InHort..

INSTYTUT OGRODNICTWA

SPRAWOZDANIE

z badan prowadzonych w 2024 roku na rzecz rolnictwa ekologicznego

Kierownik projektu: Prof. dr hab. Lidia Sas-Paszt

Sadownictwo metodami ekologicznymi: Badania w zakresie mozliwo$ci zastosowania
dopuszczonych w rolnictwie ekologicznym $rodkéw do celéw zaprawiania nasion
ekologicznych upraw sadowniczych oraz jako nawozoéw o dziataniu dolistnym;

Ocena wplywu nalistnej aplikacji nawozowych produktéw mikrobiologicznych na wzrost i
plonowanie roslin truskawki w polowej uprawie ekologicznej.

Na podstawie § 8 ust. 6 rozporzadzenia Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 29 lipca 2015 r. w sprawie
stawek dotacji przedmiotowych dla r6znych podmiotéw wykonujacych zadania na rzecz rolnictwa (Dz. U. poz.
1170, z p6zn. zm.)

decyzja Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi
z dnia 18.04.2024 r., nr DEJ.re.765.4.2024

Wykonawcy:

Prof. dr hab. Lidia Sas-Paszt, dr Anna Lisek, dr Pawet Trzcinski, dr Beata Sumorok, dr Krzysztof
Gornik, dr Edyta Derkowska, dr Stawomir Gluszek, mgr Michat Przybyl, mgr inz. Mateusz Frac, mgr
inz. Krzysztof Weszczak, mgr inz. Anna Paleczka, Anna Polit

Instytut Ogrodnictwa — Panistwowy Instytut Badawczy
ul. Konstytucji 3 Maja 1/3, 96-100 Skierniewice, tel.: 46 833 34 34, fax: 46 833 31 86, e-mail: io@inhort.pl, www.inhort.pl
NIP 8361848508, REGON 101023342, KRS 0000375603



Celem badan prowadzonych w 2024 roku bylo opracowanie dwéch nowych nawozowych
produktéw mikrobiologicznych, optymalizacja terminu ich nalistnej aplikacji oraz ocena
ich skuteczno$ci w stymulacji wzrostu wegetatywnego i plonowania roslin truskawki w
polowej uprawie systemem ekologicznym.

W Polsce istnieje duzy popyt na proekologiczne technologie i polskie nawozowe produkty
mikrobiologiczne, ktére sg konkurencyjne i bardziej skuteczne, w porownaniu do istniejacych
na rynku bioproduktow pochodzenia zagranicznego. Uzasadnia to potrzebe¢ opracowania i
wdrozenia innowacyjnych polskich biopreparatow mikrobiologicznych do stosowania w
ekologicznej uprawie truskawki. Aktualnie wickszo§¢ nawozowych produktow
mikrobiologicznych jest stosowana doglebowo w formie statej lub pltynnej. Natomiast na rynku
brakuje tego typu preparatow do stosowania nalistnego. Taka aplikacja ptynnych nawozowych
produktow mikrobiologicznych ma duza perspektywe na plantacjach z wykorzystaniem $cidtek
pochodzenia naturalnego, dopuszczonych do stosowania w rolnictwie ekologicznym, np.
stomy, ktora stosuje si¢ w uprawie roélin truskawki. Sciotki sa stosowane do przyspieszenia
plonowania 1 ograniczania zachwaszczenia, do ochrony roélin przed przymrozkami, utratg
wody 1 szkodliwym promieniowaniem stonecznym. Dlatego istnieje pilna potrzeba
opracowania i wdrozenia do ekologicznej i integrowanej uprawy roslin truskawki nawozowych
produktéw mikrobiologicznych do nalistnej aplikacji. Dotychczasowe badania wykazaty, ze
nawozy doglebowe i nalistne istotnie podwyzszaja pH w ryzosferze ro$lin truskawki.
Stwierdzono, ze zastosowanie nawozdéw nalistnych stymuluje wzrost wegetatywny i
plonowanie roslin truskawki oraz procesy zachodzace w ryzosferze roslin. Jednakze, istniejace
dane sag nieliczne. Realizacja zadania pt: ,,Ocena wptywu nalistnej aplikacji nawozowych
produktéw mikrobiologicznych na wzrost 1 plonowanie ro$lin truskawki w polowej uprawie
ekologiczne]” umozliwita przeprowadzenie badan nad wplywem nalistnych, polskich
mikrobiologicznych produktéw nawozowych na wzrost i plonowanie roslin truskawki oraz na
jako$¢ gleby.

W 2024 roku badania byty prowadzone w ramach trzech podzadan:

1. Identyfikacja i selekcja szczepow pozytecznych mikroorganizméw oraz
opracowanie nalistnej aplikacji nawozowych produktéw mikrobiologicznych
stymulujgacych wzrost i plonowanie roslin truskawki w uprawie ekologicznej.

