,L-Butyric Butyrate
Acid
D-Fructose + L- - a-Keto-Butyric | + Sodium +
Pyroglutamic Acid Bromate
Acid
D-Galactose + L-Serine + Acetoacetic +
Acid
3-Methyl - Niaproof 4 - Propionic Acid | +
Glucose
D-Fucose + Pectin - Acetic Acid -
L-Fucose + D- - Formic Acid +
Galacturonic
Acid
L-Rhamnose + L-Galactonic +
Acid Lactone

Tabela 5. Profil biochemiczny szczepu SYMBIO BANKU NAzot2 (Klebsiella oxytoca) obejmujacy
utlenianie zwiazkéw wegla oraz aktywno$¢ metaboliczng (wytwarzanie dehydrogenaz) w
obecnosci antybiotykéw, soli oraz przy réoznych odczynach pH. Materiat z ktorego wyizolowano szczep:

gleba rizosferowa winorosli. Pozywka: pozywka wg Burka

Substrat Utlenianie Substrat Utlenianie Substrat Utlenianie Substrat Wytwarzanie
dehydrogenaz
Dextrin + Inosine + D-Gluconic + pH 6 +
Acid
D-Maltose + 1%  Sodium | + D-Glucuronic + pHS5 +
Lactate Acid
D-Trehalose + D-Serine + Glucuronamide | + 1% NaCl +
D-Cellobiose + D-Sorbitol + Mucic Acid + 4% NaCl +
Gentiobiose + D-Mannitol + Quinic Acid + 8% NaCl +
Sucrose + D-Arabitol + D-Saccharic + Fusidic Acid +
Acid
D-Turanose - myo-Inositol + p-Hydroxy- + Troleandomycin | +
Phenylacetic
Acid
Stachyose + Glycerol + Methyl + Rifamycin SV +
Pyruvate
D-Raffinose + D-Glucose-6- | + D-Lactic Acid | + Minocycline -
PO4 Methyl Ester
a-D-Lactose + D-Fructose-6- | + L-Lactic Acid + Lincomycin +
PO4
D-Melibiose + D-Aspartic - Citric Acid + Guanidine HCI +
Acid
B-Methyl-D- + D-Serine + a-Keto- - Vancomycin +
Glucoside Glutaric Acid
D-Salicin + Gelatin + D-Malic Acid + Tetrazolium +
Violet
N-Acetyl-D- + Glycyl-L- + L-Malic Acid + Tetrazolium +
Glucosamine Proline Blue
N-Acetyl-B-D- | + L-Alanine + Bromo- - Nalidixic Acid +
Mannosamine Succinic Acid
N-Acetyl-D- - L-Arginine - Tween 40 - Lithium +
Galactosamine Chloride
N-Acetyl + L-Aspartic + y-Amino- - Potassium -
Neuraminic Acid Butryric Acid Tellurite
Acid
a-D-Glucose + L-Glutamic + a-Hydroxy- - Aztreonam +




Acid Butyric Acid
D-Mannose + L-Histidine + B-Hydroxy- - Sodium -
D,L-Butyric Butyrate
Acid
D-Fructose + L- - a-Keto-Butyric | - Sodium -
Pyroglutamic Acid Bromate
Acid
D-Galactose + L-Serine + Acetoacetic -
Acid
3-Methyl - Niaproof 4 + Propionic Acid | -
Glucose
D-Fucose + Pectin + Acetic Acid -
L-Fucose + D- + Formic Acid -
Galacturonic
Acid
L-Rhamnose + L-Galactonic +
Acid Lactone

Tabela 6. Profil biochemiczny szczepu SYMBIO BANKU Pi25C (Pseudomonas sp.) obejmujacy
utlenianie zwiazkow wegla oraz aktywno$¢ metaboliczng (wytwarzanie dehydrogenaz) w
obecnosci antybiotykéw, soli oraz przy réznych odczynach pH. Material z ktérego wyizolowano

szczep: gleba rizosferowa koniczyny. Pozywka: pozywka wg Pikovskiej
Substrat Utlenianie Substrat Utlenianie Substrat Utlenianie Substrat Wytwarzanie
dehydrogenaz
Dextrin + Inosine + D-Gluconic + pH6 +
Acid
D-Maltose - 1%  Sodium | + D-Glucuronic - pHS5 +
Lactate Acid
D-Trehalose + D-Serine + Glucuronamide | + 1% NaCl +
D-Cellobiose - D-Sorbitol + Mucic Acid + 4% NacCl +
Gentiobiose + D-Mannitol + Quinic Acid + 8% NaCl -
Sucrose + D-Arabitol + D-Saccharic + Fusidic Acid +
Acid
D-Turanose - myo-Inositol + p-Hydroxy- + Troleandomycin | +
Phenylacetic
Acid
Stachyose - Glycerol + Methyl + Rifamycin SV +
Pyruvate
D-Raffinose - D-Glucose-6- - D-Lactic Acid | - Minocycline -
PO4 Methyl Ester
a-D-Lactose - D-Fructose-6- | + L-Lactic Acid - Lincomycin +
PO4
D-Melibiose - D-Aspartic - Citric Acid - Guanidine HCI +
Acid
B-Methyl-D- - D-Serine + a-Keto- - Vancomycin +
Glucoside Glutaric Acid
D-Salicin - Gelatin - D-Malic Acid + Tetrazolium +
Violet
N-Acetyl-D- + Glycyl-L- - L-Malic Acid + Tetrazolium +
Glucosamine Proline Blue
N-Acetyl-B-D- | - L-Alanine + Bromo- + Nalidixic Acid -
Mannosamine Succinic Acid
N-Acetyl-D- - L-Arginine + Tween 40 + Lithium +
Galactosamine Chloride
N-Acetyl - L-Aspartic + y-Amino- + Potassium +
Neuraminic Acid Butryric Acid Tellurite
Acid
a-D-Glucose + L-Glutamic + a-Hydroxy- + Aztreonam +
Acid Butyric Acid
D-Mannose + L-Histidine + B-Hydroxy- + Sodium +
D,L-Butyric Butyrate
Acid
D-Fructose + L- + a-Keto-Butyric | + Sodium +
Pyroglutamic Acid Bromate
Acid
D-Galactose + L-Serine + Acetoacetic +
Acid
3-Methyl - Niaproof 4 + Propionic Acid | +
Glucose
D-Fucose + Pectin + Acetic Acid +
L-Fucose + D- + Formic Acid +
Galacturonic




Acid

L-Galactonic +
Acid Lactone

L-Rhamnose -

Tabela 7. Profil biochemiczny szczepu SYMBIO BANKU 60.3AA (Lysobacter sp.) obejmujacy
utlenianie zwiazkow wegla oraz aktywno$¢ metaboliczng (wytwarzanie dehydrogenaz) w
obecnos$ci antybiotykéw, soli oraz przy réznych odczynach pH. Materiat z ktérego wyizolowano
szczep: gleba rizosferowa truskawki odm Senga Sengana. Pozywka: pozywka z chityng koloidalng

Substrat Utlenianie Substrat Utlenianie Substrat Utlenianie Substrat Wytwarzanie
dehydrogenaz
Dextrin + Inosine - D-Gluconic + pH6 +
Acid
D-Maltose + 1%  Sodium | + D-Glucuronic - pHS +
Lactate Acid
D-Trehalose + D-Serine + Glucuronamide | - 1% NaCl +
D-Cellobiose + D-Sorbitol + Mucic Acid + 4% NaCl -
Gentiobiose + D-Mannitol - Quinic Acid + 8% NaCl -
Sucrose + D-Arabitol + D-Saccharic + Fusidic Acid +
Acid
D-Turanose + myo-Inositol + p-Hydroxy- + Troleandomycin | +
Phenylacetic
Acid
Stachyose - Glycerol + Methyl + Rifamycin SV +
Pyruvate
D-Raffinose + D-Glucose-6- | + D-Lactic Acid | - Minocycline -
PO4 Methyl Ester
o-D-Lactose + D-Fructose-6- | + L-Lactic Acid - Lincomycin +
PO4
D-Melibiose + D-Aspartic - Citric Acid - Guanidine HCI -
Acid
B-Methyl-D- + D-Serine - a-Keto- + Vancomycin -
Glucoside Glutaric Acid
D-Salicin + Gelatin + D-Malic Acid - Tetrazolium -
Violet
N-Acetyl-D- + Glycyl-L- + L-Malic Acid + Tetrazolium +
Glucosamine Proline Blue
N-Acetyl-B-D- | + L-Alanine + Bromo- + Nalidixic Acid -
Mannosamine Succinic Acid
N-Acetyl-D- + L-Arginine + Tween 40 + Lithium +
Galactosamine Chloride
N-Acetyl - L-Aspartic + y-Amino- + Potassium +
Neuraminic Acid Butryric Acid Tellurite
Acid
a-D-Glucose + L-Glutamic + a-Hydroxy- + Aztreonam +
Acid Butyric Acid
D-Mannose + L-Histidine - B-Hydroxy- + Sodium +
D,L-Butyric Butyrate
Acid
D-Fructose + L- - a-Keto-Butyric | - Sodium +
Pyroglutamic Acid Bromate
Acid
D-Galactose + L-Serine + Acetoacetic -
Acid
3-Methyl - Niaproof 4 - Propionic Acid | -
Glucose
D-Fucose + Pectin - Acetic Acid +
L-Fucose + D- - Formic Acid +
Galacturonic
Acid
L-Rhamnose + L-Galactonic +
Acid Lactone

Tabela 8. Profil biochemiczny szczepu SYMBIO BANKU AF74AA (Paecilomyces sp.) obejmujacy
utlenianie zwiazkéw wegla oraz aktywnos$¢ metaboliczng (wytwarzanie dehydrogenaz) w
obecnosci antybiotykéw, soli oraz przy réznych odczynach pH. Materiat z ktorego wyizolowano
szczep: podloze wzrostowe ‘Textil’. Pozywka: tryptonowo sojowa

substrat

utlenianie

substrat

utlenianie

substrat

utlenianie

substrat

wytwarzanie
dehydrogenaz




Dextrin + Inosine - D-Gluconic pH6
Acid
D-Maltose + 1%  Sodium | + D-Glucuronic pHS5
Lactate Acid
D-Trehalose + D-Serine - Glucuronamide 1% NaCl
D-Cellobiose + D-Sorbitol + Mucic Acid 4% NaCl
Gentiobiose + D-Mannitol + Quinic Acid 8% NaCl
Sucrose + D-Arabitol + D-Saccharic Fusidic Acid
Acid
D-Turanose + myo-Inositol + p-Hydroxy- Troleandomycin
Phenylacetic
Acid
Stachyose + Glycerol + Methyl Rifamycin SV
Pyruvate
D-Raffinose + D-Glucose-6- | + D-Lactic Acid Minocycline
PO4 Methyl Ester
a-D-Lactose + D-Fructose-6- | - L-Lactic Acid Lincomycin
PO4
D-Melibiose + D-Aspartic - Citric Acid Guanidine HCI
Acid
B-Methyl-D- + D-Serine - a-Keto- Vancomycin
Glucoside Glutaric Acid
D-Salicin + Gelatin + D-Malic Acid Tetrazolium
Violet
N-Acetyl-D- + Glycyl-L- - L-Malic Acid Tetrazolium
Glucosamine Proline Blue
N-Acetyl-B-D- | - L-Alanine + Bromo- Nalidixic Acid
Mannosamine Succinic Acid
N-Acetyl-D- - L-Arginine + Tween 40 Lithium
Galactosamine Chloride
N-Acetyl - L-Aspartic - v-Amino- Potassium
Neuraminic Acid Butryric Acid Tellurite
Acid
o-D-Glucose + L-Glutamic + a-Hydroxy- Aztreonam
Acid Butyric Acid
D-Mannose + L-Histidine + B-Hydroxy- Sodium
D,L-Butyric Butyrate
Acid
D-Fructose + L- + a-Keto-Butyric Sodium
Pyroglutamic Acid Bromate
Acid
D-Galactose + L-Serine - Acetoacetic
Acid
3-Methyl - Niaproof 4 - Propionic Acid
Glucose
D-Fucose + Pectin - Acetic Acid
L-Fucose + D- + Formic Acid
Galacturonic
Acid

