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WSTEP

Celem badan bylo opracowanie nowej, skutecznej metody ostony biologicznej nasion,
roslin i materialu rozmnozeniowego (wysadkow) marchwi uprawianej na nasiona
(dwuletni cykl uprawy) przed fitopatogenami, z wykorzystaniem antagonistycznego
potencjalu mikroorganizmow pozytecznych, zgromadzonych w SYMBIO BANKU
Instytutu Ogrodnictwa w Skierniewicach oraz wybranych, komercyjnych S$rodkow
mikrobiologicznych i biotechnicznych.

Opracowane zostaly innowacyjne metody kompleksowej ostony biologicznej marchwi
uprawianej w systemie ekologicznym dla dwuletniego cyklu produkcyjnego: nasion
(dwéch odmian), materialu rozmnozeniowego (wysadkow) oraz roslin nasiennych przed
fitopatogenami z wykorzystaniem Kkonsorcjow mikroorganizméw pozytecznych
zgromadzonych w SYMBIO BANKU Pracowni Rizosfery Instytutu Ogrodnictwa
w Skierniewicach oraz komercyjnych srodkéw mikrobiologicznych i biotechnicznych.
Oceniony zostal wptyw nowo opracowanych metod biologicznej ostony na jako$¢ i zdrowotno$¢
nasion, ich procesy metaboliczne, wschody i wzrost ro$lin w kontrolowanych warunkach
laboratoryjnych, szklarniowych i uprawach polowych oraz mozliwos$ci ich stosowania w drugim
roku uprawy marchwi na nasiona. W tym aspekcie opracowano innowacyjna metode
biologicznej ochrony nasiennikow marchwi przed chorobami oraz stymulacji ich
odpornosci na stres abiotyczny z wykorzystaniem bioproduktéw Symbio Banku oraz
komercyjnych preparatéw biologicznych. W badaniach potwierdzon takze zasadnos¢
wdrozenia do produkcji opracowanej nowatorskiej technologii biologicznego zaprawiania nasion
(przeznaczonych do produkcji ekologicznej), polegajacej na wprowadzeniu do otoczki nasion
pozytecznych mikroorganizméw wyizolowanych w SYMBIO BANKU IO przy zachowaniu
ich wysokiej skuteczno$ci ochronnej i poprawie jakosci nasion. Nowo opracowane metody i
technologie ostony nasion, roslin marchwi i nasiennikow (w II roku uprawy) przed chorobami,
wzbogacone 0 pozyteczne mikroorganizmy glebowe, otwieraja innowacyjng lini¢ produkcji
nasiennej warzyw w systemach ekologicznych, zapewniajaca kompleksowa ochron¢ nasion
ro$lin, nasiennikoéw 1 materialu rozmnozeniowego (wysadkéw) oraz indukcje ich odpornosci
poczawszy od nasion i stadium juwenilnego az do dojrzatosci zbiorczej. Przeprowadzono
rowniez identyfikacja i wyizolowano nowe szczepy bakterii, wykazujacych wlasciwosci
stymulacji wzrostu roslin oraz biologicznej ochrony nasion i roslin marchwi uprawianych
na nasiona. Nowo opracowane technologie i bioprodukty mikrobiologiczne bedg testowane w
kolejnych latach badan na nowych kreacjach marchwi i innych dwuletnich roslinach
warzywnych, ze wzgledu na naglace potrzeby sektora nasiennego w tym zakresie (niedobor
ekologicznych nasion roslin warzywnych a zwlaszcza roslin dwuletnich). Powinny tez by¢
przeksztatcone w produkty komercyjne. Ze wzgledu na niedobor skutecznych zapraw
biologicznych i srodkéw biologicznych do ochrony plantacji nasiennych, istnieje pilna potrzeba
wprowadzenia do obrotu tego typu bioproduktéw. Oczekuja tego zarowno producenci warzyw
tzw. konsumpcyjnych, jak i polski sektor nasienny.

Realizacja zadania umozliwi zastosowanie bioproduktow mikrobiologicznych dla
poprawy zdrowotno$ci 1 wigoru nasion wybranych gatunkéw roslin warzywnych oraz ochrony
roslin nasiennych w krajowej produkcji ogrodniczej. Zwigkszenie asortymentu zapraw
biologicznych wzbogaconych mikroorganizmami pozytecznymi, 0 Szerokim spektrum
wlasciwosci ochronnych oraz mozliwo$¢ zastgpowania nimi standardowego zaprawiania
chemicznego, zmniejszy skazenie gleb pestycydami , ograniczy liczb¢ 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 nowych szczepow mikroorganizmow oraz doskonalenie skladu
bioproduktow i konsorcjow najbardziej skutecznych w biologicznej oslonie nasion i
roslin nasiennych marchwi przed patogenami.

WSTEP

W ostatnich latach podejmuje si¢ dziatania zwigzane ze strategia zrownowazonego
rozwoju rolnictwa, w tym rolnictwa ekologicznego, ktérego celem jest uzyskiwanie wysokiej
jakosci plonoéw, przy zachowaniu rownowagi biologicznej ekosystemow. Efektem rozwoju
rolnictwa ekologicznego jest pojawienie si¢ na rynku biopreparatow, w tym bionawozow,
stymulatorow wzrostu 1 rozwoju ro$lin pochodzenia organicznego (roslinnego lub
zwierzecego), produkowanych miedzy innymi na bazie naturalnych ekstraktéw z roslin
ladowych i wodnych oraz pozytecznych mikroorganizméw. Wykorzystywane sa one w
nawozeniu 1 w ochronie roslin, poniewaz zawierajg zywe mikroorganizmy pasozytnicze,
drapiezne lub antagonistyczne w stosunku do patogendéw roslinnych. Liczne badania wskazuja,
ze mikroorganizmy zyjace w naturalnej symbiozie z roslinami uwalniajg sktadniki niezbedne
dla prawidlowego wzrostu i rozwoju roslin, zwierzat i ludzi. W tym kontekscie, we wszystkich
zbiorowiskach wazne s3a wlasciwe proporcje, rozwoj iaktywnos¢ mikrobiologicznych
komponentow rizosfery, obejmujacej nie tylko glebe otaczajaca korzen, ale takze organizmy
symbiotyczne t.j. bakterie rizosferowe, grzyby mikroskopowe, grzyby saprotroficzne czy
saprofityczne, drapiezne pierwotniaki i nicienie. Aktywno$¢ pozytecznej mikroflory w
rizosferze jest nie tylko jednym z czynnikéw warunkujacych prawidlowy wzrost roslin, ale
takze waznym potencjalnym Zrédlem ich odpornosci na choroby infekcyjne. Symbiotyczne
mikroorganizmy glebowe t.j. grzyby mikroskopowe i bakterie rizosferowe stymulujg wzrost i
plonowanie roslin uprawnych. Bakterie rizosferowe z grupy PGPR (Plant Growth
Promoting Rhizobacteria) wspomagaja wzrost i rozwoj ro$lin, poprawiajg ich stan zdrowotny
oraz indukuja odporno$¢ roslin na choroby i szkodniki. Pozyteczne mikroorganizmy
zasiedlajace korzenie utrudniajg kolonizacje korzeni przez organizmy patogeniczne, inne za$
stanowig konkurencje pokarmowa lub wydzielaja do gleby antybiotyki 1 inne substancje
hamujace rozwdj patogenéw glebowych. Wiele prowadzonych na $wiecie badan wykazuje
pozyteczne oddzialywanie symbiotycznych mikroorganizméw w zwigkszaniu efektywnosci
pobierania z gleby sktadnikow mineralnych (gtownie P, N, K, Zn, Mn, Cu, Mo), podaje, ze
chronig korzenie ro$lin uprawnych przed patogenami i szkodnikami, dzigki czemu majg
réwniez korzystny wptyw na wzrost i plonowanie roslin oraz na kietkowanie nasion, zwlaszcza
w warunkach stresu. Grzyby mikroskopowe zasiedlajace rizosferg¢ aktywnie ograniczajg
liczebno$¢ niektérych patogendow w glebie (zjawisko nadpasozytnictwa), gdyz poprzez
konkurencj¢ o zasoby pokarmowe utrudniajg rozwdj innych patogenicznych gatunkow
grzybow. Niektore gatunki grzybow strzgpkowych, dzigki produkowanym zwigzkom
organicznym, udostepniajg trudnodostepne dla roslin zwigzki mineralne, m.in. fosfor, zelazo i
inne pierwiastki biogenne.

Preparaty mikrobiologiczne dostgpne na polskim rynku zaro6wno w formie preparatow
plynnych jak i statych substratow, zawieraja szczepy wyizolowane z warunkow klimatycznych
innych niz warunki polskie. Opracowanie 1 wdrozenie do praktyki konsorcjum zawierajacego
rodzime szczepy bakterii rizosferowych spowoduje poprawe wzrostu i plonowania roslin oraz
wlasciwosci fizykochemicznych i mikrobiologicznych gleby, co pozwala na ograniczenie
mineralnego nawozenia roslin.

Zastosowanie pozytecznych mikroorganizmow wykazujacych wlasciwosci
antagonistyczne do grzybow patogenicznych moze w znacznym stopniu ograniczy¢ porazenie
nasion i siewek roslin przez patogeny, takie, jak np. grzyby z rodzajow Fusarium i Verticillium.
Z tego powodu opracowywane sg metody ochrony nasion i siewek marchwi przed patogenami



poprzez zastosowanie konsorcjow pozytecznych mikroorganizmow.

CEL BADAN

Celem badan byla selekcja oraz identyfikacja nowych szczepow bakterii
wykazujacych wlasciwosci stymulacji wzrostu roslin oraz biologicznej ochrony nasion i
roslin marchwi uprawianych na nasiona. Réwnolegle doskonalono i wykonano analizy
identyfikacji szczepow bakterii, ktore testowano w latach 2016-2017. W ramach prac
przeprowadzono ponowna analize antagonizmu bakterii Paenibacillus sp. (szczep
SYMBIO BANKU: AF74AA) i Lysobacter sp. (szczep SYMBIO BANKU: 60.3AA) w
stosunku do patogenicznych grzybow z rodzajow Verticillium i Fusarium. Wykonano testy
skutecznosci bakterii rizosferowych w antagonistycznym oddzialywaniu przeciwko
grzybom z rodzajow Verticillium i Fusarium.

MATERIAL I METODY
Zgromadzenie materialow oraz harmonizacja zadania z wykonawcami planowanych
doswiadczen laboratoryjnych i polowych

Do prac zwigzanych z izolacja pozytecznych mikroorganizméw z gleby pozyskano
probki gleby z ekologicznych plantacji marchwi. Probki gleby wymieszano w stosunku 1:3 z
jatlowym keramzytem, o wielkosci ziaren < 4 mm. Na tak przygotowane probki gleby wysiano
nasiona marchwi odmiany Nipomo (producent: Bejo) i kultywowano je w komorze wzrostowej
przez 3 tygodnie, w temperaturze 25°C i fotoperiodzie 12/12, do momentu uzyskania roslin o
wysokosci ok. 2 cm. Rosliny pobrano w taki sposob, aby na powierzchni korzeni pozostawata
cienka warstwa gleby rizosferowe;j.

Korzenie roslin umieszczono w jalowej wodzie destylowanej 1 wytrzasano przez okoto
60 sekund przy predkosci ok. 3750 obrotoéw na minut¢ (RPM). Z uzyskanej zawiesiny
przygotowano serie kolejnych dziesi¢ciokrotnych rozcienczen. Z kazdej rozcienczonej probki
pobierano 100 pl zawiesiny, ktdrg rozprowadzano na powierzchni nastgpujacych pozywek
agarowych: Burka, S1, Rose Bengal Chloramphenicol agar oraz agar z chityna koloidalna. .
Zainokulowane szalki umieszczono w temperaturze 26°C i przechowywano przez 72 godziny
(pozywki Burka i S1), 5-7 dni (pozywka Rose Bengal Chloramphenicol Agar) lub przez 14 dni
(agar z chityng koloidalng).

Kolonie bakteryjne i grzybowe, ktore uzyskano na w/w pozywkach pasazowano na
szalki z pozywka tryptonowo sojowa (dalej TSA), agar ziemniaczano-glukozowy (BTL) lub
10% TSA.

Selekcja najbardziej wartoSciowych szczepow bakterii oraz grzybow do biologicznej
ochrony nasion i roslin marchwi uprawianych na nasiona

Selekcje szczepdw przeprowadzono na podstawie:

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

Rozpuszczania zwigzkow fosforu takich jak: fosforan wapnia (pozywka wg Pikovskiej).
Syntezy sideroforéw (pozywka CAS).

Wiazania azotu atmosferycznego (pozywka Ntb).

Syntezy kwasu indolilooctowego (IAA) z I-tryptofanu (ptynna pozywka tryptonowo
sojowa z dodatkiem 5 mM I-tryptofanu. Do reakcji kolorymetrycznej uzyto odczynnika
Salkovskiego).

Do badan in vitro nad antagonizmem bakterii w stosunku do patogenicznych grzybow z
rodzajow Verticillium i Fusarium zastosowano dwa szczepy bakterii rizosferowych:



Paenibacillus sp. (szczep SYMBIO BANKU: AF74AA) i 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 tak przygotowane pozywki
wyltozono krazki pozywek agarowych, na ktérych hodowano bakterie rizosferowe. Nastepnie
szalki inkubowano przez 168 godzin, w temperaturze 26°C. Po inkubacji okres$lano, w
milimetrach, strefy zahamowania wzrostu testowanych grzybow.

Woyselekcjonowane izolaty bakterii wykazujace wihasciwosci stymulacji wzrostu oraz
biologicznej ochrony nasion i roslin marchwi zostaly przygotowane do identyfikacji i
przechowywane w temperaturze -80°C.

Opracowanie skladu mikrobiologicznych konsorcjéw do biologicznej ostony nasion i
roslin marchwi uprawianych na nasiona.

W wyniku przeprowadzonych analiz opracowano nowe, innowacyjne konsorcja
mikrobiologiczne, przeznaczone do biologicznej ostony nasion i roslin marchwi uprawianych
na nasiona:

Konsorcjum nr 1

- 1 szczep nalezacy do gatunku bakterii Ensifer adhaerens (nr szczepu SYMBIOBANKU:
N121AB). Bakterie wigzgce azot atmosferyczny nalezace do gatunku Ensifer adhaerens
ograniczaty w badaniach in vitro populacje innych bakterii glebowych, w tym patogendéw
glebowych. Mechanizm dziatania polega na niszczeniu przez bakterie Ensifer adhaerens
komorek bakterii patogenicznych poprzez liz¢ §ciany komorkowe;.

- 3 szczepy nalezace do rodzaju Streptomyces sp. (nr. szczepow SYMBIOBANKU:
AF121AB1, AF121AC, AF121AC2) — w/w szczepy bakterii z rodzaju Streptomyces
ograniczaty populacje patogenicznych grzybow w glebie. Mechanizm dziatania bakterii z
rodzaju Streptomyces polega na produkcji enzymow chitynolitycznych oraz metabolitow
wtoérnych, toksycznych dla grzybow patogenicznych.

Konsorcjum nr 2

- 2 szczepy nalezace do gatunku Bacillus cereus (nr. szczepoéw SYMBIOBANKU: AF121AB2,
AF121AB4). Bakterie nalezace do gatunku Bacillus cereus w warunkach in vitro ograniczaty
wzrost grzybow nalezacych do Fusarium spp. Mechanizm dziatania polega na produkcji
enzymoOw chitynolitycznych oraz metabolitow wtoérnych toksycznych dla grzybow
patogenicznych.

- 1 szczep nalezagcy do rodzaju Phyllobacterium (nr. szczepu SYMBIOBANKU: N121AA).
Bakterie nalezace do rodzaju Phyllobacterium wiaza azot atmosferyczny zwiekszajac jego
dostgpnos¢ dla roslin.

- 1 szczep nalezacy do rodzaju Rhizobium (nr. szczepu SYMBIOBANKU: N121AD). Bakterie
nalezace do rodzaju Rhizobium wigzg azot atmosferyczny zwickszajac jego dostepnos$é dla



roslin.

Przygotowanie zawiesin bakteryjnych do badan (podzadanie 2 i 3):

Szczepy bakterii kultywowano na pozywce tryptonowo sojowej przez 48 godzin w
temperaturze 28°C, nastepnie z tak przygotowanej hodowli przeniesiono ok. 10 pl komoérek
bakteryjnych do kolby Erlenmayera zawierajacej 50% ptynng pozywke tryptonowo sojowa.
Szczepy bakterii inkubowano przez 48 godzin w temperaturze 28°C w lazni wodnej z
wytrzgsaniem (szybko$¢ wytrzasania 90 wychylen na minutg). Nastgpnie 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
komponentow mikrobiologicznych konsorcjow do zaprawiania nasion i ochrony roslin
nasiennych.

Metody Identyfikaciji:

Bakterie identyfikowano na podstawie analizy utleniania zwigzkéw wegla przy uzyciu
systemu Biolog (Biolog Inc.) oraz analizy sekwencji genu kodujacego podjednostke 16S
rRNA. W przypadku gdy wyniki analizy biochemicznej i sekwencji genu 16S rRNA nie
umozliwialy identyfikacji gatunku, okreslano rodzaj bakterii.