2. OkreSlenie skutecznosci nowo opracowanych nawozowych produktéow
mikrobiologicznych w stymulacji wzrostu i plonowania roslin truskawki w polowej
uprawie ekologicznej.

3. Wdrozenie nowo opracowanych nawozowych produktéw mikrobiologicznych do
praktyki ogrodniczej oraz opracowanie instrukcji wdrozeniowej dla ekologicznej
uprawy roslin truskawki.



PODZADANIE 1

Identyfikacja i selekcja szczepow pozytecznych mikroorganizmow oraz opracowanie
nalistnej aplikacji nawozowych produktow mikrobiologicznych stymulujacych wzrost i
plonowanie roslin truskawki w uprawie ekologicznej.

Wstep

W ostatnich latach wzrosto zainteresowanie rozwojem zréwnowazonych metod uprawy i
nawozenia roslin, z wykorzystaniem naturalnych komponentow biosfery, tj. pozytecznych
mikroorganizméw oraz nawozowych produktow mikrobiologicznych, kompostow i
biopestycydow wzbogaconych mikrobiologicznie. Identyfikacja i charakterystyka szczepow
drozdzy i bakterii umozliwita poznanie réznorodnosci biologicznej naturalnych symbiontow
biosfery gleby oraz ich zdeponowanie w kolekcji SYMBIO BANK-u Zaktadu Mikrobiologii i
Ryzosfery Instytutu Ogrodnictwa - PIB w Skierniewicach. Opracowanie nawozowych
produktow mikrobiologicznych do nalistnej aplikacji w uprawie truskawki i ich wdrozenie do
praktyki ogrodniczej przyczyni si¢ do rozwoju ekologicznych metod nawozenia i ochrony
ro$lin ogrodniczych, poprawy zyznosci gleby, jakosci wod i1 gleb oraz do ochrony zdrowia
cztowieka i srodowiska naturalnego. ldentyfikacja i charakterystyka szczepow pozytecznych
mikroorganizméw glebowych z upraw ro$lin sadowniczych umozliwila opracowanie
innowacyjnych konsorcjow mikrobiologicznych oraz oceng ich skutecznosci w ekologicznej
uprawie ro$lin truskawki. Realizacja zadania umozliwi wdrozenie mikrobiologicznych
technologii poprawy zyzno$ci gleb oraz nawozenia ro$§lin sadowniczych w uprawach
ekologicznych.

Cel badania

Celem badania bylo opracowanie nawozowych produktow mikrobiologicznych na bazie
konsorcjow drozdzy i bakterii ryzosferowych, na organicznym no$niku kwaséw humusowych,
korzystnie wptywajacych na wzrost i plonowanie roslin truskawki. Zidentyfikowane,
scharakteryzowane i wyselekcjonowane zostaly najbardziej warto$ciowe szczepy i gatunki
drozdzy oraz bakterii dla stymulacji wzrostu i plonowania roslin truskawki w uprawie
ekologicznej.

Metodyka badan

Przeprowadzono identyfikacje do gatunku lub rodzaju szczepy drozdzy i bakterii z ryzosfery
ros$lin truskawki, rosnagcych w uprawie ekologicznej. Pozyteczne mikroorganizmy
wyizolowano z gleby ryzosferowej metodg posiewu kolejnych rozcienczen na pozywki
agarowe. Identyfikacja drozdzy i bakterii zostala przeprowadzona metodami biochemicznymi,
z zastosowaniem systemu identyfikacji mikroorganizméw BIOLOG oraz molekularnymi na
podstawie sekwencji 16S rRNA lub ITS. Mikroorganizmy pozyskane w ramach realizacji
zadania zostaly zgromadzone w SYMBIO BANK-u Instytutu Ogrodnictwa - PIB. Szczepy
pozytecznych mikroorganizméw zostaty scharakteryzowane, zidentyfikowane 1 wiaczone w
sktad konsorcjow mikrobiologicznych. W ramach zadania opracowany zostat sktad nowych
nawozowych produktow mikrobiologicznych stymulujacych wzrost i plonowanie truskawki.

Metody przeprowadzania analiz w zadaniu

1. Izolacja szczepow drozdzy i bakterii z gleby ryzosferowej roslin truskawki
Pozyteczne mikroorganizmy wyizolowano z gleby ryzosferowej truskawki metoda posiewu
kolejnych rozcienczen na pozywki agarowe.

2. ldentyfikacja szczepéw drozdzy i bakterii z gleby ryzosferowej roslin truskawki

Identyfikacja drozdzy 1 bakterii zostala przeprowadzona metodami biochemicznymi oraz
molekularnymi. ldentyfikacja biochemiczna drozdzy i bakterii zostala przeprowadzona na
podstawie metabolizmu zwigzkéw wegla przy uzyciu systemu identyfikacji mikroorganizmow



BIOLOG. Identyfikacje molekularng drozdzy przeprowadzono w oparciu o analize¢ sekwencji
regionu ITS, natomiast identyfikacj¢ bakterii przeprowadzono w oparciu o analiz¢ sekwencji
16S rRNA.