L-Rhamnose

L-Galactonic
Acid Lactone

Identyfikacja szczepow bakterii Z uzyciem technik molekularnych

W celu izolacji, identyfikacji, charakterystyki i1 selekcji pozytecznych mikroorganizméw
pobrano proby gleby z rizosfery 1 korzeni roslin marchwi i pomidora. Wyizolowane szczepy
bakterii kultywowano na pozywkach mikrobiologicznych w celu scharakteryzowania ich
wlasciwos$ci oraz wyselekcjonowania szczepow skutecznych w biologicznej ochronie nasion.
Do identyfikacji rodzajow lub gatunkéw bakterii zastosowano technike oparta na analizie
zréznicowania mikroorganizméw w obregbie genu rybosomalnego 16S rRNA. Technika ta
umozliwia identyfikacje 1 rozrdznianie rodzajow 1 gatunkéw bakterii oraz ocen¢ ich
podobienstwa genetycznego (Mulet et al., 2011, Susilowati et al., 2010). Przydatnos¢ tej
techniki do identyfikacji bakterii wynika z faktu, Ze dostepna publicznie baza danych sekwencji
matej podjednostki genu rybosomalnego 16S rRNA bakterii aktualnie zawiera ponad 4 miliony

sekwencji (Yarza iin. 2014).




1kb Sp82AA NAzot2 Pi25C 60.3AA

Rys. 1. Amplifikacja genu 16S rRNA -
produkty PCR wielko$ci 1492 pz
uzyskane w reakcji ze starterami
271/1492r. 1 kb — marker wielkoSci.

Material i metody

Identyfikacj¢ szczepow bakterii przy uzyciu technik molekularnych przeprowadzono dla
wyselekcjonowanych 4 izolatow: Sp82AA, NAzot2, Pi25C oraz 60.3AA. DNA izolowano z
kolonii bakteryjnych, przy uzyciu zestawu komercyjnego GeneMatrix Bacterial & Yeast
Genomic DNA Purification Kit (EURX) do izolacji DNA z bakterii i drozdzy. Koncentracje
DNA zmierzono spektrofotometrycznie przy diugosci fali 260 nm. Do analiz sporzadzono
rozcienczenia 10ng/ul DNA.

Amplifikacje genu 16S rRNA przeprowadzono z uzyciem starterow 27/1492r (Lane 1991).
Obecnos$¢ produktow PCR sprawdzano w 1,2% zelu agarozowym. Sekwencjonowanie
przeprowadzono komercyjnie w Genomed S.A. Identyfikacj¢ szczepéw  bakterii
przeprowadzono na podstawie poréwnania uzyskanych sekwencji z danymi zgromadzonymi w
bazie NCBI (National Center for Biotechnology Information, NIH, Bethesda, MD 20894, USA,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.

Wyniki

W wyniku amplifikacji genu 16S rRNA uzyskano produkt wielkosci 1490pz. Uzyskane sekwencje
wykazaty 99% podobienstwo do sekwencji w bazie NCBI, co umozliwito identyfikacj¢ rodzaju lub
gatunku testowanych szczepow bakterii (Tab. 9). Wyniki identyfikacji szczepdw bakterii uzyskane
technika analizy genu 16S rRNA byly zgodne z wynikami analizy biochemicznej. Ponadto, wyniki
analiz biochemicznych umozliwity identyfikacje gatunkow szczepow bakterii.

Tabela 9. Identyfikacja izolatow bakterii w oparciu o poréwnanie sekwencji genu 16S
rRNA z danymi NCBI (% najwi¢kszego podobienstwa do sekwencji w bazie danych

NCBI)
Izolat bakterii Podobienstwo do sekwencji w Identyfikacja
bazie NCBI (%)
Sp82AA 99 Bacillus sp.
NAzot2 99 Klebsiella oxytoca
Pi25C 99 Pseudomonas sp.
60.3AA 99 Lysobacter sp.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Dokumentacja fotograficzna szczepow bakterii wchodzacych w sklad nowoopracowanych
konsorcjow mikrobiologicznych

Fot. 1. nr AA. Komorki bakterii Bacillus pumilus
(Szczep SYMBIO BANKU: Sp82AA). Preparat
barwiony oranzem akrydyny

Fot. 2. nr AB. Komérki bakterii Bacillus sp. (Szczep
SYMBIO BANKU: Sp82AB). Preparat barwiony
oranzem akrydyny




Fot. 3. nr AC. Komorki bakterii Klaebsiella oxytoca
(Szczep SYMBIO BANKU: NAzot2). Preparat
barwiony oranzem akrydyny

Fot. 4. nr AD. Komorki bakterii Pseudomonas sp.
(Szczep SYMBIO BANKU: Pi25C). Preparat
barwiony oranzem akrydyny




Fot. 5. nr AE. Komoérki bakterii Paenibacillus sp.
(Szczep SYMBIO BANKU: AF74AA). Preparat
utrwalony alkoholem metylowym i obserwowany
pod mikroskopem z uzyciem kontrastu fazowego

Ocena  skutecznosci  ochronnego  dzialania  nowoopracowanych  Kkonsorcjow
mikrobiologicznych do biologicznego zaprawiania nasion roslin warzywnych -
doswiadczenia laboratoryjne.

Metodyka

Do badan in vitro nad antagonizmem bakterii w stosunku do patogenicznych grzybow z
rodzajow Verticillium 1 Fusarium zastosowano dwa szczepy bakterii rizosferowych:
Paenibacillus sp. (szczep SYMBIO BANKU: AF74AA) 1 Lysobacter sp. (szczep SYMBIO
BANKU: 60.3AA) oraz trzy szczepy grzybow patogenicznych: Verticillium dahliae (szczep
uzyczony przez Pracowni¢ Fitopatologii Sadowniczej Instytutu Ogrodnictwa), Fusarium sp.
(szczepy SYMBIO BANKU: Fusarium AH) i Fusarium oxysporum (Phyto BD).

Bakterie do badan kultywowano na pozywkach: ziemniaczano-glukozowej oraz
glebowej (sktad pozywki glebowej: 5 g suchej piaszczystej gleby, agar 15 g, woda destylowana
1000 g), w temperaturze 26°C, przez 72 godziny lub przez 168 godzin w atmosferze
beztlenowej w anaerostatach. Grzyby do testow kultywowano na pozywkach ziemniaczano-
glukozowej oraz glebowej w temperaturze 26°C przez 168 godzin. Na godzing przed badaniem
antagonizmu bakterie zniszczono przy uzyciu chloroformu tak, aby w Zelu agarowym pozostaty
wyprodukowane przez nie metabolity. Nastepnie szalki z pozywkami agarowymi:
ziemniaczano-glukozowa oraz glebowa zainokulowano punktowo grzybami patogenicznymi:
Fusarium sp., Fusarium oxysporum oraz Verticillium dahliae. Na krance tak przygotowanych
szalek wytozono krazki agarowe wycigte z pozywek, na ktorych hodowano bakterie. Nastgpnie
szalki inkubowano przez 168 godzin, w temperaturze 26°C. Po inkubacji okreslano strefy
zahamowania wzrostu testowanych grzybow (w mm), (Tab.10-12).



Wyniki

Tabela 10. Hamowanie wzrostu patogenicznego grzyba Verticillium dahliae przez bakterie

rizosferowe.
Pozywka Pozywka glebowa, Pozywka Pozywka glebowa,
Szczepy bakterii ziemniaczano normalna ziemniaczano normalna
glukozowa, koncentracja tlenu glukozowa, koncentracja tlenu
normalna [mm] warunki beztlenowe [mm]
koncentracja tlenu [mm]
[mm]
Lysobacter sp. | 8,3+1,5 125+1.5 6,5+ 1 57+1
(60.3AA)
Paenibacillus sp|93+£1,5 75+1.5 6,5+1 6.8+1
(AF74AA)

Tabela 11. Hamowanie wzrostu patogenicznego grzyba Fusarium sp. (szczep: Fusarium
AH) przez bakterie rizosferowe.

Szczepy bakterii Pozywka Pozywka glebowa, Pozywka Pozywka glebowa,
ziemniaczano normalna ziemniaczano normalna
glukozowa, koncentracja tlenu glukozowa, koncentracja tlenu
normalna [mm] warunki beztlenowe [mm]
koncentracja tlenu [mm]
[mm]

Lysobacter sp. | 8,3+1,5 123+1.5 35+1.5 3.6+1
(60.3AA)
Paenibacillus sp|93+£1,5 77+1.5 53+1 43+2
(AF74AA)

Tabela 12. Hamowanie wzrostu patogenicznego grzyba Fusarium oxysporum) (szczep:
Phyto BD) przez bakterie rizosferowe.

Szczepy bakterii Pozywka Pozywka glebowa, Pozywka Pozywka glebowa,
ziemniaczano normalna ziemniaczano normalna
glukozowa, koncentracja tlenu glukozowa, koncentracja tlenu
normalna [mm] warunki beztlenowe [mm]
koncentracja tlenu [mm]
[mm]

Lysobacter sp. | 5,31 40=+1.5 2+1 2+0.5
(60.3AA)
Paenibacillus sp | 6.3+0.5 63+1 43+0.5 4.0+0.5
(AF74AA)

Na podstawie przeprowadzonych testow stwierdzono zdolnos$¢ testowanych szczepoéw bakterii
do hamowania wzrostu grzyboéw patogenicznych Verticillium dahliae oraz Fusarium spp. w
zroznicowanych warunkach srodowiskowych, takich, jak dostep tlenu i substancji odzywczych.
Zaobserwowane korzystne wlasciwosci testowanych szczepow bakterii stanowity podstawe do
wlaczenia ich do nowoopracowanego konsorcjum mikrobiologicznego do biologicznego
zaprawiania nasion roslin warzywnych.

Whioski

Uzyskane wyniki wskazuja na duzy potencjal ochronny wyselekcjonowanych szczepdéw
bakterii rizosferowych w warunkach laboratoryjnych. Szczepy te maja zdolnos¢ do hamowania
wzrostu grzyboéw patogenicznych Verticillium dahliae oraz Fusarium spp., przy rdéznej
dostgpnosci tlenu 1 substancji odzywczych. Wymagane sg dalsze badania nad optymalizacja
sktadu mikrobiologicznego konsorcjum. Niezbedna jest optymalizacja sktadu no$nikéw dla



konsorcjum mikroorganizméw o dziataniu ochronnym, w celu zapewnienia wysokiej
stabilnosci 1 przezywalnosci mikroorganizmow o korzystnych witasciwosciach ochrony roslin.
Proponowane jest zastosowanie nowych szczepow o dzialaniu ochronnym i naturalnych
no$nikdw pochodzenia roslinnego, w celu zwickszenia przezywalnosci 1 aktywnosci
metabolicznej szczepoéw bakterii o dziataniu ochronnym.