Identyfikacja szczepow bakterii z uzyciem technik molekularnych

Material i metody

W ramach Podzadania 1 ‘Selekcja nowych szczepdw mikroorganizméw oraz doskonalenie
sktadu bioproduktow 1 konsorcjow najbardziej skutecznych w biologicznej ostonie nasion i
roslin nasiennych marchwi przed patogenami’ wyizolowano z gleby, a nastepnie
wyselekcjonowano 10 szczepoéw bakterii, ktorych wiasciwosci wskazywaly na przydatnos¢ do
poprawy kietkowania nasion poprzez biologiczng ostong materiatu siewnego przed patogenami
oraz do poprawy wschodow ro$lin i stymulacji wzrostu warzywnych roslin nasiennych.

Identyfikacje szczepow bakterii technikami molekularnymi przeprowadzono dla 10 izolatéw
wyselekcjonowanych ze wzgledu na wlasciwosci stymulacji wzrostu roslin lub ochrony roslin
przed patogenami: N121AA, NI121AB, N121AC, N121AD, AF121AB1, AF121AB2,
AF121AB3, AF121AB4, AF121AC oraz AB121AC2. Materiatlem biologicznym byty kolonie
bakterii kultywowane na pozywkach mikrobiologicznych. Ekstrakcj¢ DNA przeprowadzono z
uzyciem zestawu komercyjnego GeneMatrix Bacterial & Yeast Genomic DNA Purification Kit
(EURx) do izolacji DNA z bakterii 1 drozdzy. Koncentracie¢ DNA okreslono
spektrofotometrycznie, przy dtugosci fali 260 nm. Do analiz sporzadzono rozcienczenia
10ng/ul DNA.

Identyfikacje izolatow bakterii oparto na analizie zréznicowania mikroorganizméow w
obrebie genu rybosomalnego 16S rRNA. Analiza gendw kodujacych rRNA umozliwia
identyfikacje rodzajoéw i gatunké6w bakterii oraz ocen¢ ich podobienstwa genetycznego (Mulet
i in. 2011, Susilowati i in. 2010). Przydatnos¢ tej analizy do identyfikacji bakterii wynika z
faktu, ze geny kodujace rRNA wystepuja powszechnie u mikroorganizmow i zawierajag domeny
zmienne i konserwowane (Janssen 2006, Vétrovsky i Baldrian 2013), a dostepna publicznie
baza danych sekwencji matej podjednostki genu rybosomalnego 16S rRNA bakterii zawiera



ponad 4 miliony sekwencji (Yarza i in. 2014). Do rozrdzniania izolatow bakterii zastosowano
takze technike rep-PCR, ktora umozliwia identyfikacje bakterii na poziomie podgatunku lub
szczepu (Ishii i Sadowsky 2009).

Do testow opartych na analizie zréznicowania genu kodujacego 16S rRNA zastosowano
technike RFLP (ang. Restriction Fragments Length Polymorphism; polimorfizm dlugosci
fragmentow restrykcyjnych) oraz analize sekwencji. Amplifikacje 16S rRNA przeprowadzono
w 35 cyklach (94 °C x 1 min, 55 °C x 1 min, 72 °C x 2 min), z uzyciem starterow 27/1492r
(Lane 1991). Analize restrykcyjng 16S rRNA przeprowadzono z uzyciem enzymow FastDigest
Haelll, Rsal, Tagl oraz Mbol (ThermoScientific®). Reakcje rep-PCR przeprowadzono z
uzyciem starteréw ERIC i BOX (Louws i in. 1994), w nastepujacych warunkach termicznych:
ERIC-PCR — 42 cykle (94°C x 1 min., 52°C x 1.5 min., 65°C x 8 min.); BOX-PCR — 37 cykKli
(94°C x 1 min., 40°C x 2 min., 72°C x 2 min.). Lacznie przeprowadzono reakcje PCR z
uzyciem 3 par starterow (Tab. 1).

Produkty amplifikacji 16S rRNA oraz produkty reakcji rep-PCR rozdzielano w 1,6% zelu
agarozowym. Fragmenty uzyskane technika RFLP rozdzielano w 2,5% zelu agarozowym. Zele
agarozowe barwiono w bromku etydyny i wizualizowano w $wietle UV. Identyfikacje
szczepow bakterii na podstawie uzyskanych sekwencji przeprowadzono przez poréwnanie z
danymi zgromadzonymi w bazie NCBI (National Center for Biotechnology Information, NIH,
Bethesda, MD 20894, USA, http://www.ncbi.nlm.nih.gov.

Tabela 1. Charakterystyka biochemiczna szczepdéw bakterii wykazujacych przydatnos$¢ do
stymulacji wzrostu i rozwoju oraz biologicznej ochrony nasion i ro$lin marchwi.

. Antagonizm . ) .
naliza gont Rozpuszczanie Synteza Wiazanie azotu Synteza
do Fusarium

Szczep spp Caz(POa)2 siedoforow | atmosferycznego IAA

N121AA -

+

+ -

N121AB -

N121AC -

+ |+ +|+
+ |+ |+
]

N121AD

AF121AB1

AF121AB2

AF121AB3

AF121AB4

AF121AC

+ 4|+ |+ |+ +]
LI .

+ ||+ |||+ ]+
1
1

AB121AC2

Optymalizacja skladu no$nikow dla konsorcjow mikrobiologicznych do zaprawiania
nasion i ochrony roslin nasiennych.

Z uwagi na to, ze szczep bakterii Ensifer adhaerens nie przezywal ‘wysuszenia’, nie
bylo mozliwe przygotowanie nosnika w formie stalej, zawierajacego stabilng populacje w/w
bakterii. Z tego powodu zastosowano zaprawianie nasion z uzyciem proponowanego
konsorcjum poprzez zanurzanie nasion w zawiesinie bakteryjnej.



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

Tabela 2. Gestos¢ populacji bakterii uzyskana podczas hodowli w ptynnych pozywkach.

Szczep Hodowla w pozywce Hodowla w 20% Uwagi:
plynnej tryptonowo pozywce ptynnej
sojowe;j [jtk x 10° x ml" | tryptonowo sojowe;j
1 [jtk x 10° x mI].

N121AB 0,82 0,65 -

AF121AB1, 0,0006* 0,02* Gestos¢ populacji
0szacowana po
homogenizacji
kultury bakteryjnej
w mikserze
laboratoryjnym.

AF121AC, 0,0007* 0,01* Gestos¢ populacji
0szacowana po
homogenizacji
kultury bakteryjnej
w mikserze
laboratoryjnym.

AF121AC2 0,0006* 0,01* Gestos¢ populacji
0szacowana po
homogenizacji
kultury bakteryjnej
w mikserze
laboratoryjnym.

Hodowla prowadzona w tazni wodnej z wytrzasaniem; czas inkubacji: 72 godziny; temperatura hodowli 28°C
* - promieniowce hodowano w tazni wodnej z wytrzgsaniem; czas inkubacji: 120 godzin; temp. hodowli 28°C

Na podstawie testow wykonanych w latach 2016 i 2017 r. stwierdzono wysokg zdolnos$¢
testowanych szczepow bakterii do hamowania wzrostu grzybow patogenicznych Verticillium
dahliae oraz Fusarium spp. w zréznicowanych warunkach srodowiskowych, takich, jak dostep
tlenu i substancji odzywczych. Antagonistyczne wlasciwosci testowanych szczepow bakterii w
stosunku do grzyboéw patogenicznych Verticillium dahliae oraz Fusarium spp. umozliwity
wlaczenie ich do nowoopracowanego konsorcjum mikrobiologicznego. Konsorcjum to
postuzyto do biologicznego zaprawiania nasion roslin warzywnych 1 wykazato duza
skuteczno$¢ ochrony nasion przed patogenami.

Tabela 3. 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 4. 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. | 83=+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 5. 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. | 53=+1 40=+1.5 2+1 2+£0.5
(60.3AA)
Paenibacillus  sp | 6.3+0.5 6.3+1 43+05 4.0+0.5

(AF74AA)




Tabela 6. Profil biochemiczny bakterii Ensifer adhaerens (nr szczepu SYMBIO BANKU:

N121AB)
substrat utlenianie substrat utlenianie substrat utlenianie substrat (;Nytwarzame
ehydrogenaz

Dextrin + Inosine + D-Gluconic Acid + pH 6 +
1% Sodium

D-Maltose + Lactate + D-Glucuronic Acid | - pH5 -

D-Trehalose + D-Serine + Glucuronamide - 1% NaCl +

D-Cellobiose + D-Sorbitol - Mucic Acid - 4% NaCl +

Gentiobiose - D-Mannitol - Quinic Acid - 8% NaCl +

Sucrose - D-Avrabitol - D-Saccharic Acid - Fusidic Acid -

p-Hydroxy-

D-Turanose - myo-Inositol + Phenylacetic Acid + Troleandomycin -

Stachyose - Glycerol + Methyl Pyruvate + Rifamycin SV +
D-Glucose-6- D-Lactic Acid

D-Raffinose - PO4 + Methyl Ester + Minocycline +
D-Fructose-6-

a-D-Lactose - PO4 + L-Lactic Acid + Lincomycin -

D-Melibiose - D-Aspartic Acid | - Citric Acid + Guanidine HCI +

B-Methyl-D- a-Keto-Glutaric

Glucoside + D-Serine + Acid + Vancomycin -

D-Salicin + Gelatin + D-Malic Acid - Tetrazolium Violet -

N-Acetyl-D- Glycyl-L-

Glucosamine + Proline + L-Malic Acid + Tetrazolium Blue -

N-Acetyl-B-D- Bromo-Succinic

Mannosamine + L-Alanine + Acid - Nalidixic Acid -

N-Acetyl-D-

Galactosamine - L-Arginine + Tween 40 + Lithium Chloride +

N-Acetyl y-Amino-Butryric

Neuraminic Acid - L-Aspartic Acid | + Acid - Potassium Tellurite | +
L-Glutamic a-Hydroxy-Butyric

a-D-Glucose + Acid + Acid + Aztreonam +

B-Hydroxy-D,L-

D-Mannose - L-Histidine + Butyric Acid + Sodium Butyrate +
L-Pyroglutamic a-Keto-Butyric

D-Fructose + Acid + Acid - Sodium Bromate +

D-Galactose - L-Serine + Acetoacetic Acid +

3-Methyl Glucose | - Niaproof 4 - Propionic Acid -

D-Fucose - Pectin + Acetic Acid +
D-Galacturonic

L-Fucose - Acid + Formic Acid +
L-Galactonic

L-Rhamnose - Acid Lactone -

Profil biochemiczny szczepu N121AB obejmujacy utlenianie zwigzkow wegla oraz aktywnosé
metaboliczng (wytwarzanie dehydrogenaz) w obecno$ci antybiotykdéw, soli oraz przy ré6znych
odczynach pH. Material z ktorego wyizolowano szczep: gleba rizosferowa marchwi. Pozywka:

pozywka wg Burka.



Tabela 7. Profil biochemiczny bakterii Ensifer adhaerens (nr szczepu SYMBIO BANKU:

N121AC)
substrat utlenianie substrat utlenianie substrat utlenianie substrat (;Nytwarzanle
ehydrogenaz
D-Gluconic
Dextrin + Inosine + Acid + pH 6 +
1% Sodium D-Glucuronic
D-Maltose + Lactate + Acid - pH 5 -
D-Trehalose + D-Serine + Glucuronamide | - 1% NaCl +
D-Cellobiose + D-Sorbitol - Mucic Acid - 4% NaCl +
Gentiobiose - D-Mannitol - Quinic Acid - 8% NaCl +
D-Saccharic
Sucrose - D-Avrabitol - Acid - Fusidic Acid -
p-Hydroxy-
Phenylacetic
D-Turanose - myo-Inositol + Acid + Troleandomycin | -
Methyl
Stachyose - Glycerol + Pyruvate + Rifamycin SV +
D-Glucose-6- D-Lactic Acid
D-Raffinose - PO4 + Methyl Ester + Minocycline +
D-Fructose-6-
a-D-Lactose - PO4 + L-Lactic Acid + Lincomycin -
D-Aspartic
D-Melibiose - Acid - Citric Acid + Guanidine HCI +
B-Methyl-D- a-Keto-
Glucoside + D-Serine + Glutaric Acid + Vancomycin -
Tetrazolium
D-Salicin + Gelatin + D-Malic Acid - Violet -
N-Acetyl-D- Glycyl-L- Tetrazolium
Glucosamine + Proline + L-Malic Acid + Blue -
N-Acetyl-B-D- Bromo-
Mannosamine | + L-Alanine + Succinic Acid - Nalidixic Acid -
N-Acetyl-D- Lithium
Galactosamine | - L-Arginine + Tween 40 + Chloride +
N-Acetyl
Neuraminic L-Aspartic y-Amino- Potassium
Acid - Acid + Butryric Acid - Tellurite +
L-Glutamic a-Hydroxy-
a-D-Glucose + Acid + Butyric Acid + Aztreonam +
B-Hydroxy-
D,L-Butyric Sodium
D-Mannose - L-Histidine + Acid + Butyrate +
L-
Pyroglutamic a-Keto-Butyric Sodium
D-Fructose + Acid + Acid - Bromate +
Acetoacetic
D-Galactose - L-Serine + Acid +
3-Methyl
Glucose - Niaproof 4 - Propionic Acid | -
D-Fucose - Pectin + Acetic Acid +
D-
Galacturonic
L-Fucose - Acid + Formic Acid +
L-Galactonic
L-Rhamnose - Acid Lactone -

Profil biochemiczny szczepu N121AC obejmujacy utlenianie zwiazkow wegla oraz aktywnos$é
metaboliczng (wytwarzanie dehydrogenaz) w obecno$ci antybiotykow, soli oraz przy réznych
odczynach pH. Material z ktorego wyizolowano szczep: gleba rizosferowa marchwi
(czarnoziem). Pozywka: pozywka wg Burka.



Tabela 8. Profil biochemiczny bakterii Bacillus cereus (nr szczepu SYMBIO BANKU:

N121AB2)
substrat utlenianie substrat utlenianie substrat utlenianie substrat (;Nytwarzanle
ehydrogenaz
D-Gluconic
Dextrin + Inosine + Acid + pH 6 +
1% Sodium D-Glucuronic
D-Maltose + Lactate + Acid - pH 5 -
D-Trehalose + D-Serine + Glucuronamide | - 1% NaCl +
D-Cellobiose + D-Sorbitol - Mucic Acid - 4% NaCl +
Gentiobiose - D-Mannitol - Quinic Acid - 8% NaCl +
D-Saccharic
Sucrose - D-Avrabitol - Acid - Fusidic Acid -
p-Hydroxy-
Phenylacetic
D-Turanose - myo-Inositol + Acid + Troleandomycin | -
Methyl
Stachyose - Glycerol + Pyruvate + Rifamycin SV +
D-Glucose-6- D-Lactic Acid
D-Raffinose - PO4 + Methy! Ester + Minocycline +
D-Fructose-6-
a-D-Lactose - PO4 + L-Lactic Acid + Lincomycin -
D-Aspartic
D-Melibiose - Acid - Citric Acid + Guanidine HCI +
B-Methyl-D- a-Keto-
Glucoside + D-Serine + Glutaric Acid + Vancomycin -
Tetrazolium
D-Salicin + Gelatin + D-Malic Acid - Violet -
N-Acetyl-D- Glycyl-L- Tetrazolium
Glucosamine + Proline + L-Malic Acid + Blue -
N-Acetyl-B-D- Bromo-
Mannosamine | + L-Alanine + Succinic Acid - Nalidixic Acid -
N-Acetyl-D- Lithium
Galactosamine | - L-Arginine + Tween 40 + Chloride +
N-Acetyl
Neuraminic L-Aspartic y-Amino- Potassium
Acid - Acid + Butryric Acid - Tellurite +
L-Glutamic a-Hydroxy-
a-D-Glucose + Acid + Butyric Acid + Aztreonam +
B-Hydroxy-
D,L-Butyric Sodium
D-Mannose - L-Histidine + Acid + Butyrate +
L-
Pyroglutamic a-Keto-Butyric Sodium
D-Fructose + Acid + Acid - Bromate +
Acetoacetic
D-Galactose - L-Serine + Acid +
3-Methyl
Glucose - Niaproof 4 - Propionic Acid | -
D-Fucose - Pectin + Acetic Acid +
D-
Galacturonic
L-Fucose - Acid + Formic Acid +
L-Galactonic
L-Rhamnose - Acid Lactone -

Profil biochemiczny szczepu AF121AB2 obejmujacy utlenianie zwigzkéw wegla oraz
aktywno$¢ metaboliczng (wytwarzanie dehydrogenaz) w obecnosci antybiotykow, soli oraz
przy roznych odczynach pH. Material z ktorego wyizolowano szczep: gleba rizosferowa
marchwi (czarnoziem). Pozywka: agar z chityna koloidalna.