3. Wytypowanie szczepow pozytecznych mikroorganizmow oraz opracowanie skladu
konsorcjow mikrobiologicznych do nalistnej aplikacji roslin truskawki

Pojedyncze szczepy mikroorganizméw zgromadzone w SYMBIO-BANK-u Instytutu
Ogrodnictwa - PIB oraz nowe mikroorganizmy, pozyskane w ramach realizacji zadania, po ich
scharakteryzowaniu i zidentyfikowaniu zostaty wlaczone w sktad biopreparatow. W ramach
zadania opracowano skfad konsorcjow mikrobiologicznych do nalistnej aplikacji jako
nawozowe produkty mikrobiologiczne do stymulacji wzrostu i plonowania ros$lin truskawki w
polowej uprawie ekologicznej.

Wyniki

Identyfikacja molekularna szczepow mikroorganizmow

W Podzadaniu 1 przeprowadzono identyfikacje molekularng wyselekcjonowanych szczepow
drozdzy i bakterii, w celu opracowania nowych nawozowych produktow mikrobiologicznych
do poprawy wzrostu i plonowania roslin truskawki w uprawach ekologicznych.

Material i metody

Materiatem biologicznym do identyfikacji byly 24 izolaty drozdzy: 1Dr, 2Dr, 3Dr, 4Dr, 5Dr,
6Dr, 8Dr, 10Dr, 11Dr, 12Dr, 14Dr, 15Dr, 16Dr, 18Dr, 19Dr, 20Dr, 23Dr, 24Dr, 25Dr, 27Dr,
28Dr, 29Dr, 30Dr, 32Dr oraz 4 izolaty bakterii: 2G-3F, 380XA, 23AA, 280Y, hodowane na
pozywkach mikrobiologicznych. Ekstrakcje DNA przeprowadzono z uzyciem zestawu
komercyjnego Bacterial & Yeast Genomic DNA Purification Kit (EURX) do izolacji DNA z
bakterii i drozdzy. Identyfikacje szczepéw mikroorganizmow przeprowadzono w oparciu 0
analiz¢ sekwencji fragmentu genu kodujacego malg podjednostke rybosomalng (16S rRNA)
bakterii lub regionu ITS drozdzy. Zastosowano takze technike rep-PCR, polegajaca na analizie
profili sekwencji powtarzalnych w genomie, ktéra umozliwia identyfikacj¢ mikroorganizmow
na poziomie gatunku lub szczepu (lIshii i Sadowsky 2009). W celu amplifikacji fragmentu genu
16S rRNA zastosowano startery 27F/1492R (Lane, 1991), natomiast do amplifikacji regionu
ITS zastosowano startery 1TS4/ITS6 (White et al., 1990). Amplifikacic DNA
przeprowadzono.w 35 cyklach termicznych (94°C x 1 min, 55°C x 1 min, 72°C x 2 min)
(Tabela 1).

Tabela 1. Startery zastosowane do identyfikacji izolatow bakterii i drozdzy.

Lp. | Gen/region Startery Zrédlo

1. |ITS ITS4/1TS6 White i in. 1990
2. 16SrRNA 27F/1492R Lane, 1991

3. | Sekwencje powtarzalne BOXAIR Louws i in. 1994
4. | Sekwencje powtarzalne ERICIR/ERIC2 Louws i in. 1994

Reakcje ze starterem BOXALR przeprowadzono w 37 cyklach (94 °C x 1 min, 40 °C x 2 min,
72 °C x 2 min), natomiast reakcje ze starterami ERIC1R/ERIC2 przeprowadzono w 42 cyklach
(94 °C x 1 min, 52 °C x 1.5 min, 65 °C x 8 min) (Louws 1 in. 1994). Produkty amplifikacji
przeznaczone do sekwencjonowania Sanger rozdzielano w 1,6% zelu agarozowym, natomiast
profile rep-PCR rozdzielano w 2% zelu agarozowym. Zele agarozowe barwiono bromkiem
etydyny i wizualizowano w $§wietle UV. Identyfikacje szczepow bakterii i drozdzy na podstawie
uzyskanych sekwencji przeprowadzono poprzez poréwnanie z danymi zgromadzonymi W bazie
NCBI (National Center for Biotechnology Information, NIH, Bethesda, MD 20894, USA,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov).