Ocena  skutecznosci  ochronnego dzialania  nowoopracowanych  Kkonsorcjow
mikrobiologicznych na kielkowanie nasion pomidor - doswiadczenia laboratoryjno-
szklarniowe.

Metodyka:

Do badan nad biologicznymi czynnikami ochrony ro$lin przed grzybami Fusarium spp.
uzyto konsorcjum skladajace si¢ z dwoch szczepdéw bakterii rizosferowych Paenibacillus sp
(szczep SYMBIO BANKU: AF74AA) oraz Lysobacter sp. (szczep SYMBIO BANKU:
60.3AA). Do badan bakterie kultywowano w 50% bulionie tryptonowo sojowym przez 72
godziny, w tazni wodnej z wytrzasaniem (temperatura 30°C, 100 wychylen na minutg).
Nastgpnie odseparowano komorki bakterii przez odwirowanie (szybko$s¢ 6000 obrotow na
minutg) i zawieszono w jatowe] wodzie wodociggowej. Nasiona pomidora zainokulowano
pozytecznymi mikroorganizmami przez zanurzenie na 30 minut w zawiesinie bakteryjnej, o
koncentracji ok. 1.3 x 108 jtk x ml™! (szczep AF74AA) oraz 3.8 x 10 jtk x ml™! (szczep
60.3AA).

Podloze do wzrostu roslin (torf wysoki, pH: 5.5 — 6.5) umieszczono w kolbach
Erlenmeyera, wyjalowiono w autoklawie, zainokulowano grzybem Fusarium sp. (szczep
SYMBIO BANKU: Fusarium AH) i inkubowano przez 14 dni w temperaturze ok. 20 + 2°C.
Nastepnie tak przygotowane podloze umieszczono w paletach rozsadowych 1 wysiano na nie
nasiona pomidora. Kazda kombinacj¢ do$wiadczalng stanowito 50 nasion. W doswiadczeniu
uzyto dwoch kombinacji  kontrolnych: nasiona niezainokulowane pozytecznymi
mikroorganizmami wysiane na wyjatowione podtoze wzrostowe (kontrola pozytywna) oraz na
podtoze zainokulowane szczepem patogenicznego grzyba Fusarium AH (kontrola negatywna).
Palety rozsadowe umieszczono w szklarni, w komorze wzrostowej na okres trzech tygodni w
temperaturze ok. 24°C. W tescie oceniano liczbe wykietkowanych nasion na podiozach
wzrostowych.

Wyniki
Tabela 13. Wplyw bakterii rizosferowych na ochron¢ nasion pomidora przed porazeniem
przez grzyb Fusarium sp.

Kombinacja Kontrola Kontrola Szczep 60.3AA Szczep AF74AA
pozytywna negatywna [Liczba [Liczba
[Liczba [Liczba skietkowanych skietkowanych
skietkowanych skietkowanych nasion (%)] nasion (%)]
nasion (%)] nasion (%)]

Wykietkowane 22 (92%) 0 (0%) 6 (25%) 8 (33%)

nasiona

Zdolno$¢ kietkowania nasion pomidora niezainokulowanych szczepami bakterii i wysianych na
jalowe podloze wzrostowe wynosita 92%. W glebie zainokulowanej patogenicznym grzybem
Fusarium sp. (szczep Fusarium AH) oraz przy braku traktowania nasion pozytecznymi
szczepami bakterii Paenibacillus sp. 1 Lysobacter sp. nie zaobserwowano kietkowania nasion
pomidora. Szczepy bakterii Paenibacillus sp. (szczep AF74AA) oraz Lysobacter sp. (szczep
60.3AA) istotnie ograniczyly negatywy wplyw patogenicznego grzyba z rodzaju Fusarium na
kietkowanie nasion pomidora, odpowiednio o0 33% i 25%.



‘Whioski

Uzyskane wyniki wskazuja na duzy potencjal wyselekcjonowanych bakterii rizosferowych w
ochronie nasion pomidora przed porazeniem przez grzyb Fusarium sp. w warunkach
szklarniowych. Wymagane sa dalsze badania nad optymalizacja nos$nikéw dla konsorcjum
mikroorganizméw o dzialaniu ochronnym, w celu zapewnienia wysokiej stabilnosci i
przezywalnos$ci mikroorganizmow o korzystnych wtasciwosciach ochrony roslin. Proponowane
jest zastosowanie organicznych no$nikéw na bazie naturalnych ekstraktow 1 innych naturalnych
no$nikow pochodzenia roslinnego, w celu zwigkszenia przezywalnosci i1 aktywnosci
metabolicznej szczepoéw bakterii o dziataniu ochronnym.

Doswiadczenia powinny obejmowaé badania skutecznos$ci biopreparatow o dzialaniu
ochronnym w warunkach towarowej uprawy szklarniowej roslin warzywnych.

Ocena skuteczno$ci ochronnego dzialania ochronnego konsorcjum mikrobiologicznego
na siewki marchwi odmiany Napoli F1 - doSwiadczenie polowe.

Metodyka

W sezonie 2016 roku na polu doswiadczalnym Instytutu Ogrodnictwa przeprowadzono
doswiadczenie nad zastosowaniem bakterii rizosferowych jako biologicznego czynnika
ochrony ro$lin marchwi odmiany Napoli F1. Zastosowano bakterie rizosferowe Paenibacillus
sp. (szczep SYMBIO BANKU: AF74AA) oraz Lysobacter sp. (szczep SYMBIO BANKU:
60.3AA). Nasiona marchwi odmiany Napoli F1 zanurzono w zawiesinie bakteryjnej przez 30
minut. W kazdej kombinacji do$wiadczenia wysiano po 50 sztuk nasion, w trzech
powtorzeniach. Nastgpnie na miejsca, w ktorych wysiano zainokulowane nasiona
zaaplikowano zawiesing zarodnikdéw konidialnych i strzepek grzyba Fusarium spp. (szczep
SYMBIO BANKU: Fusarium AH), w ilo$ci 20 ml/nasiono, o koncentracji 1,1 x 10° jtk x ml™).
W kombinacji kontrolnej wysiano nasiona zainokulowane zawiesing zarodnikow konidialnych
1 strzgpek grzyba Fusarium spp., nieinokulowane bakteriami rizosferowymi. W do$wiadczeniu
okreslano liczbe roslin wykazujacych symptomy porazenia ro$lin przez szczep grzyba
Fusarium spp. (powodujacego wigdnigcie roslin).

‘_Lf A g 7, b
Rosliny marchwi odmiany Napoli Fltraktowane bakteriami rizosferowymi o dzialaniu
ochronnym.




Wyniki

Tabela 14. Wplyw bakterii rizosferowych o dzialaniu ochronnym na porazenie roslin
marchwi odmiany ‘Napoli’ F1 przez grzyb Fusarium spp.

Liczba Liczba Pmlfg;i?iwy Liczba roslin z Pmlfg;itaﬁwy
Kombinacja nasion wykietkowanych . symptomami .
[szt] nasion [szt.] skietkowanych orazenia [szt.] porazonych
' nasion [%] P : roslin [%]
Nasiona 50 0 84 2 48
kontrolne
Nasiona
inokulowane
Paenibacillus sp >0 44 88 ! 23
(AF74AA)
Nasiona
inokulowane 50 4 84 1 23
Lysobacter sp
(60.3AA)

Zdolnos$¢ kietkowania nasion marchwi odmiany Napoli F1 wynosita 85%. W doswiadczeniu
nie zaobserwowano masowego porazenia roslin po inokulacji grzybem, co mogto by¢ zwigzane
z niekorzystnymi warunkami $rodowiskowymi i pogodowymi (temperatura, wilgotnosc)
wystepujacymi w warunkach polowych.

Wystepowanie symptoméw fuzariozy obserwowano na ro$linach stanowiacych 2,3%
wszystkich roslin marchwi wyrostych z nasion inokulowanych bakteriami rizosferowymi.
Kontrolne rosliny marchwi, nieinokulowane bakteriami rizosferowymi o dziataniu ochronnym,
byty w wigkszym stopniu porazone przez grzyby z rodzaju Fusarium 1 stanowity 4.8%, w
stosunku do wszystkich roslin.

Whioski

Uzyskane wyniki wskazuja na duzy potencjat ochronny wyselekcjonowanych bakterii
rizosferowych przed fuzarioza w uprawie marchwi odmiany Napoli F1 w warunkach
polowych. Wymagane s3a dalsze badania nad optymalizacja skladu mikrobiologicznego i
no$nikéw dla konsorcjum mikroorganizméw o dzialaniu ochronnym, w celu zapewnienia
wysokiej stabilno$ci i1 przezywalno$ci mikroorganizméw o korzystnych wlasciwosciach
ochrony roslin. Proponowane jest zastosowanie organicznych no$nikéw na bazie proszku lub
ekstraktu z alg i1 innych naturalnych no$nikéw pochodzenia roslinnego, w celu zwigkszenia
przezywalnosci 1 aktywno$ci metabolicznej szczepow bakterii o dzialaniu ochronnym.
Doswiadczenia powinny obejmowaé badania skutecznos$ci biopreparatéw o dzialaniu
ochronnym w warunkach towarowej uprawy polowej roslin warzywnych.
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Podzadanie 2. Mikrobiologiczne zaprawianie nasion w aspekcie poprawy jakosci,
zdrowotnosci oraz procesow metabolicznych nasion i siewek

WSTEP

W uprawach roslin ogrodniczych na nasiona istnieje konieczno$¢ ochrony ros$lin nasiennych
(nasiennikow) 1 nasion w fazie wegetatywnej i generatywnej, co w praktyce oznacza
stosowanie zabiegdw ochrony w pierwszym i drugim roku uprawy (u ro$lin dwuletnich) lub
wieloletnie (u roslin wieloletnich). W uprawach w systemach ekologicznych problemy w
produkcji nasion wynikaja rowniez z braku skutecznych biologicznych zapraw nasiennych, jak
tez $rodkéw biologicznych do ochrony ro$lin nasiennych przed agrofagami. Choroby
infekcyjne dziesiatkujg plony roslin nasiennych i nasion, w zwigzku z tym ich produkcja staje
si¢ coraz mniej optacalna ekonomicznie (Janas 2005, 2011, 2013, Sobolewski i in. 2010). W
trakcie wegetacji rosliny kolonizowane sg przez mikroorganizmy na catej swojej powierzchni,
na lisciach, korzeniach, nasionach oraz mi¢dzykomorkowo i wewnatrzkomorkowo w tkankach
1 w wigzkach przewodzacych. Kazde z tych miejsc charakteryzuje si¢ innymi warunkami i
innymi wydzielinami bgdacymi dla wybranych mikroorganizméw zrédlem substancji
odzywczych albo czynnikiem hamujacym ich rozwdj (Whipps et all 2008).