Tabela 9. Profil biochemiczny bakterii Bacillus cereus (nr szczepu SYMBIO BANKU:

N121AB3)
substrat utlenianie substrat utlenianie substrat utlenianie substrat (;Nytwarzanle
ehydrogenaz
D-Gluconic
Dextrin + Inosine + Acid + pH 6 +
1% Sodium D-Glucuronic
D-Maltose + Lactate + Acid - pH 5 -
D-Trehalose + D-Serine + Glucuronamide | - 1% NaCl +
D-Cellobiose + D-Sorbitol - Mucic Acid - 4% NaCl +
Gentiobiose - D-Mannitol - Quinic Acid - 8% NaCl +
D-Saccharic
Sucrose - D-Avrabitol - Acid - Fusidic Acid -
p-Hydroxy-
Phenylacetic
D-Turanose - myo-Inositol + Acid + Troleandomycin | -
Methyl
Stachyose - Glycerol + Pyruvate + Rifamycin SV +
D-Glucose-6- D-Lactic Acid
D-Raffinose - PO4 + Methyl Ester + Minocycline +
D-Fructose-6-
a-D-Lactose - PO4 + L-Lactic Acid + Lincomycin -
D-Aspartic
D-Melibiose - Acid - Citric Acid + Guanidine HCI +
B-Methyl-D- a-Keto-
Glucoside + D-Serine + Glutaric Acid + Vancomycin -
Tetrazolium
D-Salicin + Gelatin + D-Malic Acid - Violet -
N-Acetyl-D- Glycyl-L- Tetrazolium
Glucosamine + Proline + L-Malic Acid + Blue -
N-Acetyl-B-D- Bromo-
Mannosamine | + L-Alanine + Succinic Acid - Nalidixic Acid -
N-Acetyl-D- Lithium
Galactosamine | - L-Arginine + Tween 40 + Chloride +
N-Acetyl
Neuraminic L-Aspartic y-Amino- Potassium
Acid - Acid + Butryric Acid - Tellurite +
L-Glutamic a-Hydroxy-
a-D-Glucose + Acid + Butyric Acid + Aztreonam +
B-Hydroxy-
D,L-Butyric Sodium
D-Mannose - L-Histidine + Acid + Butyrate +
L-
Pyroglutamic a-Keto-Butyric Sodium
D-Fructose + Acid + Acid - Bromate +
Acetoacetic
D-Galactose - L-Serine + Acid +
3-Methyl
Glucose - Niaproof 4 - Propionic Acid | -
D-Fucose - Pectin + Acetic Acid +
D-
Galacturonic
L-Fucose - Acid + Formic Acid +
L-Galactonic
L-Rhamnose - Acid Lactone -

Profil biochemiczny szczepu AF121AB3 obejmujacy utlenianie zwigzkéw wegla oraz
aktywno$¢ metaboliczng (wytwarzanie dehydrogenaz) w obecnosci antybiotykow, soli oraz
przy roznych odczynach pH. Material z ktorego wyizolowano szczep: gleba rizosferowa
marchwi. Pozywka: agar z chityna koloidalng.



Tabela 10. Profil biochemiczny szczepu SYMBIO BANKU Sp82AA (Bacillus pumilus)
obejmujacy utlenianie zwigzkéw wegla oraz aktywno$¢ metaboliczng (wytwarzanie
dehydrogenaz) w obecnosci antybiotykow, soli oraz przy réznych odczynach pH (Pozywka:
tryptonowo sojowa).

Substrat Utlenianie Substrat Utlenianie Substrat Utlenianie Substrat Wytwarzanie
dehydrogenaz
Dextrin + Inosine + D-Gluconic - pH 6 +
Acid
D-Maltose - 1%  Sodium | + D-Glucuronic - pH5 +
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 11. Profil biochemiczny szczepu SYMBIO BANKU Sp82AB (Bacillus
weihenstephanensis) obejmujacy utlenianie zwigzkéw wegla oraz aktywnos$¢ metaboliczng
(wytwarzanie dehydrogenaz) w obecnos$ci antybiotykow, soli oraz przy réznych odczynach pH.
Pozywka: tryptonowo sojowa

Dextrin + Inosine D-Gluconic pH 6 +
Acid
D-Maltose + 1%  Sodium D-Glucuronic pH5 +
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 12. Profil biochemiczny szczepu SYMBIO BANKU NAzot2 (Klebsiella oxytoca)
obejmujacy utlenianie zwigzkéw wegla oraz aktywno$¢ metaboliczng (wytwarzanie
dehydrogenaz) w obecnos$ci antybiotykoéw, soli oraz przy réznych odczynach pH. 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 + pH5 +
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 13. Profil biochemiczny szczepu SYMBIO BANKU Pi25C (Pseudomonas sp.)
obejmujacy utlenianie zwigzkéw wegla oraz aktywno$¢ metaboliczng (wytwarzanie
dehydrogenaz) w obecno$ci antybiotykow, soli oraz przy réznych odczynach pH. Pozywka:

pozywka wg Pikovskiej.
Substrat Utlenianie Substrat Utlenianie Substrat Utlenianie Substrat Wytwarzanie
dehydrogenaz
Dextrin + Inosine + D-Gluconic + pH 6 +
Acid
D-Maltose - 1%  Sodium | + D-Glucuronic - pH5 +
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 14. Profil biochemiczny szczepu SYMBIO BANKU 60.3AA (Lysobacter sp.)
obejmujacy utlenianie zwigzkéw wegla oraz aktywno$¢ metaboliczng (wytwarzanie
dehydrogenaz) w obecno$ci antybiotykow, soli oraz przy réznych odczynach pH. Pozywka:

pozywka z chityng koloidalna.

Substrat Utlenianie Substrat Utlenianie Substrat Utlenianie Substrat Wytwarzanie
dehydrogenaz
Dextrin + Inosine - D-Gluconic + pH 6 +
Acid
D-Maltose + 1%  Sodium | + D-Glucuronic pH5 +
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 15. Profil biochemiczny szczepu SYMBIO BANKU AF74AA (Paecilomyces sp. )
obejmujacy utlenianie zwigzkéw wegla oraz aktywno$¢ metaboliczng (wytwarzanie
dehydrogenaz) w obecnosci antybiotykéw, soli oraz przy réznych odczynach pH. Materiat, z
ktorego wyizolowano szczep: podtoze wzrostowe ‘Textil’. Pozywka: tryptonowo sojowa.

substrat utlenianie substrat utlenianie substrat utlenianie substrat wytwarzanie
dehydrogenaz
Dextrin + Inosine - D-Gluconic - pH 6 +
Acid
D-Maltose + 1%  Sodium | + D-Glucuronic - pH5 +
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




WYNIKI

W wyniku przeprowadzonych reakcji PCR e starterami 27f/1492r uzyskano produkty wielkosci
ok. 1490 pz.

1kb N121AA N121AD NI121AB NI121AC AF121AB1 AF121AB2 AF121AB3 AF121AB4 AF121AC AF121AC2 1 kb

Fot.1. Amplifikacja genu kodujacego 16S rRNA - produkty PCR wielkosci 1492 pz
uzyskane w reakcji ze starterami 27f/1492r. 1 kb — marker wielko$ci

1kb Sp82AA NAzot2 Pi25C 60.3AA

Fot.2. Amplifikacja genu 16S rRNA -
produkty PCR wielkosci 1492 pz
uzyskane w reakcji ze starterami
27f/1492r. 1 kb — marker wielkosci.

Identyfikacja izolatow bakterii z uzyciem techniki RFLP

W wyniku trawienia produktow amplifikacji genu 16S rRNA enzymami restrykcyjnymi
Tagl, Haelll, Rsal, oraz Mbol uzyskano profile DNA charakteryzujace testowane izolaty.
Przeprowadzona analiza umozliwila podzial izolatow na grupy zgodnie z uzyskanymi
profilami. Zastosowanie enzymu Taql umozliwito uzyskanie najwigkszego zrdznicowania
izolatow bakterii i podziat ich na 7 grup (Tab. 7). Zastosowanie enzymu Haelll umozliwito
podzial izolatow na 6 grup. Najmniejsze zroznicowanie izolatow i podziat na 5 grup uzyskano
po zastosowaniu kazdego z enzymow Rsal lub Mbol.



1kb N121AA NI121AD NI121AB NI121AC AF121AB1 AF121AB2 AF121AB3 AF121AB4 AF121AC AF121AC2 1 kb

Fot.3. Profile DNA uzyskane w wyniku analizy restrykcyjnej genu kodujgcego 16S rRNA z
uzyciem enzymu Tagl. 50 bp - marker wielkosci.

1kb N121AA NI121AD NI121AB NI121AC AF121AB1 AF121AB2 AF121AB3 AF121AB4 AF121AC AF121AC2 1 kb

Fot.4. Profile DNA uzyskane w wyniku analizy restrykcyjnej genu kodujacego 16S rRNA z
uzyciem enzymu Haelll. 50 bp - marker wielkosci.

1kb N121AA N121AD NI121AB NI121AC AF121AB1 AF121AB2 AF121AB3 AF121AB4 AF121AC AF121AC2 1 kb

Fot.5. Profile DNA uzyskane w wyniku analizy restrykcyjnej genu kodujacego 16S rRNA z
uzyciem enzymu Rsal. 50 bp - marker wielkos$ci.




lkb NI121AA N121AD NI121AB N121AC AF121AB1 AF121AB2 AF121AB3 AF121AB4 AF121AC AF121AC2 1 kb

Fot. 6. Profile DNA uzyskane w wyniku analizy restrykcyjnej genu kodujacego 16S rRNA z
uzyciem enzymu Mbol. 50 bp - marker wielkosci.

Tabela 16. Wzory RFLP izolatow bakterii uzyskane w wyniku analizy restrykcyjnej 16S rRNA

Enzym Wzér RFLP Izolaty
Taql A N121AA
B N121AD
C N121AB, N121AC
D AF121AB1
E AF121AB2, AF121AB3, AF121AB4
F AF121AC
G AF121AC2
Haelll H N121AA
| N121AD
J N121AB, N121AC
K AF121AB1
L AF121AB2, AF121AB3, AF121AB4
M AF121AC, AF121AC2
Rsal N N121AA, N121AB, N121AC
O N121AD
P AF121AB1




R AF121AB2, AF121AB3, AF121AB4
S AF121AC, AF121AC2

Mbol T N121AA, N121AB, N121AC
U N121AD
w AF121AB1
Y AF121AB2, AF121AB3, AF121AB4
4 AF121AC, AF121AC2

Identyfikacja izolatow bakterii w oparciu o analiz¢ sekwencji genu kodujacego 16S rRNA

Uzyskane sekwencje 16S rRNA izolatow bakterii wykazaly 91-100% podobienstwo do
sekwencji w bazie NCBI (National Center for Biotechnology Information, NIH, Bethesda, MD
20894, USA, http://www.ncbi.nlm.nih.gov), co umozliwito identyfikacj¢ rodzaju lub gatunku
testowanych izolatow bakterii.

Tabela 17. Identyfikacja izolatow bakterii w oparciu o poréwnanie
sekwencji genu 16S rRNA z danymi NCBI (% najwigkszego podobienstwa
do sekwencji w bazie danych NCBI)

Izolat bakterii Podobienstwo do sekwencji Identyfikacja
w bazie NCBI (%)
AF121AB1 99 Streptomyces sp.
AF121AB2 100 Bacillus cereus
AF121AB3 100 Bacillus cereus
AF121AB4 99 Bacillus cereus
AF121AC 99 Streptomyces sp.
AF121AC2 99 Streptomyces sp.
N121AA 100 Phyllobacterium sp.
N121AB 100 Ensifer adhaerens
N121AC 100 Ensifer adhaerens
N121AD 91 Rhizobium sp.
Sp82AA 99 Bacillus sp.
NAzot2 99 Klebsiella oxytoca
Pi25C 99 Pseudomonas sp.
60.3AA 99 Lysobacter sp.

Wyniki uzyskane technika RFLP oraz analiza sekwencji genu kodujacego 16S rRNA pozwolity
zidentyfikowac testowane izolaty i okresli¢ ich przynalezno$¢ do 5 rodzajow bakterii: Streptomyces,
Bacillus, Phyllobacterium oraz Rhizobium. Ponadto okreslono przynalezno$¢ trzech izolatow do
grupy bakterii Bacillus cereus oraz dwoch izolatow do gatunku Ensifer adhaerens.


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

Tabela 18. Identyfikacja rodzaju/gatunku izolatow bakterii glebowych na
podstawie techniki RFLP oraz analizy sekwencji genu kodujacego 16S rRNA.

Grupa RFLP Izolaty bakterii Rodzaj/gatunek
I N121AA Phyllobacterium sp.
I N121AD Rhizobium sp.
Il N121AB, N121AC Ensifer adhaerens
v AF121AB1 Streptomyces sp.
\V AF121AB2, AF121AB3, AF121AB4 Bacillus cereus
\ AF121AC Streptomyces sp.
VII AF121AC2 Streptomyces sp.

Identyfikacja izolatéw bakterii z uzyciem techniki rep-PCR

W wyniku przeprowadzonych reakcji uzyskano takie same profile DNA dla izolatow
bakterii AF121AB2 oraz AF121AB3, nalezacych do grupy Bacillus cereus. Wynik ten
wskazuje, ze wymienione izolaty moga naleze¢ do tego samego Szczepu bakterii. Dla
pozostatych prob uzyskano odrebne profile DNA, co wskazuje, ze naleza one do réznych
szczepow bakterii.

1kb N121AA N121AD N121AB N121AC AF121AB1 AF121AB2 AF121AB3 AF121AB4 AF121AC AF121AC2 1kb

Fot. 7. Zr6znicowanie izolatow bakterii glebowych uzyskane technika rep-PCR ze starterem
BOX.




1kb  NI121AAN121AD N121AB N121AC AF121AB1 AF121AB2 AF121AB3 AF121AB4 AF121AC AF121AC2  1kb

Fot.8. Zroznicowanie izolatow bakterii glebowych uzyskane technikg rep-PCR ze starterami
ERIC

WNIOSKI

e Opracowane innowacyjne konsorcja mikrobiologiczne wykazaty duza skutecznos¢ w
biologicznej ochronie nasion i roslin marchwi uprawianych na nasiona.

e Opracowany sposob aplikacji wyselekcjonowanych szczepéw bakterii poprzez zanurzanie
nasion marchwi w ptynnych zawiesinach bakterii jest skuteczny i fatwy do stosowania w
rzeczywistych warunkach uprawy roslin.

e Przeprowadzone testy z uzyciem technik biochemicznych i molekularnych umozliwity
identyfikacj¢ do rodzaju lub gatunku glebowych szczepow bakterii, wykazujacych
wlasciwo$ci ochrony nasion przed patogenami oraz skutecznych w stymulacji wzrostu
warzywnych roslin nasiennych.

e Testy molekularne wykazaty duzg przydatnos$¢ techniki PCR-RFLP oraz sekwencjonowania
genu kodujacego 16S rRNA do identyfikacji bakterii.

e Technika rep-PCR umozliwita odréznienie szczepéw bakterii w obrgbie rodzaju/gatunku.

e Uzyskane wyniki wskazujg na duzy potencjat ochronny wyselekcjonowanych szczepow
bakterii rizosferowych. Szczepy te maja zdolno$¢ do hamowania wzrostu grzybow
patogenicznych Verticillium dahliae oraz Fusarium spp., przy réznej dostgpnosci tlenu i
substancji odzywczych.

e Bulion hodowlany byt nosnikiem dla konsorcjow mikroorganizméw o dziataniu ochronnym,
zapewniajacym odpowiednia gesto§¢ populacji mikroorganizméw o korzystnych



wlasciwos$ciach ochrony roslin.

e Uzyskane wyniki znajdg zastosowanie do opracowania wzbogaconych mikrobiologicznie
biopreparatdéw przeznaczonych do poprawy kietkowania nasion poprzez biologiczng ostong
materialu siewnego przed patogenami oraz do poprawy wschodéw roslin i1 stymulacji wzrostu
warzywnych ro$lin nasiennych.
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PODZADANIE 2

- Vlikrobiologiczne zaprawianie nasion i materialu rozmnozeniowego w aspekcie ograniczenia
chemicznych $rodkow ochrony roslin, poprawy jakosci, zdrowotnosci i metabolizmu roslin
nasiennych oraz wartosci siewnej reprodukowanych nasion marchwi”

WSTEP

Jedng z gléwnych przyczyn niskiej zdolnoSci kielkowania nasion marchwi jest ich
porazenie przez patogeny. Grzyby Alternaria dauci i A. radicina sg gtownymi patogenami
przenoszonymi z nasionami tego gatunku i sprawcami najgrozniejszych chorob roslin marchwi.
Rozwojowi chordb zapobiega wysiew nasion zdrowych lub zaprawianych. Nasiona do
produkcji ekologicznej muszg pochodzi¢ z ekologicznych plantacji nasiennych, na ktoérych
nie dopuszcza si¢ stosowania ochrony chemicznej ro$lin ani zapraw syntetycznych.
Jednoczesnie uprawy, w ktérych nie stosuje si¢ chemicznych srodkow ochrony roslin, mogag
by¢ potencjalnym zrodlem nasion zakazonych patogenami. Nasiona przeznaczone do wysiewu
na plantacjach ekologicznych powinny by¢ mikrobiologicznie czyste i genetycznie odporne na
choroby. Od gatunkéw i odmian przeznaczonych do upraw ekologicznych wymaga si¢ rowniez
zwigkszonej odporno$ci na warunki stresowe, zwigzane z niesprzyjajacymi  warunkami
klimatycznymi. Dyrektywa Rady 2002/55/WE z dnia 13 czerwca 2002 roku w sprawie obrotu
materiatem siewnym warzyw podaje minimalne zdolnosci kietkowania dla marchwi i pietruszki
na poziomie 65%, jednak producenci nasion oczekuja kietkowania na poziomie 80-90%. Witek
i Chmielowiec (2004) wskazuja, ze produkcja nasienna w gospodarstwach ekologicznych jest
mozliwa i cieszy si¢ coraz wigkszym zainteresowaniem ze wzgledu na corocznie rosnacy popyt
na nasiona ekologiczne. Wymusza to jednak konieczno$¢ opracowania Iinnowacyjnych
technologii produkcji materiatu siewnego i ochrony upraw nasiennych marchwi w systemach
ekologicznych. Konieczne jest opracowanie metod ostony biologicznej nasion w celu
uzyskania wysokich parametréow jako$ciowych oferowanego, ekologicznego materialu
siewnego. Wymaga to stosowania zabiegdw przedsiewnych pozwalajacych na poprawe jakosci
mikrobiologicznej nasion.