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

Wyniki
Identyfikacja izolatow drozdzy

W wyniku amplifikacji regionu ITS uzyskano produkty PCR wielkosci od 400 do 650 pz
(Fot. 1).

lkb 1Dr 2Dr 3Dr 4Dr  5Dr  6Dr 8Dr 10Dr 11Dr 12Dr 14Dr 15Dr 16Dr 18Dr 19Dr 20Dr 23Dr 24Dr 25Dr 27Dr 28Dr 29Dr 30Dr 32dDr 1kb

Fot. 1. Produkty amplifikacji regionu ITS izolatow drozdzy: 1Dr Erythrobasidium hasegawianum,
2Dr Vishniacozyma sp., 3Dr Vishniacozyma sp., 4Dr Cystobasidium pinicola, 5Dr Vishniacozyma sp.,
6Dr Kwoniella pini, 8Dr Bullera alba, 10Dr Kwoniella pini, 11Dr Kwoniella pini, 12Dr
Kalmanozyma fusiformata, 14Dr Aureobasidium sp., 15Dr Vishniacozyma sp., 16Dr Metschnikowia
sp., 18Dr Curvibasidium sp., 19Dr Metschnikowia sp., 20Dr Metschnikowia sp., 23Dr Metschnikowia
sp., 24Dr Metschnikowia sp., 25Dr Kwoniella pini, 27Dr Apiotrichum sp., 28Dr Kwoniella pini, 29Dr
Filobasidium sp., 30Dr Vishniacozyma sp., 32Dr Vishniacozyma sp. 1 kb — marker wielkosci.

W oparciu o analiz¢ sekwencji regionu ITS, do rodzaju Vishniacozyma przyporzadkowano
sze$¢ testowanych izolatow drozdzy (2Dr, 3Dr, 5Dr, 15Dr, 30Dr) (Tabela 2). Pig¢ izolatow
drozdzy zidentyfikowano do rodzaju Metschnikowia (16Dr, 19Dr, 20Dr, 23Dr, 24Dr), a 5
izolatow do gatunku Kwoniella pini (6Dr, 10Dr, 11Dr, 25Dr, 28Dr). Pozostate izolaty
zidentyfikowano jako rodzaje/gatunki: 14Dr Aureobasidium sp., 18Dr Curvibasidium sp., 29Dr
Filobasidium sp., 27Dr Apiotrichum sp., 1Dr Erythrobasidium hasegawianum, 4Dr
Cystobasidium pinicola, 8Dr Bullera alba, 12Dr Kalmanozyma fusiformata.

Tabela 2. Identyfikacja izolatow drozdzy na podstawie poréwnania sekwencji z danymi w bazie
NCBI.

Lp. | lzolat | Dlugo | Rodzaj/gatunek 0 | Stopien | (Nr sekwencji | Identyfikacja
$§¢ najwiekszym podobienstwie | podobie | NCBI)
sekwe | do uzyskanej sekwencji nstwa
ncji (%)
(p2)
1. 2Dr 447 Vishniacozyma victoriae 98.94% | NR 073260.1 | Vishniacozyma sp.
Vishniacozyma carnescens 98.17% | NR_130695.1
2. 3Dr 447 Vishniacozyma vicotiae 98.67% | NR 073260.1 | Vishniacozyma sp.
Vishniacozyma carnescens 98.17% | NR_130695.1
3. 5Dr 447 Vishniacozyma victoriae 98,94 NR_073260.1 | Vishniacozyma sp.
Vishniacozyma carnescens 98,17% | NR_130695.1
4. 15Dr 449 Vishniacozyma tephrensis 97.77 NR_144812.1 | Vishniacozyma sp.
Vishniacozyma carnescens 95.66 NR 130695.1
5. 30Dr 445 Vishniacozyma carnescens 98,12 NR_130695.1 | Vishniacozyma sp.
Vishniacozyma victoriae 97,3 NR_073260.1
6. 16Dr 240 Metschnikowia pulcherrima 99,12 NR_164379.1 | Metschnikowia sp.
Metschnikowia chrysoperlae 98,25 NR 111376.1
7. 19Dr 325 Metschnikowia pulcherrima 94,55 NR _164379.1 | Metschnikowia sp.
Metschnikowia pimensis 89,9 NR 111377.1
8. 20Dr 324 Metschnikowia chrysoperlae 98,25 NR 111376.1 | Metschnikowia sp.