W uprawach nasiennych najwieksze znaczenie ma zbiorowisko mikroorganizmoéow fyllosfery
oraz spermosfery. Patogeny zasiedlajgce nasiona przenosza si¢ bowiem z materiatem siewnym
na rosliny potomne, powodujac rozlegte epifitozy, trudne do zwalczania. Fyllosfera (nadziemna
cze$¢ rosliny) jest siedliskiem bytowania mikroorganizméw o bardzo niekorzystnych dla ich
rozwoju warunkach (Lindow, Brandl 2003). Zbiorowiska drobnoustrojow zasiedlajacych
fyllosfere charakteryzuja si¢ duzym zréznicowaniem zwlaszcza pod wzgledem liczebnosci.
Najwiecej jest tu bakterii, ich liczbe oszacowano na 106-108 komodrek na centymetr kwadra-
towy. Znajduja si¢ tu réwniez rowniez grzyby strzgpkowe, drozdze, rzadziej glony, algi i
nicienie (Bending et all 2008, Lindow, Brandl 2003, Whipps et all 2008). Mikroorganizmy
fyllosfery maja duze znaczenie $rodowiskowe 1 rolnicze, przede wszystkim ze wzglgdu na
wplyw mikroorganizméw na zdrowotnos¢ 1 plonowanie roslin (Wu et all 2009). W Swiatowej
literaturze znane sg doniesienia o korzystnym wplywie srodkéw pochodzenia naturalnego na
ograniczanie zasiedlenia roslin 1 porazenia kietkujacych nasion przez patogeny pochodzenia
grzybowego 1 bakteryjnego. Jednoczesnie istnieja dowody na korzystny wptyw zaprawiania
nasion tymi §rodkami na ogdlng kondycj¢ i dynamiczny wzrost siewek oraz roslin w dalszym
stadium ich rozwoju. Rowniez krajowe doniesienia wskazuja na celowo$¢ wprowadzania
srodkow naturalnych do zaprawiania nasion (Janas 2009, Janas, Grzesik 2005, 2012, Sadowski
11n. 2005, Sobolewski 1 in. 2010).

CEL



Celem badan bylo okreslenie wplywu bioproduktow mikrobiologicznych oraz preparatow
biologicznych na jako$¢ nasion marchwi i pomidora, zdrowotno$¢ nasion i roslin w
poczatkowym stadium wzrostu, metabolizm nasion oraz ich wigor, jak rowniez procesy
starzenia, Swiadczace o wartosci przechowalniczej materialu siewnego.

METODYKA

Badania wykonano w Pracowni Nasiennictwa, zgodnie z zatozeniami metodyki zamieszczonej
we wniosku aplikacyjnym. Dos$wiadczenia prowadzono w warunkach laboratoryjnych (in
vitro), w podlozach glebowych w halach wegetacyjnych (kontrolowane warunki temperatury i
wilgotnosci) oraz in wiwo na certyfikowanym ekologicznym polu do$§wiadczalnym Instytutu
Ogrodnictwa w Skierniewicach. Komercyjne nasiona ekologiczne marchwi odmiany Napoli F1
pochodzity z firmy Bejo (numer §wiadectwa 100434) a pomidora odmiany ACE Vf zakupiono
w firmie PlantiCo Zielonki (certyfikat No —EKO-01-001915). Nasiona obu wymienionych
gatunkow roslin warzywnych byly zaprawiane izolatami z zasobow Symbio Banku: Sp 82 AB
Bacillus sp 1 Symbio Bank Sp 82 AA Bacillus pumilus oraz standardowymi (referencyjnymi)
zaprawami nasion: Trianum (zawiera antagonistyczny grzyb z rodzaju Trichoderma) i
BetaChicol (chitozan).

Ekologiczne nasiona poddano wstepnym analizom jakosci (energia i zdolno$¢ kietkowania,
masa tysigca nasion, wilgotnos¢) 1 zdrowotnosci (ocena zasiedlenia nasion mikroflora,
diagnostyka gatunkéw i rodzajéw). Wyizolowane ze spermoplany nasion mikopatogeny oraz
wyselekcjonowane w SYMBIO Banku mikroorganizmy pozyteczne testowano pod katem
wzajemnych interakcji, celem okreslenia indywidualnego 1 sumarycznego efektu biotycznego.
Oceniono stopien zmniejszania si¢ kolonii ( 0 - 4 punkty), stopien otoczenia kolonii (0 - 4),
szerokos$¢ strefy inhibicyjnej miedzy koloniami (po 1 punkcie za kazdy 1 mm). W
kombinacjach z ukltadem w ptytkowej kulturze dwu mikroorganizméw (wspolny wzrost)
okreslono réwniez zywotno$¢ fitopatogena (mikroorganizmu testowanego), jesli byt
kolonizowany przez nadpasozyty (mikroorganizmy testujagce). Prowadzono rdéwniez
monitoring  mechanizmow oddzialywania patogendw 1 nadpasozytéw oraz  zmian
morfologicznych patogendéw pod wptywem mikroorganizmoéw pozytecznych. — ewentualnych
zmian zabarwienia elementéw plechy grzyba testowanego, wystgpowanie strefy inhibicyjne;j
(zahamowania wzrostu jednego z grzybow), konkurencji zasiedlania, pasozytowania oraz lizy
(rozpuszczenia , destrukcji elementdéw plechy grzyba testowanego).

Prowadzono rowniez badania w zakresie wplywu testowanych bioproduktow
mikrobiologicznych na metabolizm nasion (ogdlnej aktywnosci dehydrogenaz, aktywnos$¢ katalazy),
przyspieszonego starzenia nasion, warunkujacego ich zdolno$éprzechowalnicza, wschodoéw roslin w
kontrolowanych warunkach podtozy glebowych , wzrostu korzeni zarodkowych i siewek w testach
PHYTOTOXKIT oraz doswiadczenia polowe, w ktorych byly weryfikowane wyniki testow
laboratoryjnych.

Badania jakoSci nasion

Badania w tym zakresie prowadzono zgodnie z przyjetymi wymogami ISTA
(Miedzynarodowe] Organizacji Oceny Nasion). Nasiona marchwi 1 pomidora poddano 20
minutowemu traktowaniu bioproduktami mikrobiologicznymi, pochodzacymi z zasobow
Symbio Banku z Pracowni Rizosfery 10 Sp 82 AB Bacillus sp i Sp 82 AA Bacillus pumilus
oraz standardowymi zaprawami nasion: Trianum i Betachicol. Otrzymano ok. 1000 ml
szczepow bakterii Bacillus pumilus - wielko$é¢ populacji ok. 1.1 x 10° jtk/ml oraz Bacillus
weihenstephanensis - wielko$¢ populacji ok. 0,9 x 10° jtk/ml. Srodki biologiczne aplikowano
donasiennie w stezeniu 1%. W nastepnym etapie wysiewano zainokulowane nasiona marchwi 1



pomidora do szalek Petriego na nasgczone bibuty filtracyjne i inkubowano w termostatach w
temperaturze 20 °C celem okreS$lenia dynamiki kietkowania po traktowaniu $rodkami
biologicznymi. Kietkujace nasiona liczono codziennie przez 14 kolejnych dni i na tej podstawie
sporzadzono wykresy dynamiki kietkowania (liczba skietkowanych nasion w procentach).
Roéwnolegle wysiano nasiona obu gatunkow warzyw na kietkowniki Jakobsena (bibuty
filtracyjne o okreslonej pojemnosci wodnej), celem okreslenia energii i zdolnosci kietkowania
inokulowanych nasion. Energi¢ kietkowania nasion marchwi liczono po 7 dniach a zdolnos¢
kietkowania po 14 dniach, natomiast energi¢ kielkowania nasion pomidora okreslano po 5
dniach a zdolnos$¢ kietkowania po 14 dniach (zgodnie z wymogami ISTA).

Badanie wschodow roslin w podlozu glebowym

Badania polegaty na wysiewie zainokulowanych nasion marchwi i pomidora do skrzynek
wysiewnych, wypethionych torfem firmy Klasmanna (podiloze ekologiczne) po 50 nasion z
kazdej kombinacji w trzech powtérzeniach. Wschody ro$lin liczono codziennie przez 14
kolejnych dni. Okreslono réwniez indeks zawartosci chlorofilu w fazie pierwszych lisci
wiasciwych pomidora i marchwi. Wyniki badan zestawiono na rysunkach i tabelach.

Badania zdrowotnos$ci nasion i roslin.

Badania mialy na celu okreslenie wptywu aplikowanych donasiennie bioproduktow
mikrobiologicznych i1 preparatow biologicznych na zasiedlenie nasion marchwi i pomidora
mikroflorg. Przeanalizowano takze interakcje pomiedzy mikopatogenami zasiedlajacymi
nasiona a mikroorganizmami pozytecznymi uzytymi do oslony biologicznej (inokulacji). W
ramach badan wykonano wstgpne analizy mikologiczne materiatu siewnego przed inokulacja
mikroorganizmami pozytecznymi (diagnostyka ilosciowa i jakosciowa mikopatogenéw do
rodzajow 1 gatunkéw) oraz po traktowaniu bioproduktami mikrobiologicznymi i
biopreparatami. Ocen¢ zdrowotno$ci nasion wykonano dwoma najczesiej stosowanymi
metodami: metoda testu bibutowego (TB) oraz pozywkowa (PDA). W pierwszej metodzie
zainokulowane nasiona wysiewano w szalkach Petriego (po 10 nasion na szalce) na bibuly
filtracyjne, nasgczone wodg destylowang i inkubowano w termostatach w temperaturze 20°C -
optymalnej do rozwoju mikroflory zasiedlajacej nasiona. Kultury inkubowano przez 7 dob, a
nastepnie identyfikowano przy pomocy mikroskopii swietlnej 1 dostgpnych kluczy do rodzaju i
gatunku. Metoda druga (pozywkowa) polegata na wysiewie nasion na selektywne pozywki
agarowe 1 analogicznej inkubacji, jak w tescie TB. W badaniach zastosowano uniwersalng
pozywke dekstrozowo-ziemniaczang PDA. Po 7 dobach izolowano wyhodowane kolonie
mikopatogenow, w razie koniecznosci pasazowano do uzyskania mono kultury a nastgpnie
diagnozowano 1 okres§lano przynalezno$¢ do rodzaju i gatunku.

W badaniach zdrowotno$ci wschodoéw roslin (faza siewki 1 pierwszego liscia wilasciwego)
mikopatogeny izolowano z porazonych organdéw i prowadzono ich diagnostyke przy pomocy
opisanych testow (TB 1 pozywkowego). Reakcje mikopatogenow zasiedlajagcych nasiona
pomidora i marchwi na mikroorganizmy pozyteczne aplikowane donasiennie opisano i
zestawiono w tabelach. Podczas trwania badan prowadzono réwniez monitoring stabilno$ci
mikrobiologicznej nowo wprowadzanych inokuldéw i biopreparatow.

WYNIKI

Analizy mikologiczne

Wyniki wstepnych analiz mikologicznych komercyjnych nasion ekologicznych marchwi



odmiany Napoli F1 i pomidora odmiany ACE VF wykazaly wysokie zasiedlenie mikoflora
nalezaca do co najmniej 9 rodzajow 1 gatunkéw w przypadku marchwi oraz 10 rodzajow i
gatunkéw u pomidora. Identyfikacje prowadzono tylko dla rodzajéw i gatunkéw grzybow o
najwickszej patogenicznosci lub wystepujacych w najwigkszym nasileniu. Do powszechnie
wystepujacych nalezaty przede wszystkim grzyby tzw. polowe z rodzaju Alternaria,
Epicoccum purpurascens, Fusarium oraz przechowalnicze z rodzaju Penicillium, Aspergillus,
Rhizopus.  Zastosowanie biologicznej oslony nasion przy uzyciu bioproduktow
mikrobiologicznych z zasobow Symbio Banku: Sp82AA Bacillus pumilus, Sp82AB Bacillus
weihenstephanensis oraz preparatow biologicznych Trianum i1 Biochikol istotnie zmniejszyto
zasiedlenie nasion mikoflorg. Najlepsze efekty 1 50 % redukcje mikopatogendw oraz istotng
poprawe zdrowotno$ci nasion pomidora i marchwi uzyskano w kombinacjach inokulowanych
szczepem Bacillus pumilus oraz preparatem mikrobiologicznym Trianum. Ich
fungistatyczne oddzialywanie utrzymywato si¢ réwniez na etapie wschodow roslin w
podiozach glebowych w doswiadczeniach wazonowych oraz w warunkach polowych.