Opracowane w projekcie innowacyjne metody kompleksowej ochrony nasion, roslin
nasiennych i materialu rozmnozeniowego (wysadkow) marchwi przed patogenami, przy
pomocy  wyselekcjonowanych  mikroorganizméw  antagonistycznych,  tworzacych
wyspecjalizowane konsorcja 0 wielokierunkowych mechanizmach dzialania oraz wybranych
srodkow biologicznych, zwieksza zdrowotnos¢ nasion 1 produktywno$¢ roslin w I roku uprawy
oraz potencjal plonotworczy roslin nasiennych w II roku produkcji. Przyczyni si¢ to do
poprawy optacalnosci ekonomicznej i zachgci producentow do podejmowania ekologiczne;j
produkcji nasion marchwi, ktorych poszukuja producenci ekologicznych warzyw.

CEL BADAN

Celem badan bylo okreslenie wplywu wybranych szczepow pozytecznych
mikroorganizméw z zasobow Symbio Banku 10 w Skierniewicach oraz preparatow
biologicznych na jako$é i zdrowotnosé komercyjnych, ekologicznych nasion marchwi
(dwie odmiany), materialu rozmnozeniowego (wysadkow), roslin w poczatkowym stadium
wzrostu oraz wartos$¢ siewna reprodukowanych w doswiadczeniach nasion, uzyskanych z
ekologicznych wysadkow.



MATERIAL I METODYKA BADAN

Badania wykonano w Pracowni Nasiennictwa, zgodnie z zatozeniami metodyki zamieszczonej
we wniosku aplikacyjnym. Doswiadczenia prowadzono w warunkach laboratoryjnych (in
vitro), w podlozach glebowych w warunkach szklarniowych (kontrolowane warunki
temperatury i wilgotnosci), w kulturach wazonowych na kontenerowni oraz in vivo na
Certyfikowanym Ekologicznym Polu Doswiadczalnym Instytutu  Ogrodnictwa w
Skierniewicach. Materialem badan byly:

- ekologiczne nasiona komercyjne dwoch odmian marchwi: Nantes 2 (hodowli Plantico, nr
Certyfikatu PL-EKO-01-001915) i Napoli F1 (Bejo, nr Certyfikatu 102946) rekomendowane
do produkcji ekologicznej,

- ro$liny nasienne (nasienniki) dwoch odmian marchwi,

- wysadki (korzenie marchwi — material rozmnozeniowy) odmiany Napoli F1- uzyskane w
badaniach wtasnych w I roku badan (2016 r.)

- nasiona reprodukowane z w doswiadczeniach wtasnych (II rok badan — 2017 r.)

- pozyteczne mikroorganizmy z rodzaju Bacillus otrzymane z Symbio Banku 10 oraz
komercyjne $rodki biologiczne (Trianum, Biochicol)

Badania prowadzono w ramach czterech réwnoleglych do§wiadczen:

Doswiadczenie 1. Przechowywanie materialu rozmnozeniowego marchwi (wysadkéw)
odmiany Napoli F1, wyprodukowanego w 2016 roku na Certyfikowanym Ekologicznym
Polu Doswiadczalnym Instytutu Ogrodnictwa w Skierniewicach celem reprodukcji nasion w
biezacym roku. Wysadki otrzymano w do$§wiadczeniach, gdzie stosowano analogiczne, jak
zestawione w tabeli 1 bioprodukty pochodzace z Symbio Banku oraz biologiczne $rodki
komercyjne. Wysadki przechowywano w klimatyzowanych komorach w temperaturze 4° C w
drewnianych paletach w okresie od pazdziernika 2016 do kwietnia 2017 roku, kiedy to
przekazano je w ramach wspoétpracy do Pracowni Fitopatologii.

Doswiadczenie 2 (szklarniowe). Ocena wplywu mikrobiologicznego zaprawiania
komercyjnych nasion ekologicznych marchwi odmiany Napoli F1 i Nantes 2 na ich
jakos¢, zdrowotnos¢, wigor i metabolizm oraz wschody ros$lin, ich wzrost i rozwoj.
Doswiadczenie prowadzono w warunkach szklarniowych z kontrolowang temperaturg i
wilgotno$cig powietrza. Badania polegaly na wysiewie zainokulowanych wymienionymi
mikroorganizmami antagonistycznymi i traktowanych komercyjnymi $rodkami  nasion
marchwi do skrzynek wysiewnych, wypetnionych torfem firmy Klasmanna (podtoze
ekologiczne) po 50 nasion z kazdej kombinacji w trzech powtorzeniach. Wykonano :

- dynamike wschodow roslin - liczono je poczawszy od 29.06.2017 przez 14 kolejnych dni

- indeks zawartosci chlorofilu — 02.08.2017

- pomiary fotosyntezy — 04.08.2017

- pomiary bimetryczne roslin (wysokos¢) w 4 terminach: 19.07, 02.08, 18.08, 01.09.2017

Doswiadczenie 3 (polowe) polegalo na wysiewie zaprawianych nasion marchwi odmiany
Napoli F1 i Nantes 2 wprost do gruntu na Certyfikowanym Ekologicznym Polu
Doswiadczalnym 10. Prowadzono je w 3 powtorzeniach po 15 roslin na poletku.
Monitorowano wzrost, 1ozwoj i zdrowotno$¢ roslin marchwi. Zbiory korzeni wykonano
24.10.2017. Prowadzono:

- pomiary biometryczne roslin

- indeks zawartosci chlorofilu

- pomiary fotosyntezy



Doswiadczenie 4. (polowe) Monitoring plantacji nasiennej marchwi traktowanej
mikroorganizmami pozytecznymi i komercyjnymi Srodkami biologicznymi (tab. 1) oraz
ocena wartosci siewnej i zdrowotnosci reprodukowanych nasion.

Schemat aplikacji mikroorganizmoéw pozytecznych z zasobow Symbio Banku IO oraz
komercyjnych $rodkéw biologicznych w uprawach polowych marchwi nasiennej
przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Schemat aplikacji mikroorganizmow pozytecznych
Symbio Banku 10O oraz komercyjnych srodkoéw biologicznych
w uprawach polowych marchwi nasiennej
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Srodek biologiczny/sposéb aplikacji

Kontrola (nasiona i korzenie nietraktowane)

Standard | Trianum (zaprawianie, podlanie)

Standard Il Serenade Aso (zaprawianie, podlanie)

Symbio Bank Sp 82 AB Bacillus sp. (zaprawianie, podlanie)

Symbio Bank Sp 82 AA Bacillus pumilis (zaprawianie, podlanie)

NAzot2 Klebsiella oxycota (podlanie)

Pi25 G Pseudomonas fluorescens (oprysk 0,1%)

60.3AA Lycobacter sp. (oprysk 0,1%)
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AF74AAPAE NI Bacillus sp. (oprysk 0,1%)
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NAzot2 Klebsiella oxycota (oprysk 0,1%)
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Symbio Bank Sp 82 AB Bacillus sp (oprysk 0,1%)

[ERN
N

Standard 111 Serenade Aso (oprysk 0,1%)

1. Badania jakosci nasion

Badania prowadzono zgodnie z wymogami ISTA (Migdzynarodowej Organizacji Oceny
Nasion). Komercyjne - ekologiczne nasiona marchwi dwoch testowanych odmian poddano 20
minutowemu traktowaniu konsorcjum mikrobiologicznym Sp 82 AB Bacillus sp + Sp 82 AA
Bacillus pumilus, pochodzacym z zasobow Symbio Banku z Pracowni Rizosfery 10 oraz
standardowymi zaprawami nasion: Trianum (zawiera antagonistyczne grzyby z rodzaju
Trichoderma) i BetaChicol (chitozan). Otrzymano ok. 1000 ml szczepoéw bakterii Bacillus
pumilus - wielko$¢ populacji ok. 1.1 x 10° jtk/ml oraz Bacillus weihenstephanensis - wielko$¢
populacji ok. 0,9 x 10° jtk/ml. Srodki biologiczne aplikowano donasiennie w stezeniu 1%. W
nastepnym etapie wysiewano zainokulowane nasiona do szalek Petriego na nasaczone bibuty
filtracyjne i inkubowano w termostatach w temperaturze 20 °C celem okre$lenia dynamiki
kietkowania po traktowaniu §rodkami biologicznymi. Kietkujace nasiona liczono codziennie
przez 14 kolejnych dni 1 na tej podstawie sporzadzono wykresy dynamiki kietkowania (liczba
skietkowanych nasion w procentach).

Réwnolegle wysiano nasiona obu odmian marchwi na kietkowniki
Jakobsena (z zastosowaniem bibut filtracyjnych o okreslonej
pojemnosci wodnej), celem okreslenia energii 1 zdolnosci kietkowania
inokulowanych nasion. Energi¢ kietkowania nasion marchwi liczono
po 7 dniach a zdolno$¢ kietkowania po 14 dniach (zgodnie z




wymogami ISTA). Istotnym parametrem jako$ci nasion z punktu widzenia praktyki, jest masa
tysigca nasion (MTN) — wyznacznik dorodnosci nasion, stagd w badaniach okreslono mase
tysigca nasion dla komercyjnych nasion ekologicznych marchwi oraz nasion reprodukowanych
w doswiadczeniach wiasnych , w ktorych rosliny nasienne traktowano wymienionymi wyzej
mikroorganizmami pozytecznymi i preparatami biologicznymi (12 kombinacji — tabela 1).
MTN (g) nasion komercyjnych - Napoli F1 — 1,711 g, Nantes 2 - 0,797 g

1.2. Ocena wplywu biologicznego zaprawiania nasion marchwi na ich jakos¢
oraz wzrost roslin w warunkach stresu abiotycznego

W celu okreslenia wptywu biologicznej ostony na kietkowanie nasion oraz wschody, wzrost,
rozwoj, zdrowotno$¢ i aktywno$¢ fizjologiczng siewek w warunkach stresu abiotycznego,
badania przeprowadzono w kontrolowanych warunkach laboratoryjnych w fitotronach oraz w
polu. W warunkach laboratoryjnych badania przeprowadzono w temperaturze
suboptymalnej (5°C), optymalnej (20°C) oraz supraoptymalnej (35°C).

Oceniono:

* dynamike i zdolno$¢ kietkowania nasion (wysianych w szalkach Petri’ego na bibule
nawilzong woda destylowang), mierzong na podstawie codziennej oceny liczby skietkowanych
nasion. Codzienne liczenie skietkowanych nasion prowadzono przez 28 dni,

* przepuszczalno$¢ membran cytoplazmatycznych w zarodkach (elektroprzewodnictwo wod
nastoinowych), mierzona przy pomocy konduktometru CC-551 Elmetron,

* dynamike wzrostu siewek na podtozu bibutowym w zmodyfikowanych ptytkach Phytotoxkit,
mierzong na podstawie codziennych pomiaréw wysokosci cze$ci nadziemnych i1 dlugos$ci
korzeni zarodkowych,

* dynamik¢ wschodow i wzrostu siewek po wysianiu nasion do skrzynek wypetnionych
standardowym substratem, mierzong na podstawie wielokrotnych pomiaréw liczby wzesztych
siewek 1 ich wysoko$ci. Pomiary przeprowadzono co kilka dni w zaleznosci od intensywnos$ci
wschodow i wzrostu siewek,

* indeks zawartosci chlorofilu w siewkach (p.3) mierzony aparatem Minolta SPAD-502,
Konica Minolta

» aktywno$¢ wymiany gazowej w siewkach: fotosynteza netto, transpiracja, przewodno$¢
szparkowa i stgzenie miedzykomorkowego CO2, mierzone przy pomocy analizatora wymiany
gazowej TPS-2, PP Systems, USA

* jakosciowy 1 ilosciowy sktad mikoflory patogenicznej oceniany w testach z uzyciem podtozy
bibutowych 1 agarowych

3. Badanie wschodow roslin w podlozu glebowym

Badania polegaty na wysiewie zainokulowanych mikroorganizmami antagonistycznymi z
Symbio Banku 1O i traktowanych komercyjnymi $rodkami nasion marchwi do skrzynek
wysiewnych, wypelionych torfem Klasmanna (podtoze ekologiczne) po 50 nasion z kazdej
kombinacji w trzech powtorzeniach. Wschody roslin liczono codziennie przez 14 kolejnych
dni. Okreslono réowniez indeks zawartosci chlorofilu w fazie pierwszych lisci wlasciwych.
Wyniki badan zestawiono na rysunkach i w tabelach.

Analizy mikologiczne i ocena zdrowotnosci nasion

Badania w zakresie zdrowotnosci prowadzono dwutorowo. Wykonano analizy mikologiczne
dla komercyjnych, ekologicznych nasion marchwi (dwoch odmian) dla partii kontrolnej — nie



zaprawianej oraz po ich inokulacji (diagnostyka ilosciowa i jako$ciowa mikopatogendow do
rodzajow 1 gatunkoéw), celem okreslenia wplywu aplikowanych donasiennie bioproduktow
mikrobiologicznych i1 preparatow biologicznych na zasiedlenie nasion marchwi mikoflora.
Przeanalizowano takze interakcje pomie¢dzy mikopatogenami zasiedlajagcymi nasiona a
mikroorganizmami pozytecznymi uzytymi do ostony biologicznej (inokulacji), celem
okreslenia indywidualnego 1 sumarycznego efektu biotycznego. Oceniono stopien
zmniejszania si¢ kolonii ( 0 - 4 punkty), stopien otoczenia kolonii (0 - 4), szeroko$¢ strefy
inhibicyjnej miedzy koloniami (po 1 punkcie za kazdy 1 mm). W kombinacjach z uktadem w
ptytkowej kulturze dwu mikroorganizméw (wspolny wzrost) okreslono réwniez zywotno$é
fitopatogena (mikroorganizmu testowanego), jesli byl kolonizowany przez nadpasozyty
(mikroorganizmy testujace). Prowadzono rowniez monitoring mechanizméw oddziatywania
patogenow 1 nadpasozytow oraz  zmian morfologicznych patogenow pod wpltywem
nadpasozytow. Oceng zdrowotnos$ci nasion wykonano dwoma powszechnie Stosowanymi
metodami traktowanymi, jako poréwnawcze: metodg testu bibutowego (TB) oraz pozywkowsg
(PDA). W pierwszej metodzie zainokulowane nasiona wysiewano w szalkach Petriego (po 10
nasion na szalce) na bibuly filtracyjne, nasagczone woda destylowang i inkubowano w
termostatach w temperaturze 20°C -optymalnej do rozwoju mikroflory zasiedlajacej nasiona.
Kultury inkubowano przez 7 déb, a nastgpnie identyfikowano przy pomocy mikroskopii
$wietlnej (mikroskop Leica) i dostgpnych kluczy do rodzaju i gatunku. Metoda druga
(pozywkowa) polegata na wysiewie nasion na selektywne pozywki agarowe i inkubacji
analogicznej, jak w tescie TB. W badaniach zastosowano uniwersalng pozywke dekstrozowo-
ziemniaczang PDA. Po 7 dobach izolowano wyhodowane kolonie mikopatogenéw, w razie
koniecznosci pasazowano do uzyskania mono kultury a nastepnie diagnozowano i okreslano
przynaleznos$¢ do rodzaju i gatunku.

W badaniach zdrowotno$ci wschodéw roslin (faza siewki i pierwszego lisScia wlasciwego)
mikopatogeny izolowano z porazonych organéw i prowadzono ich diagnostyke przy pomocy
opisanych testow (TB i pozywkowego). Reakcj¢ mikopatogendw zasiedlajacych nasiona
marchwi na mikroorganizmy pozyteczne (antagonistyczne) aplikowane donasiennie opisano i
zestawiono w tabelach. Podczas trwania badan prowadzono réwniez monitoring stabilno$ci
mikrobiologicznej nowo wprowadzanych inokuldéw i biopreparatow.

Analogiczne analizy mikologiczne wykonano dla nasion reprodukowanych na Certyfikowanym
Ekologicznym Polu Doswiadczalnym 10 w Skierniewicach. Ich celem byta ocena nastepczego
stosowania wymienionych bioproduktow i srodkow biologicznych w uprawach marchwi
nasiennej na zdrowotnos¢ i jakos¢ reprodukowanych nasion. Wyniki zestawiono w tabelach.

WYNIKI

Analizy mikologiczne

Badania zdrowotno$ci komercyjnych nasion ekologicznych marchwi odmiany Napoli F1 i
Nantes 2 (partii kontrolnej — nie zaprawianej) wykazaty wysokie porazenie nasion przez
mikopatogeny utrzymujace si¢ na poziomie 85 — 94,8% w zaleznosci od odmiany (tab.2-3).
Analizy jakos$ciowe i ilosciowe sktadu populacji mikoflory wskazuja na najwigkszy udziat
grzybow z rodzaju Alternaria a glownie gatunkow Alternaria alternata i Alternaria radicina —
patogenow przenoszonych z nasionami na rosliny potomne, przy czym gatunek A. radicina jest
sprawcg czarnej zgnilizny korzeni marchwi a wspottowarzyszacy mu gatunek Alternaria dauci
- alternariozy naci marchwi. Z innych grzybow charakteryzujacych si¢ wysoka
patogeniczno$cig, wyizolowano liczne gatunki z rodzaju Fusarium — sprawcy fuzaryjnego
wigdniecia roslin oraz zgorzeli siewek, Botrytis cinerea — powodujacy szarg plesn i gnicie
korzeni marchwi podczas przechowywania. Z nasion partii kontrolnej (nie traktowanej)



wyizolowano od 12 do nawet 14 gatunkow zasiedlajacych ekologiczne, komercyjne nasiona
obydwu analizowanych odmian marchwi. Identyfikacje prowadzono tylko dla rodzajow i
gatunkow grzybéw o najwickszej patogenicznosci lub wystepujacych w najwiekszym
nasileniu. Spermoplan¢ nasion powszechnie zasiedlaty grzyby saprofityczne (Epicoccum
purpurascens, Ulocladium sp., Cladosporium sp.,) i przechowalnicze z rodzaju Penicillium,
Aspergillus, Rhizopus.