Metschnikowia pulcherrima 93,29 NR _164379.1
9. 23Dr 325 Metschnikowia chrysoperlae 99,54 NR_111376.1 | Metschnikowia sp.
Metschnikowia pulcherrima 93,31 NR_164379.1
10. | 24Dr 328 Metschnikowia pulcherrima 93.31 NR_164379.1 | Metschnikowia sp.
Metschnikowia pimensis 89.35 NR_111377.1
11. | 6Dr 513 Kwoniella pini 99,42 NR_111269.1 | Kwoniella pini
12. | 10Dr 516 Kwoniella pini 99,42 NR_111269.1 | Kwoniella pini
13. | 11Dr 517 Kwoniella pini 99,42 NR_111269.1 | Kwoniella pini
14. | 25Dr 513 Kwoniella pini 99.42 NR_111269.1 | Kwoniella pini
15. | 28Dr 505 Kwoniella pini 99,41 NR 111269.1 | Kwoniella pini
16. | 1Dr 542 Erythrobasidium hasegawianum | 99.63 NR_111008.1 | Erythrobasidium
hasegawianum
17. | 4Dr 505 Cystobasidium pinicola 100 NR_154834.1 | Cystobasidium
pinicola
18. | 8Dr 478 Bullera alba 99,7 NR 111083.1 | Bullera alba
19. | 12Dr 692 Kalmanozyma fusiformata 99,71 NR_154094.1 | Kalmanozyma
fusiformata
20. | 14Dr 519 Aureobasidium insectorum 98,84 NR_189919.1 | Aureobasidium sp.
Aureobasidium leucospermi 98,27 NR_156246.1
21. | 18Dr 545 Curvibasidium nothofagi 99.82 NR_073292.1 | Curvibasidium sp.
Curvibasidium cygneicollum 98.53 NR 111077.1
22. | 27Dr 463 Apiotrichum porosum 100.00 NR_073209.1 | Apiotrichum sp.
Apiotrichum xylopini 99.78 NR 111547.1
23. | 29Dr 566 Filobasidium magnum 100,0 NR 130655.1 | Filobasidium sp.
Filobasidium floriforme 99,43 NR 119429.1
24. | 32Dr 445 Vishniacozyma carnescens 98,12 NR_130695.1 | Vishniacozyma sp.
Vishniacozyma victoriae 97,3 NR _073260.1

1kb 2Dr 3Dr 5Dr 15Dr 30Dr 32Dr 16Dr 19Dr 20Dr 23Dr 24Dr 6Dr 10Dr 11Dr 25Dr 28Dr 14Dr 18Dr 29Dr 27Dr 1Dr 4Dr 8Dr 12Dr 1kb

Fot. 2. Profile DNA izolatéw drozdzy uzyskane technika rep-PCR ze starterem BOXALR. Matryce:
2Dr Vishniacozyma sp., 3Dr Vishniacozyma sp., 5Dr Vishniacozyma sp., 15Dr Vishniacozyma sp.,
30Dr Vishniacozyma sp., 32Dr Vishniacozyma sp., 16Dr Metschnikowia sp., 19Dr Metschnikowia sp.,
20Dr Metschnikowia sp., 23Dr Metschnikowia sp., 24Dr Metschnikowia sp., 6Dr Kwoniella pini,
10Dr Kwoniella pini, 11Dr Kwoniella pini, 25Dr Kwoniella pini, 28Dr Kwoniella pini, 14Dr
Aureobasidium sp., 18Dr Curvibasidium sp., 29Dr Filobasidium sp., 27Dr Apiotrichum sp., 1Dr
Erythrobasidium hasegawianum, 4Dr Cystobasidium pinicola, 8Dr Bullera alba, 12Dr Kalmanozyma
fusiformata. 1 kb — marker wielkosci.




1kb 2Dr 3Dr 5Dr 15Dr 30Dr 32Dr 16Dr 19Dr 20Dr 23Dr 24Dr 6Dr 10Dr 11Dr 25Dr 28Dr 14Dr 18Dr 29Dr 27Dr 1Dr 4Dr 8Dr 12Dr 1kb

Fot. 3. Profile DNA izolatow drozdzy uzyskane technika rep-PCR ze starterami ERIC1R/ERIC2.
Matryce: 2Dr Vishniacozyma sp., 3Dr Vishniacozyma sp., 5Dr Vishniacozyma sp., 15Dr
Vishniacozyma sp., 30Dr Vishniacozyma sp., 32Dr Vishniacozyma sp., 16 Dr Metschnikowia sp., 19Dr
Metschnikowia sp., 20Dr Metschnikowia sp., 23Dr Metschnikowia sp., 24Dr Metschnikowia sp., 6Dr
Kwoniella pini, 10Dr Kwoniella pini, 11Dr Kwoniella pini, 25Dr Kwoniella pini, 28Dr Kwoniella
pini, 14Dr Aureobasidium sp., 18Dr Curvibasidium sp., 29Dr Filobasidium sp., 27Dr Apiotrichum
sp., 1Dr Erythrobasidium hasegawianum, 4Dr Cystobasidium pinicola, 8Dr Bullera alba, 12Dr
Kalmanozyma fusiformata. 1 kb — marker wielkosci.