Analizy wzajemnych zalezno$ci pomiedzy mikopatogenami najczesciej zasiedlajacych nasiona
marchwi 1 pomidora oraz  mikroorganizmami  pozytecznymi  (bioproduktami
mikrobiologicznymi) wskazuja na ekspansywne zdolnosci do nadpasozytnictwa oraz
antagonistycznego oddziatywania bioproduktu mikrobiologicznego Symbio Banku Sp82AA
Bacillus pumilus. Bakteria ta w najwickszym stopniu hamowala wzrost grzybow
patogenicznych z rodzaju Fusarium 1 Alternaria na nasionach marchwi oraz Fusarium
oxysporum, Phytophthora infestans, Rhizoctonia solani i Alternaria solani na nasionach
pomidora. Wymienione mikopatogeny s3 sprawcami najgrozniejszych chordb marchwi i
pomidora. Fusarium odpowiada za fuzaryjne wigdnigcie roslin marchwi i pomidora, grzyby z
rodzaju Alternaria a zwlaszcza patogeniczne gatunki A. radicina 1 A. dauci sa sprawcami
czarnej zgnilizny korzeni marchwi oraz alternariozy naci marchwi. U pomidora A. solani — jest
sprawca alternariozy a takze wspotuczestniczy wraz z Rhizoctonia solani w infekcji siewek
(zgorzel siewek). Bacillus pumilus istotnie hamowat wzrost i rozw6j patogenicznych grzybow
nalezacych do gatunku Phytophthora infestans , co wskazuje na skuteczng ochrong roslin
pomidora przed zaraza ziemniaka. Nie stwierdzono fitotoksyczno$ci badanych bioproduktéw
mikrobiologicznych i biopreparatow. Wyniki badah zestawiono w tabelach (1,2) .

Tabela 1. Wplyw oslony biologicznej nasion marchwi na zasiedlenie mikoflora (procent w
stosunku do ogétu izolatéw)

Oslona biologiczna nasion marchwi odmiany Napoli F1
Rodzaj/gatunek Sp82AA Sp82AB
mikopatogena Kontrola Bacillus Bacillus Trianum Biochikol
pumilus weihenstephanensis

Alternaria alternata 89,0 50,5 60,0 48.0 50,0
Alternaria dauci 3,5 1,8 2,5 2,0 2,0
Alternaria radicina 4,8 2,0 2.8 2,0 2,5
Epicoccum 11,0 7,0 7,0 9,2 7,5
PUrpurascens

Drechslera sp. 4,0 1,5 2,0 2,0 2,0
Fusarium sp. 3,5 0,6 0,9 1,0 1,5
Phoma sp. 1,4 0,8 1,0 0,5 1,0
Stemphyllium sp. 1,8 1,0 1,2 0,5 0,8
Aspergillus sp. 4.9 2,8 3,0 3,2 2,5
Cladosporium sp. 4.0 1,9 2,2 2,5 2,5
Sclerotinia 2,8 1,2 0,5 0,7 1,6




sclerotiorum

Porazenie nasin (%)

91,0

47,0

53,0

51,5

53,0

Tabela 2. Wplyw oslony biologicznej nasion pomidora na zasiedlenie mikoflora (procent w
stosunku do ogohu izolatow)

Oslona biologiczna nasion pomidora odmiany ACE VF

Rodzaj/gatunek Sp82AA Sp82AB
mikopatogena Kontrola Bacillus Bacillus Trianum Biochikol
pumilus weihenstephanensis
Alternaria alternata 52,5 28.8 31,0 30,6 31,5
Alternaria solani 4,0 2,5 2.9 2,5 2,0
Fusarium oxysporum 2,5 0,6 1,0 0,8 0,8
Colletotrichum sp. 0,6 0,0 0,3 0,0 0,2
Cladosporium fulvum 0,8 0,0 0,4 0,0 0,5
Phytophthora infestans 1,2 0,5 0,8 0,4 0,8
Rhizoctonia solani 1,5 0,0 0,3 0,6 0,5
Penicillium sp. 2,0 1,3 1,0 0,8 1,0
Epicoccum purpurascens 3,5 2,0 2,2 2,0 1,5
Rhizopus nigricans 0,9 0,3 0,3 0,5 0,5
Porazenie nasin (%) 45,0 20,5 23,0 21,0 22,2
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Fot. 2. Nasiona marchwi zasiedlone mikoflora, kontrola — z lewe;j,
nasiona traktowane Bacillus pumilus — dominacja bakterii -z prawej

Analizy jakoSci nasion marchwi i pomidora

Uzyskane wyniki wskazujag na korzystny wpltyw stosowanych $rodkéw biologicznych i
bioproduktow mikrobiologicznych na kielkowanie nasion, ich wigor oraz aktywnos$¢
fizjologiczng. Najlepsze rezultaty uzyskano po aplikacji szczepu Bacillus pumilus Sp82AA i
biopreparatu na bazie grzybow z rodzaju Trichoderma — Trianum. Pozyteczne bakterie
indukowaty proces kietkowania, przyspieszajac go $rednio o 2 dni, wzrastata rbwniez energia i
zdolno$¢ kietkowania. Wzrastala rowniez aktywno$¢ fizjologiczna co stwierdzono na

podstawie indeksu zawarto$ci chlorofilu w lisciach. Wyniki zestawiono na rysunkach 1-12 .

Marchew odmiany Napoli F1

Wplyw bioproduktéw i preparatéw biologicznych na
dynamike kietkowania marchwi Napoli F1

Wplyw bioproduktéw i preparatéw biologicznych na
zdolnos¢ kietkowania marchwi Napoli F1
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Fot. 3. Wzrost roslin pomidora po'r plikacji bioproukt()w
i srodkow biologicznych

Fot. 4. Wzrost roslin marchwi w podtozach glebowych po aplikacji
bioproduktéw mikrobiologicznych i biopreparatow
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Fot.5. Wzrost ro$lin pomidora po aplikacji bioprodukt(');zv
i $rodkow biologicznych



Wplyw bioproduktow i Srodkow biologicznych na wigor i procesy starzenia sie nasion

CEL

Celem badan bylo wykazanie wptywu stosowanych srodkoéw biologicznych na wigor i procesy
starzenia nasion pomidora ‘ACE VF’ i marchwi 'Napoli F1'.

METODYKA

Nasiona pomidora ‘ACE VF’ i marchwi Napoli F1' moczono przez 20 minut w roztworach
bioproduktow 1 §rodkéw biologicznych (Bacillus sp., Bacillus pumilus, Betachicol 1 Trianum) i
nastepnie poddano testowi przyspieszonego starzenia, ktory wskazuje na zdolnos$¢
przechowalniczg nasion. Test przyspieszonego starzenia polegal na inkubacji nasion w
temperaturze 45°C, nad wodg (w powietrzu o wilgotnosci 100%) w odpowiednio
skonstruowanych hermetycznych pojemnikach, przez 0, 3, 5, 7, 11 i 15 dni. Po tym okresie
oceniono dynamike i zdolno$¢ kietkowania nasion w 20°C zgodnie z obowigzujaca metodyka.
W tym celu nasiona wysiewano do ptytek Petriego (o $rednicy 9 cm) na bibule olejowa
zwilzong wodg destylowang i umieszczano w inkubatorach w temperaturze 20°C. Codziennie,
przez 14 dni, liczono liczbg skietkowanych nasion, celem okreslenia dynamiki kietkowania.
Sumaryczna liczba skietkowanych nasion byta podstawa do obliczenia zdolno$ci kietkowania.
Z kazdej kombinacji do§wiadczenia wysiewano 50 sztuk nasion w trzech powtorzeniach.

WYNIKI

Traktowanie nasion pomidora i marchwi przez 20 minut bioproduktami Bacillus sp. i Bacillus
pumilus oraz $rodkami biotechnicznymi i biologicznymi Betachicol i Trianum spowolnito
proces starzenia nasion. W poréwnaniu do kombinacji kontrolnej, nasiona traktowane
wymienionymi czterema $rodkami biologicznymi kietkowaty szybciej i w wyzszym procencie
bezposrednio po zabiegu oraz po kolejnych 3, 5, 7, 11 i 15 dniach inkubacji w 45°C i 100%
wilgotnosci wzglednej powietrza. Najbardziej skutecznymi w poprawie wigoru 1 spowalnianiu
procesOw starzenia nasion pomidora ‘ACE VF’ byly szczepy Bacillus pumilus 1 preparat
Trianum, natomiast marchwi ‘Napoli’ F1 -Betachicol 1 Trianum. Wskazuje to, ze stosowane
srodki wptywaja korzystnie na wigor nasion oraz warto$¢ przechowalniczg.

Przyspieszone starzenie nasion pomidora 0 dni Przyspieszone starzenie nasion pomidora 3 dni
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Rys. 14. Dynamika kietkowania nasion pomidora ACE VF traktowanych przez 20 minut bioproduktami
i $rodkami biologicznymi a nast¢pnie poddanych starzeniu w 45°C i wilgotno$ci powietrza 100% przez

0,3,5,7,111 15 dni. NIRg 0s=3.9.
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0,3,5,7,111 15 dni. NIRg5s=3,8.
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WNIOSKI

1. Traktowanie nasion pomidora odmiany ACE VF i marchwi odmiany Napoli F1 przez
20 minut bioproduktami Bacillus sp. 1 Bacillus pumilus oraz preparatami Betachicol i
Trianum spowolnia ich proces starzenia, co wskazuje, na zwiekszenie ich wigoru oraz
wartos$ci przechowalniczej.

2. Najwigksza skuteczno$cia w poprawie wigoru nasion pomidora odmiany ACE VF
wykazal si¢ szczep Bacillus pumilus 1 biopreparat Trianum, natomiast marchwi
odmiany Napoli F1 — Bacillus sp. oraz Betachicol 1 Trianum.

Ogolna aktywnos$é dehydrogenaz w nasionach

Celem pomiaru ogolnej aktywnos$¢ dehydrogenaz w nasionach bylo okreslenie stanu
wydajnosci oddechowej enzymoéw tancucha oddechowego zlokalizowanych w roéznych
organellach komorkowych, a szczegdlnie w mitochondriach. Badanie aktywnosci
dehydrogenaz (enzyméw oddechowych) uznawane jest czesto jako indeks/ wspodtczynnik
oddechowy 1 metabolizmu komorek w nasionach, co posrednio takze okresla ich wigor.