Zastosowanie biologicznej oslony nasion przy uzyciu konsorcjum  bioproduktow
mikrobiologicznych z zasobow Symbio Banku: Sp82AA Bacillus pumilus + Sp82AB Bacillus
weihenstephanensis oraz preparatow biologicznych Trianum i Biochikol istotnie zmniejszyto
zasiedlenie nasion mikoflorg patogeniczng. Konsorcjum dwoéch szczepow bakteryjnych
aplikowanych do nasion w postaci jednej zawiesiny mikroorganizmow, wykazywato istotnie
wicksze oddzialywanie fungicydalne niz aplikowane w 2016 pojedyncze szczepy bakterii
antagonistycznych Bacillus pumilus i Bacillus weihenstephanensis. Po jego zastosowaniu
porazenie nasion przez patogeny zmniejszylo si¢ o ponad 57% w pordwnaniu z kontrola.
Wysoka skuteczno$¢ ochronna konsorcjum bakterii antagonistycznych Symbio Banku
przektadata si¢ na redukcje ilosciowa i jakosciowa mikopatogenow oraz istotng poprawe
zdrowotnosci nasion marchwi odmiany Napoli F1 i Nantes 2. Waznym aspektem w ocenie
zasiedlenia nasion mikoflorg po donasiennej aplikacji mikroorganizméw pozytecznych Symbio
Banku i komercyjnych $rodkow biologicznych byto zwigkszone zasiedlenie spermosfery i
spermoplany nasion marchwi grzybami antagonistycznymi  Trichothecium  roseum,
Trichoderma spp. i Gonatobotrys sp. W badaniach interakcji pomigdzy poszczegdlnymi
gatunkami mikroflory kontaminujacej nasiona, wykazano ich inhibujacy wplyw na wzrost
grzybodw patogenicznych, ograniczanie ich populacji poprzez antybiozg, liz¢ i fagocytoze.
Wsérdd trzech wymienionych grzybow o wlasciwosciach antagonistycznych, najbardziej
ekspansywnymi nadpasozytami w stosunku do patogendw nasion marchwi okazaly si¢ grzyby
z rodzaju Trichoderma i Gonatobotrys. Fungistatyczne oddzialywanie pozytecznych szczepow
bakterii z Symbio Banku oraz $rodkéw biologicznych utrzymywato si¢ réwniez na etapie
wschodow roslin w podlozach glebowych w do$wiadczeniach wazonowych oraz w warunkach
polowych. Analizy wzajemnych zalezno$ci pomiedzy mikopatogenami najczescie]
zasiedlajagcych nasiona marchwi oraz testowanymi w badaniach mikroorganizmami
pozytecznymi  (bioproduktami  mikrobiologicznymi)  wskazuja na  ekspansywne
nadpasozytnictwo oraz antagonistyczne oddzialywanie konsorcjum bakterii pozytecznych
Symbio Banku (Sp82AA Bacillus pumilus + Sp82AB Bacillus weihenstephanensis ) w stosunku
do grzybow z rodzaju Fusarium i Alternaria, co potwierdzito wyniki badan uzyskane przez
autorow w 2016 roku. Wysoka skutecznoscig ochronng odznaczat si¢ rowniez preparat
komercyjny  Trianum. Nie stwierdzono fitotoksycznosci badanych  bioproduktow
mikrobiologicznych i biopreparatow. Wyniki badan zestawiono w tabelach (2 - 5).

Marchew Napoli F1 Marchew Nantes 2

Kontrola Kontrola

Fot. 1-2. Nasiona marchwi zasiedlone grzybami z rodzaju Alternaria + bakterie (bez ostony
biologicznej) (pozywka PDA)



Marchew Nantes 2

Trianum 0,1%

i

Fot 3. Nasiona marchwi po aplikacji Trianum

Tabela 2. Wplyw oslony biologicznej nasion marchwi odmiany Nantes 2 na ich zasiedlenie
mikoflora (procent w stosunku do ogétu izolatow)

Oslona biologiczna nasion marchwi odmiany Nantes 2

Rodzaj/gatunek Sp82AA Bacillus pumilus
mikopatogena Kontrola | + Sp82AB Bacillus Trianum Biochikol
weihenstephanensis

Alternaria alternata 91,5 37,5 41,0 442
Alternaria radicina 4,2 2,0 2,5 2,8
Alternaria dauci 2,6 0,7 1,3 1,6
Epicoccum 8,5 5,0 6.3 5.5
purpurascens
Ulocladium sp. 3,0 0,0 0,6 1,0
Erysiphe heraclei 2,0 1,0 0,8 1,2
Botrytis cinerea 3,7 1,2 0,7 1,0
Fusarium sp. 2,6 0,5 1,0 15
Sclerotinia 3.9 14 1.0 1.0

sclerotiorum
Trichotchecium

0,8 2,0 1,7 14
roseum
Aspergillus sp. 6,2 29 2,4 2,0
Cladosporium sp. 2,8 0,0 0,0 0,5
Trichoderma sp. - 15 2,0 0,6
Stemphyllium 49 16 12 10
botryosum ' ’ ’ '
Porazenie nasion 94,8 39,5 44,0 46,5
(%)

Tabela 3. Wplyw ostony biologicznej nasion marchwi odmiany Napoli F1 na zasiedlenie mikoflorg
(procent w stosunku do ogotu izolatow)

Oslona biologiczna nasion marchwi odmiany Napoli F1
Rodzaj/gatunek Sp82AA Bacillus pumilus
mikopatogena Kontrola | + Sp82AB Bacillus Trianum Biochikol
weihenstephanensis
Alternaria alternata 79,0 35,2 37,0 41,0
Alternaria radicina 3,2 1,7 1,9 1,9
Fusarium oxysporum 19 0,3 0,8 1,0
Erysiphe heraclei 2,6 15 1,3 1,8




Rhizoctonia sp. 2,2 15 0,6 1,4
Cladosporium herbarum 2,0 0,5 0,5 1,0
Verticillium sp. 15 0,3 0,9 11
Gonatoborys.sp. 0,5 1,4 0,9 1,0
Penicillium sp. 4,2 1,7 2,0 2,0
Trichoderma sp. 0,6 15 2,4 0,9
Epicoccum purpurascens 3,1 40 3,5 3,0
Rhizopus nigricans 50 29 2,5 2,3
Porazenie nasion (%) 85,0 41,5 43,0 44.5

Tabela 4. Nastepczy wplyw oslony biologicznej nasion i roslin marchwi nasiennej odmiany
Nantes 2 na porazenie nasion reprodukowanych w doswiadczeniach polowych mikopatogenami
(%)

Oslona biologiczna nasion marchwi odmiany Nantes 2 Pomze(lcl,}:)nasmn
1. Kontrola (nasiona i korzenie nietraktowane) 95,0
2. Standard | Trianum (zaprawianie, podlanie) 47,0
3. Standard Il Serenade Aso (zaprawianie, podlanie) 45,5
4. Symbio Bank Sp 82 AB Bacillus sp. (zaprawianie, 470
podlanie) '
5. Symbio Bank Sp 82 AA Bacillus pumilus 148
(zaprawianie, podlanie) ’
6. NAzot2 Klebsiella oxycota (podlanie) 47,2
7. Pi25 G Pseudomonas fluorescens (oprysk 0,1%0) 56,5
8. 60.3AA Lycobacter sp. (oprysk 0,1%0) 52,5
9. AF74AAPAE NI Bacillus sp. (oprysk 0,1%6) 50,2
10. NAzot2 Klebsiella oxycota (oprysk 0,1%6) 49,5
11. Symbio Bank Sp 82 AB Bacillus sp (oprysk 0,1%0) 49,0
12. Standard Il Serenade Aso (oprysk 0,1%) 48,5

Tabela 5. Nastepczy wplyw oslony biologicznej nasion i ro§lin marchwi nasiennej odmiany Napoli
F1 na porazenie nasion reprodukowanych w doswiadczeniach polowych mikopatogenami (%)

Oslona biologiczna nasion marchwi odmiany Nantes 2 Poraze(t(l)z)nasmn
1. Kontrola (nasiona i korzenie nietraktowane) 87,0
2. Standard | Trianum (zaprawianie, podlanie) 43,5
3. Standard Il Serenade Aso (zaprawianie, podlanie) 41,5
4. Symbio Bank Sp 82 AB Bacillus sp. (zaprawianie, 440
podlanie) ’
5. Symbio Bank Sp 82 AA Bacillus pumilus 395
(zaprawianie, podlanie) ’
6. NAzot2 Klebsiella oxycota (podlanie) 45,5
7. Pi25 G Pseudomonas fluorescens (oprysk 0,1%0) 48,0
8. 60.3AA Lycobacter sp. (oprysk 0,1%) 46,2
9. AF74AAPAE NI Bacillus sp. (oprysk 0,1%) 46,0
10. NAzot2 Klebsiella oxycota (oprysk 0,1%0) 45,5
11. Symbio Bank Sp 82 AB Bacillus sp (oprysk 0,1%) 46,0
12. Standard Il Serenade Aso (oprysk 0,1%) 46,0




Analizy jakosci komercyjnych nasion marchwi odmiany Nantes 2 i Napoli F1,
traktowanych bioproduktami mikrobiologicznymi Bacillus sp. + Bacillus pumilus oraz
srodkami biologicznymi (Betachicol i Trianum)

Celem analiz bylo okreslenie wptywu donasiennej aplikacji bioproduktéow Bacillus sp. +
Bacillus pumilus oraz komercyjnych s$rodkow biologicznych Betachikol i Trianum na
dynamike¢ i zdolno$¢ kietkowania nasion w stresowych warunkach: temperatury optymalnej,
sub- i supraoptymalnej, ktére mogg oddzialywa¢ na kielkujace nasiona w niekorzystnych
warunkach agrometeorologicznych.

Metodyka

Nasiona traktowane komercyjnymi $rodkami biologicznymi (Betachicol i Trianum) oraz
bioproduktami mikrobiologicznymi Bacillus sp.+ Bacillus pumilus wysiewano na zwilzong
woda destylowang bibule filtracyjng w szalkach Petri’ego i umieszczano w inkubatorach w
temperaturze optymalnej (20°C), suboptymalnej (5°C) i supraoptymalnej (30°C). Nastepnie
codziennie liczono skietkowane nasiona i obliczano dynamik¢ i zdolno$¢ kietkowania przy
pomocy aparatu Seed Calculator (Wageningen, Holandia). Za skietkowane nasiona uwazano te,
w ktorych korzen zarodkowy przebit okrywe nasienna.

Wyniki

Uzyskane wyniki wskazuja na korzystny wplyw donasiennej aplikacji stosowanych
bioproduktow mikrobiologicznych i srodkéw biologicznych na kietkowanie nasion oraz wigor,
marchwi odmiany Nantes 2 i Napoli F1. Aplikowane do nasion bioprodukty mikrobiologiczne
wyselekcjonowane w Symbio Banku (Bacillus sp. + Bacillus pumilis) oraz komercyjne $rodki
biologiczne (Betachicol i Trianum) zwickszyty zdolno$¢ i dynamik¢ kietkowania. Ich
skuteczno$¢ byta uzalezniona od indywidualnej rekacji poszczegdlnych odmian. W badaniach
laboratoryjnych prowadzonych w optymalnych warunkach kietkowania nasion, nie
stwierdzono istotnych rdznic pomig¢dzy oddziatywaniem pozytecznych mikroorganizmow i
komercyjnych srodkéw na omawiany parametr jakosci nasion i dynamike kietkowania.

Roznice w ich oddziatywaniu ujawnialy si¢ natomiast w warunkach stresowych dla
kietkujgcych nasion. W poroéwnaniu do kontroli, najlepsze efekty uzyskano w temperaturach
suboptymalnej  (5°C) i supraoptymalnej (35°C) po zastosowaniu bioproduktow
mikrobiologicznych (Bacillus sp. + Bacillus pumilus) oraz komercyjnych preparatow
Betachicol i Trianum stosowanych w stezeniu 0,1%. Dane te wskazuja na zasadno$¢
przedsiewnego traktowania nasion marchwi badanymi bioproduktami mikrobiologicznymi i
testowanymi $rodkami biologicznymi w celu zwigkszenia odpornosci roslin na niekorzystne
warunki pogodowe w okresie wiosennym (Rys. 1-4).
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Rys. 1. Wplyw donasiennej aplikacji bioproduktow mikrobiologicznych (Symbio Bank) i
komercyjnych $rodkéw biologicznych na zdolnos$¢ kietkowania nasion marchwi ‘Nantes 2' w
5,201 35°C w szalkach Petriego.
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Rys. 2. Wplyw donasiennej aplikacji bioproduktow mikrobiologicznych (Symnio Bank) i
komercyjnych $rodkow biologicznych na dynamike kietkowania nasion marchwi 'Nantes 2' w
5,201 35°C w szalkach Petriego.
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Rys. 3. Wplyw donasiennej aplikacji bioproduktow mikrobiologicznych (Symbio Bank) i
komercyjnych §rodkow biologicznych na zdolno$¢ kietkowania nasion marchwi ‘Napoli F1° w
5, 201 35°C w szalkach Petriego.
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Rys. 4. Wptyw donasiennej aplikacji bioproduktéw mikrobiologicznych (Symbio Bank) i
komercyjnych srodkow biologicznych na dynamike kietkowania nasion marchwi Napoli F1' w
5,201 35°C w szalkach Petriego.

Ogo6lna aktywno$é¢ dehydrogenaz w nasionach traktowanych bioproduktami
mikrobiologicznymi Bacillus sp. i Bacillus pumilus oraz srodkami biologicznymi
(Betachicol i Trianum)

Celem pomiaru ogoélnej aktywnosci dehydrogenaz w nasionach bylo okreslenie stanu
wydajnosci oddechowej enzymow tancucha oddechowego, zlokalizowanych w rdéznych
organellach komoérkowych roslin, a szczegoélnie w mitochondriach. Aktywnos$¢ dehydrogenaz
(enzymow oddechowych) uznawana jest powszechnie jako marker wigoru nasion i roslin.

Metodyka

Nasiona marchwi traktowano przez 20 minut bioproduktami mikrobiologicznymi Bacillus sp.
+ Bacillus pumilus oraz komercyjnymi $rodkami biologicznymi Betachicol i Trianum, a



nastepnie 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 destylowane;j.
Napeczniale 1 przesuszone powierzchniowo nasiona w ilosci 0,2 g umieszczano w czterech
probowkach Eppendorf’a (powtorzenia) 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 probowkach Eppendorf’a inkubowano w 25°C.
Po 24 godzinach homogenat odwirowywano przez 5 min przy 5000 obr. x min™. Znajdujacy sie
w nasionach, zredukowany przez dehydrogenazy i nierozpuszczalny w wodzie, formazan
poddano wielokrotnej ekstrakcji w acetonie az do catkowitego odbarwienia si¢ nasion.
Otrzymane frakcje supernatantu zlewano po odwirowaniu przez 2 min. przy 5000 obr. x min™
do cylindrow miarowych, ktore w koncowej fazie dopetniano acetonem do stalej objetosci.
Zawarto$¢ formazanu (podana w mg formazanu na g napeczniatych nasion; mg x g nasion™)
okreslono na podstawie poréwnania absorpcji badanego ekstraktu oraz roztworu wzorcowego.
Absorpcje ekstraktu odczytywano przy 480 nm.

Wyniki

U obu odmian marchwi Napoli F1 i Nantes 2 odnotowano w nasionach zwigkszenie ogdlne;j
aktywnos$ci  dehydrogenaz  pod  wplywem  donasiennej aplikacji  bioproduktow
mikrobiologicznych ~ Bacillus sp. + Bacillus pumilus  oraz komercyjnych $rodkow
biologicznych Betachicol i Trianum. Najlepsze efekty w poréwnaniu z pozostalymi
kombinacjami i okoto 40% wzrost aktywno$ci oddechowej w nasionach stwierdzono po
donasiennej aplikacji bioproduktéw Bacillus sp. + Bacillus pumilus (Rys.5).
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Rys. 5. Wptyw donasiennej aplikacji bioproduktow mikrobiologicznych (Symbio Bank) i
komercyjnych srodkéw biologicznych na ogo6lng aktywnos$¢ dehydrogenaz.

Elektroprzewodnictwo wod nastoinowych U nasion traktowanych bioproduktami
mikrobiologicznymi Bacillus sp. + Bacillus pumilus oraz srodkami biologicznymi
(Betachicol i Trianum)

Celem badan bylo okreslenie przepuszczalno$ci membran cytoplazmatycznych i wykazanie
czy aplikowane do nasion bioprodukty mikrobiologiczne oraz $rodki biologiczne inicjuja
procesy reparacyjne i powoduja zwigkszenie integralnosci cytomembran, co skutkuje wyzsza
jakos$cig nasion.