Analiza profili DNA uzyskanych technikg rep-PCR ze starterami BOXAI1R i ERIC1R/ERIC2
wykazata, ze takie same profile DNA uzyskano dla dwoéch izolatow drozdzy 30Dr
Vishniacozyma sp. i 32Dr Vishniacozyma sp. (Fot. 2, 3). Takie same profile DNA uzyskano
takze dla czterech izolatow drozdzy 19Dr Metschnikowia sp., 20Dr Metschnikowia sp., 23Dr
Metschnikowia sp., 24Dr Metschnikowia sp. Wynik ten wskazuje na bardzo duze podobienstwo
genetyczne oraz na mozliwos$¢ przynaleznosci tych izolatow do tego samego szczepu drozdzy.

Identyfikacja izolatow bakterii
W wyniku amplifikacji fragmentu genu kodujacego mata podjednostke rybosomalng

(16S rRNA) uzyskano produkty PCR wielkosci 1500 pz (Fot. 4).
2G-3F 380XA 23AA 280Y 1kb

Fot. 4. Produkty amplifikacji genu 16Sr RNA izolatow bakterii 2G-3F Bacillus sp., 380XA Bacillus
sp., 23AA Bacillus sp., 280Y Bacillus sp. 1 kb — marker wielko$ci.

Na podstawie analizy sekwencji 16S rRNA stwierdzono przynaleznos$¢ izolatow bakterii do
rodzaju Bacillus (Tabela 3).



Tabela 3. Identyfikacja izolatow bakterii na podstawie porownania sekwencji genu 16S rRNA
z danymi w bazie NCBI.

Lp. | lzolat | Dlugos¢ | Rodzaj/gatunek o | Stopien (Nr Identyfikacja
sekwencji | najwiekszym podobienstwa | sekwencji
(p2) podobienstwie do | (%0) NCBI)
uzyskanej
sekwencji
1. | 2G-3F | 823 Bacillus velezensis | 100 NR_075005.2 | Bacillus sp.
Bacillus 100 NR_117946.1
amyloliquefaciens
2. | 380XA | 898 Bacillus velezensis | 100 NR_075005.2 | Bacillus sp.
Bacillus 100 NR_117946.1
amyloliquefaciens
3. | 23AA | 779 Bacillus stercoris | 100 NR_181952.1 | Bacillus sp.
Bacillus rugosus 100 NR_181236.1
4. | 280Y |874 Bacillus 100 NR_152692.1 | Bacillus sp.
wiedmannii
Bacillus 100 NR_157735.1
proteolyticus

Analiza profili DNA uzyskanych technika rep-PCR ze starterami BOXA1R i ERIC1R/ERIC2
wykazata, ze profile DNA izolatow bakterii r6znig si¢ miedzy soba, co wskazuje, ze nalezg one
do réznych szczepow (Fot. 5, 6).

1kb 2G-3F 380XA 23AA 280Y 1kb

Fot. 5. Profile DNA izolatow bakterii uzyskane technikg rep-PCR ze starterem BOX. Matryce: 2G-
3F Bacillus sp., 380XA Bacillus sp., 23AA Bacillus sp., 280Y Bacillus sp. 1 kb — marker wielkosci.




lkb 2G-3F 380XA 23AA 280Y 1kb

Fot. 6. Profile DNA izolatow bakterii uzyskane technika rep-PCR ze starterami ERIC1R/ERIC2.
Matryce: 2G-3F Bacillus sp., 380XA Bacillus sp., 23AA Bacillus sp., 280Y Bacillus sp. 1 kb —marker
wielkosci.

Whioski

Na podstawie przeprowadzonych analiz zidentyfikowano 24 izolaty drozdzy (Tabela 2) oraz 4
izolaty bakterii (Tabela 3). Izolaty drozdzy zidentyfikowano do rodzajow: Vishniacozyma (6
izolatow), Metschnikowia (5 izolatow), Aureobasidium (1 izolat), Curvibasidium (1 izolat),
Filobasidium (1 izolat) i Apiotrichum (1 izolat) lub gatunkéw: Kwoniella pini (5 izolatow),
Erythrobasidium hasegawianum (1 izolat), Cystobasidium pinicola (1 izolat), Bullera alba (1
izolat), Kalmanozyma fusiformata (1 izolat). W wyniku przeprowadzonej analizy z uzyciem
techniki rep-PCR uzyskano takie same profile DNA dla dwoch grup izolatow: dwoch izolatow
drozdzy z rodzaju Vishniacozyma oraz dla czterech izolatow drozdzy z rodzaju Metschnikowia.
Wynik ten wskazuje na bardzo duze podobienstwo genetyczne izolatow w obrgbie kazdej z
grup oraz na mozliwo$¢ przynaleznosci tych izolatow do tego samego szczepu drozdzy. W
wyniku przeprowadzonych analiz uzyskano odmienne profile DNA czterech testowanych
izolatow bakterii. Izolaty te zidentyfikowano do rodzaju Bacillus.