METODYKA

Nasiona marchwi i pomidora traktowano przez 20 minut bioproduktami Bacillus sp. 1 Bacillus
pumilus oraz Srodkami biotechnicznymi 1 biologicznymi Betachikol 1 Trianum, a nast¢pnie
inkubowano 16 godzin w szalkach Petri’ego o §rednicy 90 mm w temperaturze 25 °C na bibule
olejowej (pH 7,0 i gramatura 250 g x m™) nasyconej 6.5 ml wody destylowanej. Napeczniale i
przesuszone powierzchniowo nasiona w ilosci 0,2 g umieszczano w czterech probéwkach
Eppendorf’a (powtdrzenia) o pojemnosci 2.2 ml. Probowki zalewano 1 ml 0.1 M buforem



fosforanowym (pH 7.2) zawierajacym 0.7% (w/v) TTC (chlorku trifenylotetrazoliowego).
Zmielone nasiona w proboéwkach Eppendorf’a inkubowano w 25°C. Po 24 godzinach
homogenat odwirowywano przez 5 min przy 5000 obr. x min™'. Znajdujacy si¢ w nasionach,
zredukowany przez dehydrogenazy 1 nierozpuszczalny w wodzie, formazan poddano
wielokrotnej ekstrakcji w acetonie az do calkowitego odbarwienia si¢ nasion. Otrzymane
frakcje supernatantu zlewano po odwirowaniu przez 2 min. przy 5000 obr. x min"' do
cylindrow miarowych, ktore w koncowej fazie dopelniano acetonem do statej objetosci.
Zawarto$¢ formazanu (podana w mg formazanu na g napecznialych nasion; mg x g nasion™)
okreslono na podstawie poréwnania absorpcji badanego ekstraktu oraz roztworu wzorcowego.
Absorpcje ekstraktu odczytywano przy 480 nm.

WYNIKI

Uzyskane wyniki wskazuja, ze zarowno w przypadku marchwi, jak i pomidora zaobserwowano
istotnie wickszg aktywnos$¢ dehydrogenaz pod wptywem donasiennej aplikacji bioproduktow
Bacillus sp. oraz Bacillus pumilus w poréwnaniu z pozostatymi kombinacjami. W wyniku tych
traktowan aktywno$¢ dehydrogenaz w nasionach marchwi wzrosta do 43% a w nasionach
pomidora do 30 % w poréwnaniu do nasion kontrolnych (nie traktowanych).

Badania wskazuja na stymulacje aktywnosci procesow oddechowych w nasionach
marchwi i pomidora pod wpltywem szczepdw bakterii Bacillus sp. oraz Bacillus pumilus

(rys.17).
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Rys.17. Wptyw ostony biologicznej nasion pomidora i marchwi na ich aktywno$¢ oddechowq i
wigor

Pomiar dlugos¢ korzeni zarodkowych i hypokotyli w zmodyfikowanych plytkach Phytotoxkit

Celem pomiarow dlugosci korzeni zarodkowych 1 hipokotyli bylo okreslenie dynamiki ich
wzrostu oraz wigoru nasion, traktowanych bioproduktami Bacillus sp. i Bacillus pumilus oraz
biopreparatami Betachikol 1 Trianum. Traktowane przez 20 minut nasiona marchwi i pomidora
umieszczano w zmodyfikowanych plytkach Phytotoxkit na bibule olejowej (pH 7,0 1 gramatura
250 g x m™) nasyconej woda destylowana. Kontrole stanowily nasiona moczone w wodzie
destylowanej. Pomiary dlugos$ci korzeni zarodkowych i hipokotyli wykonywano codziennie
przez 12 dni.

WYNIKI

Badania wykazaty, ze wszystkie stosowane biprodukty mikrobiologiczne 1 preparaty



biologiczne istotnie zwigkszyly wzrost hypokotyli oraz korzeni siewek pomidora i marchwi w
poréwnaniu do kontroli. Najkorzystniejszy wptyw miato 20 minutowe moczenie nasion w
zawiesinie bioproduktu Bacillus pumilus oraz preparacie Trianum (rys. 18-19).
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Podzadanie 3. Wplyw biologicznego zaprawiania nasion wybranych gatunkéow roslin
warzywnvch §rodkami pochodzenia naturalnego na zdrowotnos¢ roslin nasiennych.

CEL
Celem badan bylo okreslenie wptywu bioproduktow mikrobiologicznych zawierajacych izolaty
bakteryjne na zdrowotnos$¢ roslin pomidora i marchwi w uprawach ekologicznych.

MATERIAL I METODY

Ocena zdrowotnos$ci roSlin otrzymanych z nasion zaprawianych bioproduktami
mikrobiologicznymi

Badania wykonano w Pracowni Chorob Roslin Warzywnych 1 Ozdobnych. Prace badawcze
dotyczyly prowadzenia ocen porazenia siewek oraz roslin nasiennych, pochodzacych z nasion
zaprawianych mikroorganizmami antagonistycznymi i sSrodkami pochodzenia naturalnego.
Materiatem badan byty nasiona ekologiczne pomidora odmiany Ace Vf zakupione w firmie
PlantiCo Zielonki (certyfikat No —EKO-01-001915,wydanie 7A z dnia 18.12.2015) oraz
ekologiczne nasiona marchwi odmiany .... zakupione w firmie Bejo ( numer $wiadectwa
100434). Nasiona obu wymienionych gatunkow roslin warzywnych byty uprzednio zaprawiane
w Pracowni Nasiennictwa (w ramach podzadania 2) izolatami Symbio Bank Sp 82 AB Bacillus
sp 1 Symbio Bank Sp 82 AA Bacillus pumilis oraz standardowymi (referencyjnymi) zaprawami
nasion: Trianum (zawiera antagonistyczny grzyb z rodzaju Trichoderma) 1 BetaChicol
(chitozan).

1. Doswiadczenia infekcyjne - wazonowe. Doswiadczenia byly prowadzone w kontenerach,
zawierajacych po okoto 2 litry podtoza mineralnego, infekowanego patogenami grzybowymi:
Sclerotinia sclerotiorum, Botrytis cinerea, Fusarium spp, patogenami grzybopodobnymi z
rodzaju Pythium 1 Phytophthora. Inokulacji dokonywano metodami rutynowymi, zgodnie z
metodykami obowigzujacymi w badaniach fitopatologicznych.




Dos$wiadczenia zatozono w ukladzie blokéw losowanych. Wysiew zaprawionych nasion
pomidora i marchwi wykonano 16.06 2016 do konteneréw o wymiarach 30 x 25 x 7 cm,
wypetlionych gleba, pobrang z certyfikowanego pola ekologicznego Instytutu Ogrodnictwa
przy ulicy Rybickiego. Nasiona wysiewano w trzech powtdérzeniach, po 100 nasion w
kontenerze. W przypadku pomidora, zdrowe siewki uzyskane w kontenerach przepikowano do
wielodoniczek (54 oczka), celem produkcji rozsady. Podloze glebowe poddano analizie
mikologicznej, ktora wykazala obecno$¢ inokulum grzybow z rodzaju Fusarium oraz
Sclerotinia. Dodatkowego zakazenia gleby Pythium spp. dokonano poprzez wymieszanie
zawiesiny tego organizmu grzybopodobnego w proporcji 10 ml Pythium spp. z 1 kg gleby
mineralnej. Zawiesina inokulum byta sporzadzona zgodnie z ogo6lnie przyjetymi metodykami.
Po 14 dniach inkubacji grzybni hodowanej na pozywce ziemniaczanej PDA (potato dextrose
agar) w temperaturze 30 ° C , dokonano homogenizacji pozywki z grzybnig przez 5 minut przy
pomocy miksera. Uzyskana zawiesina inokulanta zawierata 5 x 10° oospor w 1 ml.
Dos$wiadczenie prowadzono w szklarni w kontrolowanej temperaturze 20 ° C. W trakcie
wegetacji prowadzono selekcje negatywna roslin. Chore siewki odkazano i wyktadano do
szalek na pozywki, w celu zapewnienia optymalnych warunkéw wzrostu grzybni badanych
organizmow patogenicznych.

Oceng zdrowotnosci siewek dokonywano wedtug skali bonitacyjnej O - brak porazenia -7° -
100 % porazona powierzchnia rosliny), a nastepnie przeliczano na procentowa powierzchnig
ro$lin ze zmianami nekrotycznymi tkanki na skutek porazenia, zgodnie z przelicznikiem:

0° - 1% porazonej powierzchni

2° - 6% porazonej powierzchni

3° - 15% porazonej powierzchni

4° - 30% porazonej powierzchni

5° - 50% porazonej powierzchni

6° - 80% porazonej powierzchni

7° - 100% porazonej powierzchni

Podstawg prawidtowej oceny porazenia byla szczegdtowa diagnostyka sprawcéw choréb. W
tym celu analizowano makroskopowo lub mikroskopowo porazong tkankg pobrang z badanych
ro$lin. Ponadto oszacowano stopien wplywu badanych izolatéw na fitotoksycznos¢ siewek
wedlug skali 0°-5° (0°- brak efektow fitotoksycznych, 5°-100 procent uszkodzenia siewek).
Wyniki opracowano analizg wariancji, istotno$¢ réznic oceniono testem Newman-Keuls’a.

2. Doswiadczenia polowe

Celem doswiadczen bylo okreslenie wptywu badanych mikroorganizméw aplikowanych
donasiennie oraz dolistnie na zdrowotno$¢ roslin pomidora i marchwi.

Metodyka

Zaprawione mikrobiologicznie nasiona wysiewano na Certyfikowanym Polu Ekologicznym
Instytutu Ogrodnictwa  w Skierniewicach przy ul Rybickiego, zgodnie z zaleceniami
agrotechnicznymi. Doswiadczenia zalozono w ukladzie losowanych blokoéw. U marchwi
poletko stanowilo 4 rzgdy odlegte co 40 cm, na poletku wysiano po 100 nasion. U pomidora
poletko stanowito 4 rzedy co 50 cm, na poletku wysadzano 20 roslin. Rozsad¢ wysadzono 8
07. 2016. Pole bylo nawozone standardowo, zgodnie z zatozeniami upraw ekologicznych. Nie
stosowano zadnych dodatkowych nawozéw doglebowych, zarowno w substracie torfowym do
produkcji rozsady pomidora, jak i do gleby na polu. Nie deszczowano plantacji pomidora i
marchwi, poniewaz gleba byta dostatecznie uwodniona na skutek obfitych opadéw deszczu.

Zabiegi pielegnacyjne (pielenie) wykonywano rgcznie dwukrotnie w czasie wegetacji roslin.



Standardowymi (referencyjnymi) $rodkami byty: Trianum ($rodek zawiera antagonistyczny
grzyb z rodzaju Trichoderma) i BetaChicol zawierajacy chitozan. Referencyjne $rodki byly
uzyte w dwoéch réznych formach aplikacyjnych, jako zaprawy nasion i zawiesiny do zabiegdow
opryskiwania.

Ocene porazenia prowadzono od momentu pojawienia si¢ 50 % siewek na poletkach co 4-5
dni. Uwzgledniono nast¢pujace parametry: siewki porazone, male, uszkodzone
(fitotoksyczno$¢) i nie wzeszte. Porazone siewki 1 rosliny nasienne byly analizowane pod
katem okreslenia sprawcy porazenia, zgodnie z dostepnymi kluczami do okreslania patogenow.
Wykonano trzy zabiegi z uzyciem $rodkow mikrobiologicznych. Poszczegodlne $rodki
biologiczne aplikowano w nast¢pujacych terminach: 18. 07, 25. 07 oraz 19. 08. 2016

. Trianum

o BioChicol

. Symbio Bank Sp 82 AB (bakteria Bacillus sp),

. NA2T?2 (bakteria Klebsiella oxycota),

. Pi25 G (bakteria Pseudomonas fluorescens ), 60.3AA (bakteria Lycobacter sp. ),

. AF74AAPAE NI ( Bacillus sp.) -

Ocene zdrowotno$ci roslin wykonano dwukrotnie, wedlug skali bonitacyjnej 0 (brak
porazenia -7° 100 % porazona powierzchnia ro$liny) a nastepnie przeliczano na procentowg
powierzchnig roslin ze zmianami tkanki na wskutek porazenia zgodnie z przelicznikiem:

0° - 1% porazonej powierzchni
2° - 6% porazonej powierzchni
3° - 15% porazonej powierzchni

4° - 30% porazonej powierzchni

5° - 50% porazonej powierzchni

6° - 80% porazonej powierzchni

7° - 100% porazonej powierzchni

Podstawa prawidtowej oceny porazenia byta szczegoélowa diagnostyka sprawcéw chorob. W
tym celu analizowano makroskopowo lub mikroskopowo porazong tkank¢ pobrang z badanych
roslin. Ponadto szacowano stopien wptywu badanych izolatow na fitotoksycznosé siewek,
wedlug skali 0°-5° (0°- brak efektow fitotoksycznych, 5°-100 procent uszkodzenia siewek).
Wyniki opracowano analizg wariancji, istotnos¢ roznic oceniono testem Newman-Keuls’a.