Metodyka

Okreslong liczbe nasion moczono w $cisle odmierzonej ilosci wody destylowanej i1
przetrzymywano w 20°C przez 2 i 4 godziny. Wyciek elektrolitow z nasion mierzono przy
pomocy mikrokomputera EImetron CC-551. Nastepnie tak przetrzymywane nasiona w wodzie
destylowanej gotowano, w celu oceny catkowitego wycieku elektrolitbw z nasion. Mniegjsza
warto$¢ elektroprzewodnictwa wod nastoinowych po 2 i 4 godzinach przetrzymywania nasion
w wodzie (wykazana w uS g 3ml H.O?! oraz w % catkowitego wyptywu elektrolitow)
wskazuje na wiekszg integralno§¢ membran cytoplazmatycznych 1 wyzszg warto$¢ siewng
nasion.

Wyniki

Uzyskane wyniki wskazuja, ze stosowane preparaty komercyjne i bioprodukty
mikrobiologiczne zwigkszyly integralno§¢ membran cytoplazmatycznych w nasionach
marchwi odmiany Nantes 2, wyrazong zmniejszonym wskaznikiem elektroprzewodnictwa wod
nastoinowych, badanym po 2 oraz 4 godzinach moczenia oraz w stosunku do catkowitego
wycieku elektrolitoéw. Najkorzystniejszy wplyw zaobserwowano w wyniku stosowania $rodka
biologicznego  Trianum w  stezeniu  0,1%. Zwickszona integralno$¢ membran
cytoplazmatycznych ma istotne znaczenie w poprawie jakosci nasion i wpltywa korzystnie na
zdolno$¢ 1 dynamike kietkowania nasion (Rys. 6).
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Rys. 6. Wplyw donasiennej aplikacji bioproduktow mikrobiologicznych (Symbio Bank) i
komercyjnych §rodkéw biologicznych na elektroprzewodnictwo wod nastoinowych nasion
marchwi ‘Nantes 2'.

W przypadku marchwi odmiany Napoli F1 stwierdzono rowniez, ze stosowanie Betachicolu
0,1%, Trianum 0,1% oraz Bacillus sp. + Bacillus pumilis korzystnie wptyn¢to na integralno$¢
membran cytoplazmatycznych w nasionach. Najkorzystniejszy wplyw na zmniejszenie



przepuszczalno$ci cytomembran miat Biochicol w stezeniu 0,1%. Preparat stosowany w tym
stezeniu poprawil o okoto 44% stan membran cytoplazmytycznych wyrazony

elektroprzewodnictwem wod nastoinowych mierzonym po 2 i 4 godzinach moczenia nasion
(Rys. 7).
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Rys. 7. Wplyw donasiennej aplikacji bioproduktow mikrobiologicznych (Symbio Bank) i
komercyjnych s$rodkow biologicznych  na elektroprzewodnictwo wod nastoinowych w
nasionach marchwi 'Napoli F1'.

Pomiar dlugosci korzeni zarodkowych i lisci uzyskanych z nasion traktowanych srodkami
biologicznymi i bioproduktami mikrobiologicznymi w zmodyfikowanych plytkach
Phytotoxkit




Fot. 4-6. Wzrost siewek marchwi na ptytkach Phytotoxkit po inokulacji
mikroorganizmami i traktowaniu preparatami biologicznymi

Celem pomiarow dtugosci korzeni zarodkowych i liSci bylo okreslenie dynamiki ich wzrostu i
wigoru nasion, traktowanych bioproduktami Bacillus sp. + Bacillus pumilus oraz
biopreparatami Betachicol i Trianum. Traktowane przez 20 minut nasiona marchwi
umieszczano w zmodyfikowanych ptytkach 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

Przyspieszone kietkowanie nasion pod wplywem zastosowanych aplikacji donasiennych
spowodowato szybszy wzrost korzeni zarodkowych i lisci w laboratoryjnym biotescie
Phytotoxkit, ktory pozwala w krotkim czasie na przewidywanie rozwoju ros$lin w warunkach
polowych i umozliwia obserwacje rozwoju systemu korzeniowego, bedacego uznanym
wskaznikiem wigoru roslin. W te$cie tym najbardziej skuteczng w przyspieszeniu wzrostu
korzeni zarodkowych i poczatkowego wzrostu roslin u obu odmian marchwi okazata si¢
donasienna aplikacja preparatow Trianum i Betachicol (0,1%) ( Rys. 8, 9).
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Rys. 8. Wplyw donasiennej aplikacji bioproduktéw mikrobiologicznych (Symbio Bank) i
komercyjnych $rodkéw biologicznych na dhugos$¢ korzeni zarodkowych marchwi 'Nantes 2' i
'Napoli F1' w ptytkach Phytotoxkit.
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Rys. 9. Wplyw donasiennej aplikacji bioproduktow mikrobiologicznych (Symbio Bank) i
komercyjnych $rodkéw biologicznych na wysokos¢ siewek marchwi Nantes 2' 1 'Napoli F1' w
ptytkach Phytotoxkit

Doswiadczenia szklarniowe

®

Fot.7. Wzrost roslin marchwi traktowanych bioproduktami mikrobiologicznymi
oraz komercyjnymi preparatami biologicznymi (szklarnia)



Wplyw __traktowania nasion bioproduktami_Bacillus _sp. + Bacillus _pumilus oraz
komercyjnymi srodkami biologicznymi Betachicol i Trianum na wschody i wzrost roslin
marchwi_oraz zawarto$¢ chlorofilu i wymiane gazowa w_lisSciach w_warunkach
szklarniowych

Celem badan byto wykazanie wptywu donasiennej aplikacji bioproduktow Bacillus sp. +
Bacillus pumilus oraz komercyjnych srodkow biologicznych Betachicol i Trianum na wschody
1 wzrost marchwi oraz zawarto$§¢ chlorofilu i wymiang¢ gazowa w lisSciach w warunkach
szklarniowych. Przeprowadzona badania umozliwily przeprowadzenie, w krotszym czasie niz
testy polowe, wstepnej oceny wptywu badanych aplikacji na wzrost roslin, ktéra moze by¢
wykorzystana do zatozenia dos§wiadczen w gruncie.

Metodyka
Traktowane nasiona bioproduktami Bacillus sp. i Bacillus pumilus oraz komercyjnymi
srodkami biologicznymi Betachicol i1 Trianum wysiewano w szklarni do skrzynek

wypehionych substratem ogrodowym. Oceniono wschody i wzrost roslin marchwi oraz indeks
zawartosci chlorofilu przy pomocy aparatu SPAD-502 (Minolta, Japan) i wymian¢ gazowg w
lisciach  (fotosynteze netto, transpiracje, przewodno$¢ szparkowa 1 zawarto$é
mi¢dzykomorkowego COz) przy pomocy Analizatora Gazu TPS-2 (PP System, USA),

Fot.8. Wzrost roslin rchwi traktowanych bioproduktami mikrobiologicznymi
oraz komercyjnymi preparatami biologicznymi (szklarnia)

Wyniki

Przyspieszone kietkowanie i zwigkszona liczba skielkowanych nasion pod wplywem
wszystkich stosowanych aplikacji donasiennych skutkowaly zwigkszeniem dynamiki
wschodow oraz liczby uzyskanych roslin, a takze przyspieszeniem ich wzrostu i zwigkszeniem
zawartosci chlorofilu oraz wymiany gazowej w liSciach (fotosyntezy netto, transpiracji,
przewodnosci  szparkowej 1 zawartosci miedzykomorkowego CO2) w  warunkach
szklarniowych. W tych warunkach, podobnie, jak w innych testach, aplikacja bioproduktow
Bacillus sp. + Bacillus pumilus oraz komercyjnych $rodkow biologicznych Betachicol i
Trianum zwigkszyta dynamike wschodow i wzrostu ro$lin oraz indeks zawartosci chlorofilu i
wymiang gazowa. Najwieksza skutecznosciag w poprawie dynamiki kietkowania wykazat si¢
preparat Trianum (0,1%), ktory spowodowal zwiekszenie liczby wschodow o 15% (‘Napoli
F1’) i 25% (‘Nantes 2’) (Rys. 10, 11). Wplyw stosowanych aplikacji donasiennnych na



przyspieszenie wzrostu roslin byt podobny (Rys. 12). Zastosowane bioprodukty i $rodki
biologiczne spowodowaty zwigkszenie indeksu zawartosci chlorofilu i wymiany gazowej w

zrdéznicowanym stopniu, jednak zaistniate r6znice w wielko$ci ocenianych parametréw nie bytly
istotne (Rys. 13, 14, 15)
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Rys. 10. Wptyw bioproduktow mikrobiologicznych (Symbio Bank) i komercyjnych srodkow
biologicznych na wschody ro§lin marchwi ‘Nantes 2’ w warunkach szklarniowych
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Rys. 11. Wptyw bioproduktéw mikrobiologicznych (Symbio Bank) i komercyjnych srodkow
biologicznych na wschody roslin ‘Napoli F1° w warunkach szklarniowych.
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Rys. 12. Wptyw bioproduktéw mikrobiologicznych (Symbio Bank) i komercyjnych srodkéw
biologicznych na wzrost ro§lin marchwi ‘Nantes 2° w warunkach szklarniowych.
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Rys. 13. Wplyw bioproduktéw mikrobiologicznych (Symbio Bank) i komercyjnych $rodkéw biologicznych
na indeks zawartosci chlorofilu w roslinach marchwi ‘Nantes 2’ i ‘Napoli F1° w warunkach szklarniowych.
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Rys. 14. Wplyw donasiennej aplikacji  bioproduktéow mikrobiologicznych (Symbio

Bank) i

komercyjnych $rodkéw biologicznych na wymiane gazowa w liSciach roslin: fotosynteze netto (A),
transpiracje (E), przewodno$¢ szparkowa (Gs) i zawartos¢ migedzykomorkowa CO2 (Ci) w roslinach
marchwi ‘Nantes 2’ w warunkach szklarniowych. Kontrolg stanowity liScie roslin nietraktowanych.
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Rys. 15. Wplyw donasiennej aplikacji  bioproduktow mikrobiologicznych (Symbio Bank) i

komercyjnych $rodkow biologicznych na wymiang gazowa w liSciach ros$lin: fotosynteze netto (A),
transpiracj¢ (E), przewodno$¢ szparkowa (Gs) 1 zawarto$¢ migdzykomorkowg CO2 (Ci) w roslinach
marchwi ‘Napoli F1” w warunkach szklarniowych. Kontrole stanowity li§cie roslin nietraktowanych.



Doswiadczenia polowe

Wplyw traktowania nasion bioproduktami Bacillus sp. + Bacillus pumilus oraz
komercyjnymi $rodkami biologicznymi Betachicol i Trianum na wzrost i jako§é korzeni
marchwi oraz zawartos$¢ chlorofilu i wymiane sazowa w lisciach w warunkach polowych

Celem badan bylo okreslenie wpltywu donasiennej aplikacji bioproduktow Bacillus sp.+
Bacillus pumilus oraz komercyjnych $rodkoéw biologicznych Betachicol i Trianum na wzrost
marchwi, mase, dlugosc i $rednicg korzeni, a takze zawarto$¢ chlorofilu i metabolizm roslin w
warunkach polowych.

Metodyka

Traktowane nasiona bioproduktami Bacillus sp. + Bacillus pumilus oraz komercyjnymi
srodkami biologicznymi Betachicol i Trianum wysiewano na poletkach Certyfikowanego Pola
Ekologicznego Instytutu Ogrodnictwa. W okresie wegetacyjnym wykonywano dwukrotne
pomiary biometryczne roslin marchwi, indeksu zawartosci chlorofilu przy pomocy aparatu
SPAD-502 (Minolta, Japan) oraz wymian¢ gazowa w lisciach (fotosyntez¢ netto, transpiracje,
przewodno$¢ szparkowa i zawartos¢ migdzykomorkowego CO2) przy pomocy Analizatora
Gazu TPS-2 (PP System, USA). Po zbiorze korzeni oceniono $rednice, dlugo$¢ i mase korzeni
z poszczegblnych kombinacji.

Wyniki

Uzyskane wyniki wskazaly na korzystny wptyw donasiennej aplikacji bioproduktow Bacillus
sp. + Bacillus pumilus oraz komercyjnych $rodkoéw biologicznych Betachicol i Trianum na
wzrost roslin marchwi obu badanych odmian, $rednicg, dtugosc i cigzar korzeni oraz indeks
zawarto$ci chlorofilu 1 wymiane gazowa w liSciach (fotosyntez¢ netto, transpiracje,
przewodnos$¢ szparkowa i zawartos¢ migdzykomoérkowego CO2) (Rys. 16-21). W przypadku
odmiany Nantes 2 najkorzystniej na $rednice i dlugo$¢ korzeni oraz ich mas¢ wptynety Bacillus
sp. i Bacillus pumilus oraz Betachicol, natomiast u ‘Napoli F1’ -Betachicol i Trianum.
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Rys. 16. Wpltyw donasiennej aplikacji bioproduktéw mikrobiologicznych (Symbio Bank) i
komercyjnych srodkéw biologicznych na wysoko$¢ roslin marchwi 'Nantes 2' i ‘Napoli F1' w
doswiadczeniu w warunkach polowych.
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Rys. 17. Wptyw donasiennej aplikacji bioproduktéw mikrobiologicznych (Symbio Bank) i komercyjnych
srodkow biologicznych na mas¢ korzeni marchwi ‘Nantes 2' w warunkach polowych
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Rys. 18. Wptyw donasiennej aplikacji bioproduktéw mikrobiologicznych (Symbio Bank) i komercyjnych $srodkéow
biologicznych na plon roslin marchwi ‘Napoli F1' w warunkach polowych
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Rys. 19. Wplyw aplikacji bioproduktéw mikrobiologicznych (Symbio Bank) i komercyjnych $rodkoéw
biologicznych na indeks zawartosci chlorofilu w roslinach marchwi ‘Nantes 2’ i ‘Napoli F1’ w
warunkach polowych
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Rys. 20. Wptyw donasiennej aplikacji bioproduktow mikrobiologicznych (Symbio Bank) i
komercyjnych srodkoéw biologicznych na wymiane gazowa w liSciach roslin: fotosynteze netto
(A), transpiracj¢ (E), przewodno$¢ szparkowa (Gs) 1 zawarto$¢ miedzykomurkowa CO2 (Ci) w
roslinach marchwi ‘Nantes 2°. Kontrole stanowity liscie roslin nietraktowanych w warunkach
polowych.
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Rys. 21. Wplyw donasiennej aplikacji bioproduktéow mikrobiologicznych (Symbio Bank) i
komercyjnych $rodkéw biologicznych na wymiang gazowa w lisciach roslin: fotosynteze netto
(A), transpiracje (E), przewodnos¢ szparkowa (Gs) 1 zawarto$¢ migdzykomurkowag CO2 (Ci) w
ro$linach marchwi ‘Napoli F1°. Kontrolg stanowity liscie ro$lin nietraktowanych w warunkach
polowych.

Wplyw aplikacji bioproduktéw i komercyjnych §rodkéw biologicznych w uprawach
nasiennych marchwi odmiany Napoli F1 na jakos$¢ i zdrowotno$¢ reprodukowanvych
nasion

Celem badan bylo okreslenic wplywu donasiennej, dolistnej i doglebowej aplikacji
bioproduktow i komercyjnych srodkéw biologicznych (zestawionych w tabeli 1) na zdolnos¢ i
dynamike kietkowania nasion oraz mas¢ 1000 nasion reprodukowanych w doswiadczeniach
polowych.

Metodyka

Nasienniki marchwi odmiany Napoli F1 uzyskane z wysadkéw wyprodukowanych w 2016
roku na Certyfikowanym Ekologicznym Polu Do$wiadczalnym zostaly zebrane w fazie
dojrzatosci pelnej nasion i baldachéw, dosuszone okoto 2 tygodni i natgpnie poddane obrobce
pozbiorczej przy pomocy zestawu maszyn midcacych i doczyszczajacych Petkus. Oczyszczone
nasiona poddano analizom jakosci (energia i zdolno$¢ kietkowania, masa tysigca nasion i
zdrowotnosci.

WynikKi

Uzyskane wyniki wskazaty, ze testowane bioprodukty mikrobiologiczne i komercyjne $rodki
biologiczne aplikowane donasiennie, doglebowo i dolistnie w calym dwuletnim cyklu
produkcyjnym, korzystnie wpltywaty na zdolnos¢ i dynamike kietkowania nasion oraz ich
dorodno$¢, wyrazong masg 1000 nasion. Najkorzystniejszy wplyw na zdolno$¢ kietkowania
nasion i dynamike kietkowania miata donasienna aplikacja Serenade Aso i bioprodukty Sp 82
AB oraz SP 82 AB (Rys. 22). Dorodniejsze nasiona — o wyzszej masie 1000 sztuk uzyskano
natomiast po aplikacji bioproduktow Pi 25 G oraz SP 82 AB Symbio Banku (Rys 23).
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Rys. 22. Wplyw aplikacji bioproduktéw mikrobiologicznych i komercyjnego $rodka
biologicznego Trianum w uprawach nasiennych marchwi odmiany Napoli F1 na zdolnos¢ i
dynamike kietkowania uzyskanych nasion
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Rys. 23. Wptyw aplikacji bioproduktéw mikrobiologicznych i komercyjnego $rodka
biologicznego Trianum w uprawach nasiennych marchwi odmiany Napoli F1 na mase 100
nasion (MTN)
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WYNIKI

Uzyskane wyniki upowszechniano producentom nasion ekologicznych w czasie wizyt i
lustracji w ich gospodarstwach, miedzy innymi: w Radominie, Pokrzydowie, Ciechocinie,
Smogorzewie, Gronowie, Pedzewie, Przedsigbiorstwach Nasiennych m.in. Torseed w Toruniu,
Polan w Krakowie, w przedsigbiorstwach zajmujacych si¢ przetworstwem marchwi: Marwit
oraz Biofood (z licznymi kontrahentami prowadzacymi produkcj¢ ekologiczng marchwi)
Weryfikowano je rowniez podczas wyjazdow do wyspecjalizowanych laboratoriow oceny
nasion (Centralne Laboratorium GIORIN w Toruniu). Inng forma upowszechniania byly
porady telefoniczne. Obecnie sg przygotowywane publikacje naukowe.