Zidentyfikowane szczepy bakterii i drozdzy wlaczono w sktad konsorcjéw mikrobiologicznych
1 zastosowano jako komponenety nawozowych produktow mikrobiologicznych do stymulacji
wzrostu 1 plonowania roslin truskawki.
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Wykaz sekwencji DNA

Drozdze

>1dr_ITS_542bp_Erythrobasidium hasegawianum
tgaggtctaaagcttaaaggttgtgcagcetgacgetacgacgeattagaageaccactatcttgatatgaaacgtectcagegaaataaagetattacgecgagt
caagccgttaatgttcaaactgggttactcgtgtatttcagecgagecgatctctaattaaagagtccagcagacagecataatccaageccacgectgettegtt
acaaaacaagggggttgagagtttcatgacactcaaacagacatactcttcggaataccaaagagtgcaaggtgegttcaaagattcgatgattcactgaattc
tgcaattcacattacgtatcgcatttcgetgegttcttcatcgatgegagagecaagagatcecgttgecgaaagttgtattataactttatgetcaattaagagactt
tagacattcttatagacttgtgtgtttataaattgtgtgtaaaaatgaagtgtgttcacagtgtgtggaaatgaaattggtcggacctctaaaaagagegecctaa
aaattcattaatg

>2dr_ITS_447bp_Vishniacozyma carnescens
tgaggccagatcatgaatatgtggggttatcagccacccagaaggatgaaacgtattacatccaaggtgcttatacttttaaggegagectttggcaaggeaaca
cccaatacaccaccgctcaggcaaaaacccaagtggggtgaggtttcatgacactcaaacaggceatgeccttcggaataccaaagggegcaaggtgegttcaa
agattcgatgattcactgaattctgcaattcacattacttatcgcatttcgetgegttcttcatcgatgcgagagccaagagatcecgttgttaaaagttttgtttttgtt
atgatattacattcattactaacagtttgtgatggccgaagccacagttcacggtgtgtgaggatggecaactccgaagagaaggceactcatttgaacccagetg
accgaagtcagagggcattattaa

>3dr_ITS_447bp_Vishniacozyma carnescens
Tgaggccagatcatgaatatgtggggttattagccacccagaaggatgaaacgtattacatccaaggtgcettatacttttaaggegagectttggcaaggeaaca
cccaatacaccaccgctcaggcaaaaacccaagtggggtgaggtttcatgacactcaaacaggceatgeccttcggaataccaaagggegcaaggtgegttcaa
agattcgatgattcactgaattctgcaattcacattacttatcgeatttegetgegttcttcatcgatgecgagagecaagagatecegttgttaaaagttttgttttigtt
atgatattacattcattactaacagtttgtgatggccgaagccacagttcacggtgtgtgaggatggecaactccgaagagaaggeactcatttgaacccagetg
accgaagccagagggcattattaa

>Adr_ITS_505bp_Cystobasidium pinicola
tgaggtctaaaatataaatgctataaaagcgcattagaagcacctcttacttttgaagaaaacgtcctcagegaaataattattacgccgagtcaagecgtttatt
tcaaatgggttgctcgtgtatttcaactgagecggeaattacgecgacageagtcataatccaageccacgeccatctcattacaaaataggggggttgagagtt
tcatgacactcaaacagacatactcttcggaataccaaagagtgcaaggtgcgttcaaagattcgatgattcactgaattctgcaattcacattacttatcgeaat
tcgctgegttcttcatcgatgegagagcecaagagateegttgetgaaagttttatttttatttatgctcaataaagagactgttacattcttatactatagtgttaaaa
tgtgtgaaaagaagtgtgtgcacagtgtaaggaaatgaaagggtcggacctctaaaaagagagtcctaaaattcattaa

>5dr_ITS_447bp_Vishniacozyma carnescens
Tgaggccagatcatgaatatgtggggttatcagccacccagaaggatgaaacgtattacatccaaggtgcttatacttttaaggecgagectttggcaaggeaac
acccaatacaccaccgctcaggcaaaaacccaagtggggtgaggtitcatgacactcaaacaggeatgececttcggaataccaaagggegeaaggtgegttca
aagattcgatgattcactgaattctgcaattcacattacttatcgcatttcgetgegttcttcatcgatgecgagagecaagagatecgttgttaaaagttttgtttttg
ttatgatattacattcattactaacagtttgtgatggccgaagccacagttcacggtgtgtgaggatggccaactccgaagagaaggeactcatttgaacccaget
gaccgaagtcagagggcattattaa

>6dr_ITS_513bp_Kwoniella pini
ctgatttgaggtcagagtcatagaaagttggtigttatgagcaagccgaagaggaagaccccaagggeccagegaaacttattacgecaggetgacaggttatc
caccgtctcactaacacttttaaggcgagcecgaacggegegageegeggeaacacccaaatccaagtecaaceggttcgttaaaaaaccggagggattgaggt
tttcatgacactcaaacaggcatgcccttcggaataccaaagggegcaaggtgegttcaaagactcgatgattcactgattctgcaattcacattacttatcgeat
ttcgetgegttcttcatcgatgtgggagcecaagagateegtigttgaaagttttatttttgttaaaatataactaatgacgttcatgacttgttacagatgttttgtaa
agtagccttcgggecgaagecgtcagacatataaacggttcacaggtgtgtgtggggtagatcggatccgaagatccagttttctctactg