WYNIKI
1. Doswiadczenia infekcyjne — wazonowe
Marchew

Wykazano, ze zaprawianie nasion marchwi badanymi izolatami: Symbio Bank Sp 82 AB
Bacillus sp 1 Symbio Bank Sp 82 AA Bacillus pumilis spowodowalo istotny wzrost liczebnos$ci
siewek zdrowych w stosunku do kombinacji kontrolnej, w ktorej wysiewano nasiona
niezaprawiane (Tabela 1). Na porazonych siewkach stwierdzono grzyby z rodzaju Fusarium,
Rhizoctonia, 1 organizm grzybopodobny Pythium. Zastosowane mikroorganizmy nie wywotatly
efektu fitotoksyczno$ci na badanych roslinach marchwi.



Uszkodzone siewki marchwi — zgorzel
siewek

Pomidor

Podobnie, jak w przypadku marchwi, wykazano, ze zaprawianie nasion pomidora badanymi
izolatami: Symbio Bank Sp 82 AB Bacillus sp i Symbio Bank Sp 82 AA Bacillus pumilis
spowodowato istotny wzrost liczebnosci siewek zdrowych w stosunku do kombinacji
kontrolnej, w ktorej wysiewano nasiona niezaprawiane (Tabela 2). Na porazonych siewkach
stwierdzono grzyby z rodzaju Fusarium, Rhizoctonia, i organizm grzybopodobny Pythium.
Aplikowane mikroorganizmy nie wywolaly efektu fitotoksycznos$ci na badanych roslinach.

2.Doswiadczenia polowe

Badane mikroorganizmy stosowane jako:

- Zzaprawy nasion

Symbio Bank Sp 82 AB  Bacillus sp

Symbio Bank Sp 82 AA Bacillus pumilis

- Srodki do opryskiwania roslin

Symbio Bank Sp 82 AB oprysk 0,1% (Bacillus sp)

NA2T2 oprysk 0,1% (bakteria Klebsiella oxycota )

Pi25 G oprysk 0,1% (bakteria Pseudomonas fluorescens )

60.3AA oprysk 0,1% (bakteria Lycobacter sp. )

AF74AAPAE NI oprysk 0,1% ( Bacillus sp.)

istotnie wplyngty na zmniejszenie nasilenia alternariozy (Alternaria dauci) i maczniaka
prawdziwego (Erysiphe heraclei) na badanych roslinach w stosunku do roslin nietraktowanych.
W stosunku do $rodkow referencyjnych nie wykazano istotnych réznic w ograniczeniu chorob
(Tabela 1). W przypadku pomidora wymienione mikroorganizmy wykazaly istotne
ograniczenie Phytophthora infestans w stosunku do roslin kontrolnych, nietraktowanych
zadnymi $rodkami (Tabela 2).



Maczniak prawdziwy marchwi w obiekcie nie
traktowanym (kontrola)

Zaraza ziemniaka na lisciach pomidora - li§¢
glrna strona




Zaraza na spodniej stronie liSci pomidora z lewej po
zabiegu z prawej bez opryskiwania

Z lewej kontrola z prawej aplikacja Srodkow
mikrobiologicznych w ochronie pomidorow przed
zarazg ziemniaka

WNIOSKI

1.

Wybrane izolaty Symbio Bank Sp 82 AB Bacillus sp 1 Symbio Bank Sp 82 AA Bacillus
pumilis. zastosowane do oslony nasion marchwi, chronig jej siewki przed porazeniem
przez Pythium spp. Fusarium spp 1 Rhizoctonia solani. 1zolaty nie powodowaly efektow
fitotoksycznosci

Wybrane izolaty Symbio Bank Sp 82 AB Bacillus sp i Symbio Bank Sp 82 AA Bacillus
pumilis moga znalez¢ w przysziosci zastosowanie do zabezpieczenia siewek przed
patogenami, gtéwnymi sprawcami zgorzeli siewek: Pythium spp. Fusarium spp i
Rhizoctonia solani w integrowanej ochronie marchwi.

Wybrane izolaty Symbio Bank Sp 82 AB Bacillus sp i Symbio Bank Sp 82 AA Bacillus
pumilis. zastosowane do zaprawiania nasion pomidora chronig siewki przed porazeniem



przez Pythium spp. Fusarium spp i Rhizoctonia solani. 1zolaty nie powodowaly efektow
fitotoksycznosci

Wybrane izolaty Symbio Bank Sp 82 AB Bacillus sp i Symbio Bank Sp 82 AA Bacillus
pumilis moga znalez¢ w przysztosci zastosowanie do zabezpieczenia siewek pomidora
przed patogenami, gtdéwnymi sprawcami zgorzeli siewek: Pythium spp. Fusarium spp i
Rhizoctonia solani w integrowanej ochronie pomidora.

Wybrane izolaty stosowane do zaprawiania nasion: Symbio Bank Sp 82 AB (Bacillus sp) i
Symbio Bank Sp 82 AA Bacillus pumilis oraz stosowane do opryskiwania roslin: Symbio
Bank Sp 82 AB oprysk 0,1% (Bacillus sp), NA2T2 oprysk 0,1% (bakteria Klebsiella
oxycota), Pi25 G oprysk  0,1% (bakteria Pseudomonas fluorescens ), 60.3AA oprysk
0,1% (bakteria Lycobacter sp. ),AF7TAAAPAE NI oprysk 0,1% ( Bacillus sp.)
spowodowaty ograniczenie Alternaria dauci 1 Erysiphe heraclei na marchwi oraz
Phytophthora infestans na pomidorach

Mikroorganizmy Symbio Bank Sp 82 AB (bakteria Bacillus sp) i Symbio Bank Sp 82 AA
(bakteria Bacillus pumilis) oraz stosowane do opryskiwania roslin: Symbio Bank Sp 82 AB
(bakteria Bacillus sp), NA2T2 (bakteria Klebsiella oxycota), Pi25 G  (bakteria
Pseudomonas fluorescens ), 60.3AA (bakteria Lycobacter sp. ), AFT4AAPAE NI oprysk
0,1% ( Bacillus sp.) moga znalez¢ w przyszioSci zastosowanie w ekologicznej i
integrowanej ochronie pomidora i marchwi przed najgrozniejszymi chorobami.

Tabela 1. Wplyw =zaprawiania nasion 1 opryskiwania ros§lin marchwi wybranymi
mikroorganizmami na ich zdrowotno$¢ (Skierniewice 2016)

Doswiadczenie polowe
Doswiadczenie wazonowe % porazonej pow. roslin
siewki po 6 tyg. od siewu maczniak
prawdziwy alternarioza
. . . ; . . porazone* | niewzeszte | zdrowe | fitot | 19.08 20 .09 26.08 27.09
Srodek biologiczny/sposob aplikacji ok.
1. Kontrola 53a 213 a 72,0e | 39a 16,5a |6,1a |9.8a
2. Standard I Trianum zaprawianie nasion 35b 175¢ 1790a | 2,1b 14,6b |42b |73Db
3. Standard II Beta chicol zaprawianie nasion 3,8b 193b [77.0b | 22b 142b |44b |73b
4. Zaprawianie nasion Symbio Bank Sp 82 AB 38b 21,0ab |73,0d 2,1b 142b |44b |73Db
Bacillus sp 0
5. Zapr. nasion Symbio Bank Sp 82 AA 38b 20,0b 74,8 ¢ 20b 14,6b |4,1b |74Db
Bacillus pumilis 0
6. Standard III Oprysk Trianum 2.4 gna?21 - - - 0 2,1b 149b 142b |74D
7. Standard IV Oprysk roslin BetaChicol 1,0 % - - - o |21b [147b [43b |74Db
8. Symbio Bank Sp 82 AB oprysk 0,1% (Bacillus sp) |- - - o |[20D 14,7b |42b |74D
9. NA2T2 oprysk 0,1% (bakteria Klebsiella | - - - 22b 14,7b {42b |73Db
oxycota ) 0
10.Pi25 G oprysk 0,1% (bakteria Pseudomonas |- - - 2,1b 14,6b {43b |7,3Db
fluorescens )
11. 60.3AA oprysk 0,1% (bakteria Lycobacter sp. ) - - - 2,0b 148b |4,1b |74b
12.AF74AAPAE NI oprysk 0,1% ( Bacillus sp.) - - - 20b |145b |42b |74Db

* siewki porazone przez grzyby z rodzaju Fusarium, Rhizoctonia, i organizm grzybopodobny

Pythium




Tabela 2. Wptyw zaprawiania nasion i opryskiwania ros$lin pomidora wybranymi mikroorganizmami na ich
zdrowotno$¢ ( Skierniewice 2016)

Doswiadczenie wazonowe Dos$wiadczenie
siewki po 6 tygodniach od siewu polowe
zaraza ziemniaka %
porazonej pow. roslin
Srodek biOlOgiCZHy/SpOSéb aphkacp porazone* | niewzeszle zdrowe fitotoks.. | 19.08 20.09
1 Kontrola 2,54 9,5a 86 a 0 32a 6,3 a
2. Standard I Trianum zaprawianie nasion 0,5b 53b 943 b 0 19 b 4.8 b
3. Standard II Beta chicol zaprawianie nasion 0,8b 55b 93,8b |0 14 b |42 Db
4. Zaprawianie nasion Symbio Bank Sp 82 AB Bacillus sp | 0.4 b 6,3b 93,8b 0 1,5 b 43 b
5. Zapr. nasion Symbio Bank Sp 82 AA Bacillus pumilis 0,4b 5,8b 948b |0 20b 48D
6. Standard Il Oprysk roélin Trianum 2.4 gna 2 | wody - - - 0 2,0 b 48 b
7. Standard IV Oprysk roslin BetaChcol 1,0 % - - - 0 1,9 b 4,7 b
8. Symbio Bank Sp 82 AB oprysk 0,1% (bakteria Bacillus sp) | - - - 0 19b 47 b
9. NA2T2 oprysk 0,1% (bakteria Klebsiella oxycota ) - - - 0 20 b 47b
10.Pi25 G oprysk 0,1% (bakteria Pseudomonas fluorescens ) | . - - 0 1,9 b 4,6 b
11. 60.3AA oprysk 0,1% (bakteria Lycobacter sp. ) - - - 0 19b 48 b
12.AF74AAPAE NI oprysk 0,1% (bakteria Bacillus sp.) - - - 0 19b 48 b

* siewki porazone przez grzyby z rodzaju Fusarium, Rhizoctonia, i organizm grzybopodobny
Pythium

PODZADANIE 4.