Przedstawione zadania badawcze dotyczace biologicznego zaprawiania nasion obejmujg drugi
etap badan. Pelng realizacj¢ badan zaplanowano na okres trzech lat. Przewiduje si¢ wiec
kontynuacje podjetej tematyki, aby w petni oceni¢ potencjat biotechnologiczny pozytecznych
mikroorganizméw w ochronie nasion roslin warzywnych.

WNIOSKI

Badania wskazuja na :

1. Ochronne efekty zastosowanych donasiennie w  badaniach  konsorcjow
mikroorganizméw pozytecznych Bacillus sp. + Bacillus pumilus. W badaniach
zasiedlenia nasion mikoflorg stwierdzono po ich aplikacji zmniejszenie udziatu
mikopatogenow w ogodlnej populacji mikroorganizméw, jak rowniez inhibicyjny wptyw
na rozwd] grzybow saprofitycznych. Nadpasozytnicze zdolno$ci wymienionych
szczepOw bakteryjnych w stosunku do najwazniejszych patogenéw marchwi,



przenoszonych z nasionami, potwierdzono w kulturach in vitro oraz w badaniach in
vivo. Fungicydalne oddziatywanie charakteryzowata wysoka stabilno$¢ i dlugotrate
efekty ochronne. W wielu kombinacjach efekty byty poréwnywalne ze standardowymi
preparatami biologicznymi (Trianum, Biochicol, Serenade), a w niektorych nawet
lepsze.

2. Stworzenie warunkéw do rozwoju innych mikroorganizmow pozytecznych np. grzybow
antagonistycznych wobec patogenow zasiedlajacych spermosfere nasion i fylloplang
ro$lin marchwi.

3. Indukcje procesow kietkowania i metabolizmu nasion marchwi w warunkach stresu
abiotycznego. W temperaturach suboptymalnych i supraoptymalnych kietkowania
nasion, uzyskiwano pod ich wplywem zwickszenie parametréw jakosci nasion
(zdolnosci kietkowania, masy tysigca nasion).

4. Stymulacje procesow fizjologicznych a tym samym wzrostu i rozwoju roslin marchwi
w catym dwuletnim cyklu produkcyjnym.

5. Szerokie spektrum wielokierunkowego oddziatywania na rosliny nasienne marchwi
(nasienniki) — stymulacj¢ poszczegoélnych faz rozwojowych a zwlaszcza kwitnienia i
zawigzywania nasion. W rezultacie ich stosowania uzyskano nasiona o wyzszej masie
tysigca nasion (dorodniejsze) i spelniajace kryteria dopuszczenia do obrotu (zgodne z
wymaganiami PN i WE).

6. Poprawe wartoSci przechowalniczej wysadkow (materiatu rozmnozeniowego) marchwi
— s3 to jednoroczne, wstepne wyniki przechowywania wysadkéw produkowanych w
2016 roku. W porownaniu z obiektami kontrolnymi (nie traktowanymi) uzyskano
istotnie lepsza zdrowotno$¢ korzeni. Badania w tym zakresie sa obiecujace i warte
potwierdzenia oraz kontynuacji w kolejnych latach, ze wzgledu na naglace
problemy w tym zakresie producentow nasiennych ros$lin dwuletnich oraz
przetwoércow warzyw.
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PODZADANIE 3

Wplyw biologicznego zaprawiania nasion marchwi Srodkami pochodzenia naturalnego na
zdrowotno$¢é materialu rozmnozeniowego (wysadki) oraz roslin nasiennych.

WSTEP

W Polsce istotnym problemem w ochronie ros$lin w rolnictwie ekologicznym jest brak lub
niezbyt doskonaty system ochrony warzyw, miedzy innymi spowodowany bardzo matym
asortymentem dostepnych $rodkéw ochrony. Od wielu lat poszukuje si¢ skutecznych metod
ochrony tej grupy ro$lin w rolnictwie ekologicznym. Wiasciwym Kierunkiem doskonalenia
ochrony ros$lin w systemie ekologicznym jest zabezpieczanie materialu siewnego przed
patogenami poprzez produkcje nasion wolnych od patogendéw, jak tez ich przedsiewnym
zaprawianiem. Oprocz uzyskiwania wysokiej zdrowotno$ci nasion udowodniono takze
wzgledy ekonomiczne, poniewaz zaprawianie nasion jest najtanszym zabiegiem ochroniarskim
a stosowanie nasion wolnych od patogenéw gwarantuje wysokie plonowanie roslin. Z
doniesien literatury $wiatowej oraz badan wlasnych wynika, Ze istnieje mozliwos¢
zabezpieczania nasion, zaprawiajac je srodkami pochodzenia naturalnego. Drugim kierunkiem
zwigkszajacym zdrowotno$¢ materiatu siewnego jest produkcja nasion ze zdrowych materiatow
rozmnozeniowych (wysadki) oraz ro$lin nasiennych skutecznie chronionych przed epifitozami.
Wskazuja na to rowniez badania autorow projektu, wykonane w ramach zadania w zakresie rolnictwa
ekologicznego w 2016 roku. Wstepne wyniki doswiadczen wskazujg na mozliwos¢ wykorzystania
pozytecznych mikroorganizméw wyselekcjonowanych w Pracowni Rizosfery oraz naturalnych
srodkow, ktore aplikowane na nasiona i rosliny warzywne powodowaty zwigkszanie ich zdrowotnosci.

CEL

Celem badan bylo okreslenie wptywu mikroorganizméw antagonistycznych (z zasobow
Symbio Banku 10) oraz srodkéw pochodzenia naturalnego na zdrowotnos¢ roslin nasiennych
marchwi oraz materiatu rozmnozeniowego (wysadkow-korzeni).

METODYKA BADAN

Prace badawcze wykonano w Pracowni Fitopatologii Instytutu Ogrodnictwa. Dotyczyly one
testowania mikroorganizméw antagonistycznych 1 $rodkdw pochodzenia naturalnego,
stosowanych do traktowania wysadkow oraz roslin nasiennych marchwi w okresie wegetacji.
Prowadzono doswiadczenia w kulturach wazonowych 1 polowe. W trakcie do$wiadczen
prowadzono monitoring chordb infekcyjnych ro§lin oraz dokonywana byta ocena ich
zdrowotnosci i porazenia.

1. Doswiadczenia infekcyjne — wazonowe - przeprowadzono w kontenerach zawierajacych 21
podtoza mineralnego, infekowanego patogenami grzybowymi: Sclerotinia sclerotiorum,
Botrytis cinerea, Fusarium spp, patogenami grzybopodobnymi z rodzaju Pythium i
Phytophthora. Inokulacj¢ wykonano zgodnie z metodykami obowigzujacymi w badaniach
fitopatologicznych.

Dos$wiadczenie zatozono w uktadzie blokow losowanych. Wysiew nasion marchwi odmiany
Nantaise 2 wykonano 19.06.2017 do konteneréw o wymiarach 30x25x7 cm, wypetionych
podtozem, pobranym z certyfikowanego pola ekologicznego Instytutu Ogrodnictwa. Nasiona
wysiewano w 3 powtdrzeniach, po 100 nasion do kazdego kontenera. Nasiona zostaty
uprzednio zaprawione wybranymi izolatami bakteryjnymi oraz $rodkami referencyjnymi.
Podtoze poddano analizie mikologicznej, ktora wykazata obecno$¢ grzybow z rodzaju



Fusarium, Alternaria oraz Sclerotinia. Dodatkowo wykonano inokulacje gleby Pythium spp.
poprzez wymieszanie zawiesiny tego organizmu w proporcji 10 ml Pythium spp. z 1 kg gleby
mineralnej. Zawiesina inokulum byla sporzadzona zgodnie z ogolnie przyjetymi metodykami i
zawierala 5x10° oospor w 1ml.
Dos$wiadczenie przeprowadzono w szklarni w kontrolowanej temperaturze 20°C. W trakcie
wegetacji prowadzono selekcj¢ negatywna roslin. Porazone siewki odkazano i wyktadano na
szalki z pozywka hodowlang w celu wyizolowania organizméw patogenicznych.
Ocene zdrowotnosci siewek prowadzono wg skali bonitacyjnej (0 — brak porazenia - 7° -
100% porazona powierzchnia rosliny), a nastgpnie przeliczano na procentowa powierzchni¢
roslin ze zmianami nekrotycznymi tkanki na skutek porazenia, zgodnie z przelicznikiem:
0° - 0% porazonej powierzchni
1° - 1% porazonej powierzchni
2° — 6% porazonej powierzchni
3° — 15% porazonej powierzchni
4° — 30% porazonej powierzchni
5° — 50% porazonej powierzchni
6° — 80% porazonej powierzchni
7° —100% porazonej powierzchni
Podstawa prawidtowej oceny porazenia byla szczegdtowa diagnostyka sprawcéw choréb. W
tym celu porazong tkanke, pobrang z badanych ros$lin analizowano metodami tradycyjnymi na
pozywkach hodowlanych i metodami biologii molekularnej. Ponadto oszacowano stopien
wpltywu badanych izolatow na fitotoksyczno$¢ siewek w skali 0-5° (0° - brak efektow
fitotoksycznych, 5° - 100% uszkodzenia siewek). Wyniki opracowano analiza wariancji,
i1stotno$¢ roéznic oceniono testem Newman-Keuls’a P=0,05.
Badano nastepujace Srodki:

*  Trianum (grzyb Trichoderma harzianum),

* Serenade Aso (bakteria Bacillus subtilis),

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

* Symbio Bank Sp 82 AA (bakteria Bacillus pumilis).

Doswiadczenie polowe

L.

Fot. 1-2. Kwitnace nasieniki marchwi

Badania dotyczyty dwoch odmian marchwi i byly realizowane w ramach dwoch doswiadczen
polowych prowadzonych na Polu Ekologicznym Instytutu Ogrodnictwa w Skierniewicach.



W doswiadczeniu 1 badano wptyw mikroorganizméw pozytecznych i srodkow referencyjnych
na zdrowotnos$¢ korzeni marchwi. Doswiadczenie zakladano w 4 powtorzeniach, w uktadzie
losowanych blokéw z wytaczong kontrolg i srodkiem referencyjnym, aktualnie dopuszczonym
do stosowania w rolnictwie ekologicznym. Nasiona marchwi odmiany Nantes 2 zaprawiono
(zgodnie ze schematem badan) wybranymi izolatami bakteryjnymi oraz $rodkami
referencyjnymi - Trianum (antagonistyczny grzyb z rodzaju Trichoderma) oraz Serenade Aso
(bakteria Bacillus subtilis). i wysiano 28.06 bezposrednio do gruntu na certyfikowanym Polu
Ekologicznym 10 w Skierniewicach, zgodnie z zaleceniami agrotechnicznymi. Nasiona
stosowane w doswiadczeniu posiadaty aktualny certyfikat ekologiczny. Doswiadczenie
zalozono w uktadzie blokéw losowanych. Poletka stanowily 2 rzedy w rozstawie 40 cm.
Wykonano 4 zabiegi z uzyciem S$rodkow mikrobiologicznych. Szczegétowy schemat
stosowanej ochrony biologicznej podano ponize;.

W ramach do$wiadczenia prowadzono réwniez pomiary biometryczne uzyskanych korzeni
marchwi (dlugos¢, srednica i masa korzeni). Ocenie biometrycznej poddawano 5 wybranych
ro$lin z kazdego poletka.

W doswiadczeniu 2 okre§lono nastgpczy wpltyw mikroorganizméw pozytecznych z zasobow Symbio
Banku 10 i biologicznych $rodkow komercyjnych stosowanych w pierwszym roku badan (2016r.) na
zdrowotnos¢ i produktywno$é materialu rozmnozeniowego (wysadkow) oraz skuteczno$¢ srodkow
stosowanych w roku sprawozdawczym (2017) w aspekcie ochrony ros$lin nasiennych marchwi przed
chorobami, jak rowniez ich wplyw na wzrost i rozwéj roslin (architekture nasiennika, kwitnienie
roslin). Wysadki marchwi odmiany Napoli F1 pozyskiwano z uprawy ekologicznej na Polu
Ekologicznym Instytutu Ogrodnictwa w Skierniewicach realizowanej w ramach programu
ekologicznego w roku 2016. Wysadki marchwi byly wysadzane na poletka 30.05.2017
Dos$wiadczenie zatozono w ukladzie blokéw losowanych. Poletka stanowily 4 rzedy po 20
sztuk w rzedzie w rozstawie 40 cm.

Pole zostalo nawiezione zgodnie z zalozeniami upraw ekologicznych. Nie zastosowano
zadnych dodatkowych nawozéw doglebowych. Plantacje deszczowano 1 regularnie
odchwaszczano w czasie trwania doswiadczenia. Jako srodki referencyjne zastosowano:
Trianum (zawierajacy antagonistyczny grzyb z rodzaju Trichoderma) i Serenade Aso
(zawierajacy bakterie Bacillus subtilis). Srodki referencyjne byly uzyte w formie zaprawy
nasion i zawiesiny do zabiegdw opryskiwania.

Wykonano 6 zabiegow z uzyciem $rodkow mikrobiologicznych wg schematu podanego
ponizej:

*  Trianum

* Serenade Aso

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

* Symbio Bank Sp 82 AA (bakteria Bacillus pumilis),
*  NAzot2 (bakteria Klebsiella oxycota),

* Pi25 G (bakteria Pseudomonas fluorescens),

*  60.3AA (bakteria Lycobacter sp),

* AF74AAPAE NI (bakteria Bacillus sp)

Zabiegi opryskiwania i/lub podlewania roslin badanymi $rodkami wykonywano co 7-10 dni z
uwzglednieniem  odpowiednich ~ warunkow  pogodowych  opryskiwaczem  recznym,
cis$nieniowym, wyposazonym w lance z koncéwka o strumieniu stozkowym. Opryskiwanie
ro$lin wykonywano zgodnie z Dobra Praktyka Ochrony Ro$lin.

Ocena porazenia ro$lin nasiennych prowadzono uwzgledniajac poczatek poszczegoélnych faz
rozwojowych, zgodnie ze skala BBCH 20, w odstepach, co 7-10 dni w zalezno$ci od presji



choroby. Porazone rosliny analizowano pod katem okre§lenia sprawcy choroby, zgodnie z
dostepnymi kluczami identyfikacyjnymi oraz przy pomocy metod laboratoryjnych i biologii
molekularnej. Ocene¢ zdrowotnosci ros§lin wykonano na 25 roslinach z kazdego poletka.
Stosowano skalg bonitacyjng 0° - brak objawoéw chorobowych, 7° - 100 % porazonej
powierzchni ro$liny a nastepnie przeliczano na procentowa powierzchni¢ roslin ze zmianami
tkanki na skutek porazenia zgodnie z przelicznikiem:

0° - 0% porazonej powierzchni

1° - 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 prawidlowej oceny porazenia byta szczegdtowa diagnostyka sprawcoéw choroby. W
tym celu analizowano porazong tkanke pobrang z badanych ro$lin metoda tradycyjng na
pozywkach hodowlanych i metodami biologii molekularnej. Ponadto oszacowano stopien
wpltywu badanych izolatéw na fitotoksycznos¢ siewek w skali 0-5° (0° - brak efektow
fitotoksycznych, 5° - 100% uszkodzenia siewek). Wyniki opracowano analizg wariancji,
i1stotno$¢ roéznic oceniono testem Newman-Keuls’a, P=0,05.

W ramach doswiadczenia wykonano réwniez pomiary biometryczne roslin (wysoko$é, liczba
pedoéw 1 rzedu i Il rzedu) oraz dynamikg¢ Kwitnienia nasiennikow. Ocenie biometrycznej
poddawano 5 wybranych roélin z kazdego poletka.

WYNIKI

1.Doswiadczenie infekcyjne — wazonowe

Zaprawienie nasion marchwi badanymi izolatami: Symbio Bank Sp 82 AB (bakteria Bacillus
sp), Symbio Bank Sp 82 AA (bakteria Bacillus pumilis) wptyneto na wzrost liczby siewek
prawidlowo wyksztalconych (zdrowych) w poréwnaniu z kombinacja kontrolng (nasiona
niezaprawione) (tab.1). Analizy mikologiczne siewek z objawami chorobowymi wykazaly
obecno$¢ grzybow z rodzaju Fusarium, Alternaria i Pythium. Zastosowane mikroorganizmy
nie wywolaly efektu fitotoksycznosci na badanych siewkach marchwi.