Opracowanie wynikéow oraz zalecen mikrobiologicznego zaprawiania nasion oraz
aplikacji pozytecznych mikroorganizméow w uprawach nasiennvch badanvch gatunkow
roslin warzywnych

WSTEP

Badania wychodza naprzeciw oczekiwaniom producentow nasion ro$lin warzywnych w
systemach ekologicznych. Opracowany skfad jakosciowy 1 ilosciowy kompleksowych zapraw
mikrobiologicznych, charakteryzujacych si¢ dlugotrwalym 1 skutecznym ochronnym
fungistatycznym oddziatywaniem, poszerzy asortyment srodkow biologicznych niezbednych w
uprawach metodami ekologicznymi, zwigkszy ekonomiczng optacalno$¢ produkceji nasion oraz
ich potencjal plonotworczy. Wyniki uzyskane w ramach projektu zostang wykorzystane w
produkcji nasion metodami ekologicznymi, co zwigkszy jej oplacalnos$¢ i konkurencyjno$¢ na
rynku europejskim. Pro-srodowiskowe cele projektu sg zgodne z priorytetami Komisji
Europejskiej w zakresie ograniczenia stosowania pestycydéw 1 ochrony S$rodowiska
naturalnego. Innowacyjnym 1 rozwojowym dziataniem w ramach projektu jest opracowanie
nowych bioproduktéw mikrobiologicznych przydatnych w produkcji zapraw biologicznych,
substratow 1 komponentow wykorzystywanych w otoczkowaniu nasion a takze nowych
technologii aplikacji pozytecznych mikroorganizmow w nasiennej produkcji wielkotowarowe;.
Metody te sg dostosowane do gatunku uprawianych roslin nasiennych oraz warunkéw ich
wzrostu. Waznym aspektem zadania bylo okreslenie praktycznych zalecen stosowania
mikrobiologicznych zapraw nasiennych oraz nowych bioproduktéw (dawki, terminy 1
czestotliwos¢ ich stosowania) dla badanych nasiennych gatunkow ro$lin warzywnych.




METODYKA

Zgodnie z harmonogramem zestawiono wyniki analiz laboratoryjnych oraz do$wiadczen
polowych 1 szklarniowych. Uzyskane wyniki opracowano statystycznie przy uzyciu analizy
wariancji R.A. Fishera zgodnie z ukladem do$wiadczen. Do oceny ro6znic migdzy $rednimi,
uzyskanymi w doswiadczeniach polowych, uzyto wielokrotnego testu t-Duncana przyjmujac
poziom istotno$ci 5%. Na podstawie zestawien wynikow uzyskanych w podzadaniach 1-3
okreslono parametry stosowania 1 sposoby aplikacji bioproduktow mikrobiologicznych i
biopreparatéw w produkcji nasiennej pomidora odmiany ACE VF i marchwi odmiany Napoli
F1 w pierwszym roku uprawy.

Opracowano zalecenia stosowania biologicznego zaprawiania nasion oraz aplikacji
pozytecznych mikroorganizmow na plantacjach nasiennych badanych gatunkéw roslin
warzywnych. Na podstawie uzyskanych wynikow sporzadzono raport z realizacji zadania.

WYNIKI

1. Na podstawie przeprowadzonych doswiadczen laboratoryjnych i polowych wykazano:
Korzystne oddzialywanie nowo zastosowanych mikroorganizméw pozytecznych Symbio
Bank Sp 82 AB Bacillus sp i Symbio Bank Sp 82 AA Bacillus pumilus na jako$¢ i
zdrowotnos$¢ nasion marchwi odmiany Napoli F1 oraz pomidora ACE VF, ich metabolizm
oraz aktywno$¢ fizjologiczng oraz warto$¢ przechowalnicza (poprzez spowalnianie
procesOw starzenia nasion). Moga one z powodzeniem by¢ sktadnikami komercyjnych
zapraw mikrobiologicznych. po przeprowadzeniu testow w drugim roku uprawy.

2. Bioprodukty mikrobiologiczne Symbio Bank Sp 82 AB Bacillus sp i Symbio Bank Sp 82
AA Bacillus pumilus zastosowane do ostony nasion marchwi i pomidora chronig ich
siewki przed porazeniem przez Pythium spp., Fusarium spp. 1 Rhizoctonia solani -
glownymi sprawcami zgorzeli siewek. Moga one znalez¢ zastosowanie w przyszto$ci
jako komponent zapraw biologicznych w ekologicznej i1 integrowanej ochronie marchwi 1
pomidora. Nalezy je aplikowa¢ donasiennie, moczac nasiona wymienionych gatunkow
warzyw w zawiesinie izolatow bakterii przez 20 minut w temperaturze 20°C.

3. Wykazano perspektywiczne mozliwosci zastosowania wybranych izolatow Symbio Bank
Sp 82 AB (Bacillus sp), NA2T2 (bakteria Klebsiella oxycota), Pi25 G (bakteria
Pseudomonas fluorescens ), 60.3AA (bakteria Lycobacter sp. ), AFTAAAPAE NI (Bacillus
sp.) w ekologicznej 1 integrowanej ochronie ro$lin marchwi i1 pomidora przed
najgrozniejszymi chorobami. U marchwi ograniczaly wystepowanie Alternaria dauci —
sprawcy alternariozy naci marchwi oraz  Erysiphe heraclei — sprawcy maczniaka
prawdziwego. U pomidora hamowaty rozwdj Phytophthora infestans — sprawcy zarazy
ziemniaka. Najskuteczniejszym sposobem aplikacji izolatéw okazat si¢ trzykrotny oprysk
roslin zawiesing bioproduktow w stezeniu 0,1%

4. lzolaty nie powodowaly  efektow fitotoksycznosci, odznaczaty si¢ stabilno$cia
mikrobiologiczng. Efekty ochronne utrzymywaty si¢ od poczatku aplikacji az do zbiorow
ro$lin.

Uzyskane wyniki upowszechniano producentom nasion ekologicznych w czasie wizyt 1

lustracji w ich gospodarstwach, mi¢dzy innymi w Gospodarstwie Ekologicznym w Pacynie

Remki oraz Gospodarstwie Ekologicznym Gora woj. Dolnoslaskie. Weryfikowano je rowniez

podczas wyjazdow do wyspecjalizowanych w tym zakresie laboratoriow oceny nasion i

poprawa ich jakosci metodami ekologicznymi. Inng forma upowszechniania byly porady

telefoniczne. Obecnie sg przygotowywane publikacje naukowe.

Przedstawione zadania badawcze dotyczace biologicznego zaprawiania nasion obejmujg

pierwszy etap badan. Pelng realizacj¢ badan zaplanowano na okres trzech lat. Przewiduje si¢



wiec kontynuacje podjetej tematyki, aby w pelni oceni¢ potencjat biotechnologiczny
pozytecznych mikroorganizmoéw w ochronie nasion roslin warzywnych.

PODSUMOWANIE

Nowo opracowane metody i technologie ostony nasion roslin warzywnych przed chorobami,
wzbogacone o pozyteczne mikroorganizmy glebowe, otwieraja innowacyjng lini¢ produkcji
nasiennej warzyw w systemach ekologicznych, zapewniajaca kompleksowg ochrone nasion i
roslin warzywnych oraz indukcje ich odporno$ci poczawszy od nasion i stadium juwenilnego az
do dojrzatosci zbiorczej. Nowo opracowane technologie 1 bioprodukty mikrobiologiczne beda
testowane w kolejnych latach badan na nasiennikach marchwi (drugi rok uprawy) i
przeksztatcone w produkty komercyjne. Ze wzglegdu na niedobdr skutecznych zapraw
biologicznych i $srodkdéw biologicznych do ochrony plantacji nasiennych, istnieje pilna potrzeba
wprowadzenia do obrotu tego typu bioproduktow, ktore sg konkurencyjne i1 bardziej skuteczne od
istniejacych na rynku preparatéw zagranicznych. Oczekuja tego zarowno producenci warzyw
tzw. konsumpcyjnych, jak i polski sektor nasienny.

Wyniki uzyskane w ramach realizacji zadania pozwola producentom biologicznych
srodkow ochrony w tym zapraw biologicznych na zwigkszenie produkcji 1 poszerzenie asortymentu
oferowanych biopreparatow o srodki nowej generacji, wzbogacone mikrobiologicznie w konsorcja
szczepow bakterii oddzialujacych kompleksowo — ochronnie 1 stymulujgco na odpornos¢ i wzrost
roslin w warunkach stresowych, juz od najwczes$niejszych stadiow rozwojowych (kietkowanie,
faza siewki 1 formowanie pierwszych liSci wlasciwych). Wymiernym efektem dla producentow
roslin warzywnych na nasiona bedzie wzrost plonow roslin w pierwszym roku produkcji (faza
wegetatywna) oraz plonu nasion a w rezultacie zwigkszenie optacalnosci ekonomicznej produkcji
nasion ro$lin warzywnych. Wdrozenie innowacyjnych biopreparatow i wprowadzenie nowych
skutecznych zapraw wzbogaconych mikrobiologicznie do ekologicznej produkcji nasiennej
warzyw, zwigkszy konkurencyjno$¢ ekologicznych producentdéw nasion 1 przedsigbiorstw
nasiennych, zacheci nowych producentow do przestawiania (konwersji) gospodarstw na
ekologiczng produkcje nasion, zwigkszy areal upraw nasiennych oraz potencjal plonotworczy
roslin.

Zaproponowane 1 zrealizowane zadanie wpisuje si¢ w strategie¢ rozwoju rolnictwa

ekologicznego poprzez opracowanie innowacyjnych bioproduktéw i technologii dla poprawy
jako$ci 1 zdrowotnosci nasion oraz ro$lin matecznych (nasiennikow) w ekologicznych
uprawach roslin warzywnych.
Istnieje potrzeba dalszego testowania bioproduktow mikrobiologicznych w drugim roku
uprawy ros$lin dwuletnich — marchwi i innych gatunkéw z rodziny Apiaceae, w ktorych
najwickszym problemem produkcji nasiennej jest wysokie porazenie nasion patogenami,
przenoszonymi z nasionami na rosliny potomne.

ZALECENIA DLA PRAKTYKI

Wyniki przeprowadzonych doswiadczen laboratoryjnych i polowych wskazujg na:

e Skuteczno$¢ zastosowanych pozytecznych mikroorganizméw w poprawie jakosci i
zdrowotnosci nasion pomidora odmiany ACE VF 1 marchwi odmiany Napoli F1 oraz
metabolizmu nasion i1 ich warto$ci przechowalniczej (poprzez spowolnienie proceséw
starzenia).

o Wysoka przezywalnos$¢ oraz wlasciwosci antagonistyczne zastosowanych szczepoéw bakterii,
wobec patogenow zasiedlajacych nasiona oraz ro$liny marchwi i pomidora.



e Stabilno$¢ mikrobiologiczng, efekty ochronne utrzymuja si¢ od poczatku aplikacji az do
zbioréw roslin.

e Mozliwos¢ zastosowania nowych bioproduktéw mikrobiologicznych do zaprawiania
biologicznego nasion marchwi i pomidora oraz ochrony roslin w uprawach w systemach
ekologicznych i integrowanych

e Mozliwos¢ wykorzystania nowo opracowanych bioproduktow jako skutecznych i
ekonomicznie optacalnych metod ochrony roslin warzywnych.

o Mozliwos¢ zwigkszenie konkurencyjnosci 1 rozwoju firm sektora rolnictwa ekologicznego w
Polsce.