Tabela 1. Wplyw preparatow biologicznych zastosowanych jako zaprawy nasion na
zdrowotnos¢ siewek marchwi (Skierniewice 2017)

Doswiadczenie wazonowe

Preparat biologiczny (siewki po 6 tyg. od siewu)
porazone* |niewzeszte |zdrowe | fitotoksyczno$é
Kontrola 6,3a 245a 69,0 d 0
Standard | Trianum 3,4 bc 205b 76,0b 0
Standard Il Serenade Aso 39b 19,1¢ 770a 0
Symbio Bank Sp 82 AB Bacillus sp 39b 210b 75,0c¢c 0
Symbio Bank Sp 82 AA Bacillus pumilis 3,7b 20,5b 75,8 bc 0

*Siewki porazone przez grzyby z rodzaju Fusarium, Alternaria i organizm grzybopodobny Pythium.
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Fot. 3. Wschody siewk marchwi w kontenerach (doswiadczenie wazonov;e)

2. Doswiadczenie polowe

Monitoring choréb na plantacji ekologicznej marchwi nasiennej oraz marchwi z siewu wykazat
objawy porazenia roslin przez grzyb Alternaria dauci - sprawcg alternariozy naci marchwi.
Badane mikroorganizmy pozyteczne Symbio Banku stosowane jako:

- zaprawy nasion Symbio Bank Sp 82 AB (bakteria Bacillus sp), Symbio Bank Sp 82 AA
(bakteria Bacillus pumilis)

- srodki do traktowania (opryskiwania) roslin Symbio Bank Sp 82 AB (Bacillus sp), NAzot2
(Klebsiella
AF7T4AAPAE NI (Bacillus sp.) wptynely na zmniejszenie nasilenia alternariozy (Alternaria

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

Sp.) W poréwnaniu kontrolg (rosliny nie traktowane). Nie stwierdzono jednak istotnych roznic
w ograniczeniu choroby w stosunku do §rodkoéw referencyjnych (tab.2).

Tabela 2. Wplyw zaprawiania nasion, traktowania i opryskiwania ros$lin marchwi
wybranymi mikroorganizmami na porazenie roslin grzybami z rodzaju Alternaria (%)
(Skierniewice 2017)

Doswiadczenie polowe Doswiadczenie polowe
(marchew z siewu) (wysadki marchwi)
% porazonej pow. roslin % porazonej pow. roslin
Preparat biologiczny/sposob aplikacji
Alternarioza Alternarioza
(Alternaria sp.) (Alternaria sp.)
07.08 22.08 29.09 14.07 28.07 28.08
1) Kontrola (nasiona i korzenie nietraktowane) 10a 34a 10,2 a 0,6a 18a | 118a
2) Standard I Trianum (zaprawianie, podlanie) 0,3c 19b | 7,2 bcd Oc 0,6f 8,1b
3) Standard Il Serenade Aso (zaprawianie, 0.4 be 14¢c 6.8e 0c 10c 72e
podlanie) ’ ’
4) Symbio Bank Sp 82 AB Bacillus sp. (zaprawianie, 0.5 be 20b 73 be 0c 10c 7 8 cd
podlanie) ' ’ ' ’ '
5) Symbio Bank Sp 82 AA Bacillus pumilis 06b 13¢ | 7.1 cde 0c 0.9 d 76d
(zaprawianie, podlanie) ’ ’
6) NAzot2 Klebsiella oxycota (podlanie) - - - 0,1 bc 0,8e | 7,8cd
7) Pi25 G Pseudomonas fluorescens (oprysk 0,1%) 0,4 bc 15c 7,2bcd | 02D 0,8e 6,9 f




8) 60.3AA Lycobacter sp. (oprysk 0,1%) 06D 15c 6,9de | 0,1bc 0,9d 71e
9) AF74AAPAE NI Bacillus sp. (oprysk 0,1%) 0,5 bc 13c 6,9 de Oc 1,1b 6,8f
10) NAzot2 Klebsiella oxycota (oprysk 0,1%) 0,4 bc l4c 73bc | 0,1bc 08e | 7,8cd
11) Symbio Bank Sp 82 AB Bacillus sp (oprysk 0,1%) - - - Oc 0,9d | 8,0hc
12) Standard 111 Serenade Aso (oprysk 0,1%) - - - 0,1 bc 0,9d | 8,0hc

Fot. 4. Na¢ marchwi z obiektow kontrolnych z objawami porazenia maczniakiem

Fot. 5. Na¢ marchwi z obiektow kontrolnych porazona alternariozg naci (Alternaria dauci)

Wykonane pomiary biometryczne roslin marchwi z siewu wprost do gruntu, jak i marchwi
nasiennej (produkcja z wysadkoéw) traktowanych wymienionymi mikroorganizmami
pozytecznymi Symbio Banku oraz $rodkami komercyjnymi wskazujg na stymulacje procesow
wzrostu i rozwoju ro$lin marchwi. Testowane szczepy mikroorganizméw pozytecznych
wykazaty skuteczno$¢ w tym zakresie na poziomie S$rodkéw komercyjnych. Roéznice



(nieistotne) byly wynikiem indywidualnej reakcji odmianowej (rys.1-2). Analogiczng
skuteczno$¢ bioproduktow Symbio Banku  poréwnywalng z testowanymi $rodkami
komercyjnymi odnotowano okreslajac ich wplyw na tworzenie baldachéw I i II rzedu na
ro$linach nasiennych (rys. 3-4) oraz dynamike¢ kwitnienia ro$lin nasiennych (rys.5). Wszystkie
analizowane $rodki biologicznej ostony korzystnie wptywaty na wzrost roslin i kwitnienie W
poréwnaniu z kontrolg.

Marchew nasienna - wzrost roslin
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Rys 1. Wplyw mikroorganizmoéw pozytecznych z Symbio Banku oraz referencyjnych srodkow
biologicznych na wzrost roslin nasiennych marchwi (do$wiadczenie polowe nr 2)
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Rys 2. Wplyw mikroorganizmoéw pozytecznych z Symbio Banku oraz referencyjnych srodkow
biologicznych na wzrost marchwi z siewu wprost do gruntu (doswiadczenie polowe nr 1).



Architektura nasiennikdw marchwi
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Rys 3. Wplyw mikroorganizméw pozytecznych z Symbio Banku oraz referencyjnych s$rodkéw
biologicznych na liczb¢ pedow I rzedu roslin marchwi (doswiadczenie polowe nr 2).

Architektura nasiennikdw marchwi
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Rys 4. Wplyw mikroorganizméw pozytecznych z Symbio Banku oraz referencyjnych s$rodkow
biologicznych na liczbe pedow II rzedu roslin marchwi (do$wiadczenie polowe nr 2).

Dynamika kwitnienia marchwi nasiennej
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Rys 5. Wplyw mikroorganizméw pozytecznych z Symbio Banku oraz referencyjnych s$rodkéw
biologicznych na dynamike kwitnienia marchwi (do§wiadczenie polowe nr 2).

Po zastosowaniu mikroorganizméw pozytecznych i komercyjnych $rodkéw biologicznych
stwierdzono istotny wzrost dlugosci i1 $rednicy korzeni marchwi uzyskanych z do$wiadczenia
polowego nr 1 (z wysiewu nasion wprost do gruntu) w poréwnaniu z kontrolg (rys.6).



Pomiary biometryczne korzeni
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Rys 6. Wplyw mikroorganizmoéw pozytecznych z Symbio Banku oraz referencyjnych srodkow
biologicznych na dtugos¢ i §rednice korzeni marchwi (do$wiadczenie polowe nr 1).
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Rys 7. Wplyw mikroorganizmoéw pozytecznych z Symbio Banku oraz referencyjnych srodkow
biologicznych na mase¢ korzeni (do§wiadczenie polowe nr 1).
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25

20

0

@ N A
(,\éo ((\\Q O\ ‘g’\? v. K
¥ /\L\?'@ Yo @ SN 4 @
&

% porazneia

Rys 8. Wplyw mikroorganizmoéw pozytecznych z Symbio Banku oraz referencyjnych srodkow
biologicznych na % porazenia wysadkow (material rozmnozeniowy marchwi)

Stosowanie $rodkow biologicznych i mikroorganizméw pozytecznych wptyneto na wzrost
masy korzeni marchwi z do$wiadczenia polowego nr 1 (2017), w porownaniu do obiektu



kontrolnego. Najwyzsza skuteczno$cig odznaczaty si¢ pozyteczne organizmy z Symbio Banku
(Sp 82AB Bacillus sp. i NAzot2 Klebsiella oxycota). Pozostale mikroorganizmy takze
wptywaty na wzrost masy korzeni i w poréwnaniu z kontrolg uzyskane réznice istotne.

Uzyskane wyniki §wiadcza o wysokiej skutecznosci ochronnej stosowanych mikroorganizmow
— na poziomie komercyjnych $rodkéw biologicznych. W pordéwnaniu z kontrolg uzyskiwano
okoto 60% spadek porazenia roslin w obiektach traktowanych wymienionymi
mikroorganizmami. Analizujac oddziatywanie poszczegélnych srodkéw biologicznych i
mikroorganizméw pozytecznych z Symbio Banku na zdrowotno$¢ korzeni (wysadkow) nie
stwierdza si¢ istotnych réznic pomiedzy poszczegdlnymi kombinacjami.
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Fot. 6. Dosuszanie nasiennikoéw marchwi z do§wiadczen polowych
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Fot. 7. Nasienniki marchwi w fazie dojrzato$ci zbiorczej nasion

WNIOSKI

1.

Wybrane izolaty Symbio Bank Sp 82 AB Bacillus sp i Symbio Bank Sp 82 AA Bacillus
pumilis zastosowane do ostony nasion marchwi, chronig jej siewki przed porazeniem
przez Pythium sp. Fusarium sp. i Alternaria sp. Izolaty nie powodowaly efektow
fitotoksycznosci.

Wybrane izolaty Symbio Bank Sp 82 AB Bacillus sp i Symbio Bank Sp 82 AA Bacillus
pumilis moga znalezé w przysztoSci zastosowanie do zabezpieczenia siewek przed
patogenami, glownymi sprawcami zgorzeli siewek: Pythium spp. Fusarium spp i
Alternaria sp. integrowanej ochronie marchwi.

Rosliny traktowane mikroorganizmami: Symbio Bank Sp 82 AB (bakteria Bacillus sp) i
Symbio Bank Sp 82 AA (bakteria Bacillus pumilis), NAzot2 (bakteria Klebsiella oxycota),
Pi25 G (bakteria Pseudomonas fluorescens ), 60.3AA (bakteria Lycobacter sp. ),
AF74AAPAE NI ( Bacillus sp.) wykazaly si¢ lepszym wzrostem, szybszym kwitnieniem i
wigkszg liczbg wytworzonych pedéw w porownaniu do kombinacji kontrolne;.

Izolaty Symbio Bank Sp 82 AB (bakteria Bacillus sp) i Symbio Bank Sp 82 AA (bakteria
Bacillus pumilis), NAzot2 (bakteria Klebsiella oxycota), Pi25 G (bakteria Pseudomonas
fluorescens ), 60.3AA (bakteria Lycobacter sp. ), AF7T4AAPAE NI ( Bacillus sp.)
wykazaty pozytywny wplyw na ograniczenie wystgpowania alternariozy w uprawie
marchwi.

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. ), AF74AAPAE NI oprysk



0,1% ( Bacillus sp.) moga znalez¢ w przysztosci zastosowanie w ekologicznej i
integrowanej ochronie marchwi przed najgrozniejszymi chorobami

PODSUMOWANIE

Badania wychodzg naprzeciw oczekiwaniom producentow nasion roslin warzywnych w
systemach ekologicznych. Opracowany sktad jakos$ciowy i ilosciowy kompleksowych zapraw
mikrobiologicznych, charakteryzujacych si¢ dlugotrwalym 1 skutecznym ochronnym
fungistatycznym oddziatywaniem, poszerzy asortyment srodkow biologicznych niezbednych w
uprawach metodami ekologicznymi, zwickszy ekonomiczng optacalnos¢ produkcji nasion oraz
ich potencjal plonotworczy. Wyniki uzyskane w ramach projektu zostang wykorzystane w
produkcji nasion marchwi metodami ekologicznymi, co zwigkszy jej optacalnos¢ i
konkurencyjno$¢ na rynku europejskim. Pro-srodowiskowe cele projektu sg zgodne z
priorytetami Komisji Europejskiej w zakresie ograniczenia stosowania pestycydoéw i ochrony
srodowiska naturalnego. Innowacyjnym i rozwojowym dziataniem w ramach projektu jest
opracowanie nowych bioproduktéw mikrobiologicznych przydatnych w produkcji zapraw
biologicznych, substratow 1 komponentow wykorzystywanych w otoczkowaniu nasion,
biologicznych $rodkéw ochrony roslin nasiennych a takze nowych technologii aplikacji
pozytecznych mikroorganizmow w nasiennej produkcji wielkotowarowej. Metody te sa
dostosowane do gatunku uprawianych roslin nasiennych oraz warunkéw ich wzrostu.

Wdrozenie innowacyjnych biopreparatow i wprowadzenie nowych skutecznych zapraw
wzbogaconych mikrobiologicznie do ekologicznej produkcji nasiennej warzyw, zwigkszy
konkurencyjnos¢ ekologicznych producentow nasion i przedsigbiorstw nasiennych, zacheci
nowych producentow do przestawiania (konwersji) gospodarstw na ekologiczng produkcje nasion,
zwiekszy areat upraw nasiennych oraz potencjat plonotwoérczy roslin.

Zaproponowane 1 zrealizowane zadanie wpisuje si¢ w strategie¢ rozwoju rolnictwa
ekologicznego poprzez opracowanie innowacyjnych bioproduktow i technologii dla poprawy
jakosci i zdrowotno$ci nasion oraz roslin matecznych (nasiennikow) w ekologicznych
uprawach ros$lin warzywnych. Istnieje potrzeba dalszego testowania bioproduktow
mikrobiologicznych w kolejnych latach zwtaszcza w uprawach roslin dwuletnich — marchwi i
innych gatunkow z rodziny Apiaceae, w ktorych najwigkszym problemem produkcji nasiennej
jest wysokie porazenie nasion patogenami, przenoszonymi z nasionami na rosliny potomne (m.
in. pietruszka, seler).

Uzyskane wyniki upowszechniano producentom nasion ekologicznych w czasie wizyt i

lustracji w ich gospodarstwach, miedzy innymi: w Radominie, Pokrzydowie, Ciechocinie,
Smogorzewie, Gronowie, Pedzewie, Przedsigbiorstwach Nasiennych - m.in. Torseed w
Toruniu, Polan w Krakowie, w przedsigbiorstwach zajmujacych si¢ przetworstwem marchwi:
Marwit oraz Biofood (z licznymi kontrahentami prowadzacymi produkcje ekologiczng
marchwi) . Weryfikowano je roéwniez podczas wyjazdow do wyspecjalizowanych laboratoriow
oceny nasion (Centralne Laboratorium PIORIN w Toruniu). Inng formg upowszechniania byty
porady telefoniczne. Obecnie sg przygotowywane publikacje naukowe.
Przedstawione zadania badawcze dotyczace biologicznego zaprawiania nasion obejmuja drugi
etap badan. Peilng realizacj¢ badan zaplanowano na okres trzech lat. Przewiduje si¢ wigc
kontynuacj¢ podjetej tematyki, aby w petni oceni¢ potencjat biotechnologiczny pozytecznych
mikroorganizméw w ochronie nasion ros§lin warzywnych.



ZALECENIA DLA PRAKTYKI

Wyniki przeprowadzonych do§wiadczen laboratoryjnych, szklarniowych i polowych
wskazujg na:

e Skuteczno$¢ pozytecznych mikroorganizméw Sp82AA Bacillus pumilus + Sp82AB
Bacillus weihenstephanensis oraz biologicznych preparatow Trianum, Serenade i Biochicol
w poprawie jako$ci, zdrowotno$ci i wigoru nasion marchwi odmiany Nantes 2 1 Napoli F1 .

e Wysokg przezywalno$¢ oraz wlasciwosci antagonistyczne szczepoOw bakterii Sp82AA
Bacillus pumilus + Sp82AB Bacillus weihenstephanensis wobec patogenow zasiedlajacych
nasiona oraz ro$liny marchwi.

e Stabilnos¢ mikrobiologiczng szczepow bakteriii Sp82AA Bacillus pumilus + Sp82AB
Bacillus weihenstephanensis oraz Sp 82AB Bacillus sp. i NAzot2 Klebsiella oxycota a ich
efekty ochronne utrzymuja si¢ od poczatku aplikacji az do zbioréw roslin.

o Mozliwo$¢ zastosowania nowych bioproduktow mikrobiologicznych Sp82AA Bacillus
pumilus + Sp82AB Bacillus weihenstephanensis oraz biologicznych $rodkéw
komercyjnych: Trianum, Serenade i Biochicol do zaprawiania biologicznego nasion
marchwi oraz Sp 82AB Bacillus sp. i NAzot2 Klebsiella oxycota w ochronie ros$lin marchwi
w | 1 1l roku uprawy.

e Mozliwos¢ zastosowania nowych bioproduktow mikrobiologicznych a zwtaszcza: 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. ), AF7T4AAPAE NI oprysk 0,1% ( Bacillus
Sp.) oraz preparatow biologicznych Trianum, Serenade i Biochicol w uprawach w
systemach ekologicznych i integrowanych

e Mozliwos¢ zwigkszenia konkurencyjnosci i rozwoju firm sektora rolnictwa ekologicznego w
Polsce.