>8dr_ITS_478bp_Bullera alba
Tacctgatttgaggtcagagcataaaataatgaccttgeggtcgggttatgagcagtcgtcacaccttgaccagacgaaacttattacgtcttageegtggatgtt
attaccactaactcttttaaggcgagccagcegagcetggcagacacccaagtccaagceccaacactgatcagaaaccaggaggggttgatatttcatgacactca
aacaggcatgcctttcggaataccaaaaggegcaaggtgegttcaaagattcgatgattcactgaattctgeaattcacattacttatcgeatttegetgegttett
catcgatgcgagagccaagagatccgttgttaaaagttttatatgattaatataggttacgttcattacacagatgtttgttataagaatcggtccgaagaccaac
ggttcacagaggtagaagattatagttattaagacccggaggtcaatcactaatg



>10dr_ITS_516bp_Kwoniella pini
tacctgatttgaggtcagagtcatagaaagttggttgttatgagcaagccgaagaggaagaccccaagggeccagegaaacttattacgecaggetgacaggtt
atccaccgtctcactaacacttttaaggcgagccgaacggegegagecgeggeaacacccaaatccaagtccaaccggttcgttaaaaaaccggagggattga
ggttttcatgacactcaaacaggcatgceccttcggaataccaaagggegcaaggtgcgttcaaagactcgatgattcactgattctgcaattcacattacttateg
catttcgctgegttcttcatcgatgtgggagccaagagatccgttgttgaaagttttatttttgttaaaatataactaatgacgttcatgacttgttacagatgttttgt
aaagtagccttcgggcecgaagecgtcagacatataaacggttcacaggtgtgtgtggggtagatcggateecgaagatecagttttctctactg

>11dr_ITS_517bp_Kwoniella pini
ctacctgatttgaggtcagagtcatagaaagttggttgttatgagcaagccgaagaggaagaccccaagggceccagegaaacttattacgecaggetgacaggt
tatccaccgtctcactaacacttttaaggcgagccgaacggegegagecgeggeaacacccaaatccaagtccaaccggttcgttaaaaaaccggagggattg
aggttttcatgacactcaaacaggcatgcccttcggaataccaaagggegeaaggtgegttcaaagactcgatgattcactgattctgeaattcacattacttatc
gcatttcgetgegttcttcatcgatgtgggagecaagagatecgttgttgaaagttttatttttgttaaaatataactaatgacgttcatgacttgttacagatgtttt
gtaaagtagccttcgggecgaagecgtcagacatataaacggttcacaggtgtgtgtggggtagatcggatccgaagatecagttttctctactg

>12dr_ITS_692bp_Kalmanozyma fusiformata
gtcctaccaatctgaggecgatgaattataaatcccaatttctacaaaaagggeggggttcagaagcaatccaaccageaagtegttgegtccagetegtgecct
cttcgaccgctccgaagtectgatattatcaaaaccecggcagggaagaaaaggacgaaagagtgagecttegteegtettgectatcaaatggatgegetaatgt
atttcgagggagccacgatgaatggcaagaccctcactaccgatecgtcagcetctttgtgaaaaaagetgecgttcgaaacaattegeggeectcaaacaggea
tgctccccagattagatctgecgggagegeaaggtgegttcaaagattcgatgattcacttetgeaattcacattacttategeaattegetgegttcttcategatg
ggagaaccaagagatccgttgccaaaagttgtttctatagatttagacgaccgcattaccagtcggttccatcacaaaaatgaactttcattcaaatcctagatcea
tcaaaagtgtttgtgtaaagtgtcgaggcectcttcgegtagettgegetacttgacgggaccccaaccgatgeaaccgtgtttaaaatggtagetcaattttagtta
gacaggtgcgagccacacctcagaaaaaaggttttcatcgaaatgatccatctgeag

>14dr_ITS_519bp_Aureobasidium insectorum
cctacctgatccgaggtcaacctgtaaaaaataaaggtttcagtcggeagaagtectctecattgacagacgttcgaataaattctactacgectaaageeggtg
aggcctcgecgaggtctttaaggegegeccaactaaggacgacgeccaataccaageatagettgagtggtgtaatgacgetcgaacaggeatgececctegga
ataccaaggggcgcaatgtgcgttcaaagattcgatgattcactgaattctgeaattcacattacttatcgeatttegetgegttcttcatcgatgegagaaccaag
agatccgttgttgaaagttttgatttattcaaaattttaactcagacgaccggtttaataacaagagtttggtttaactctggegggcactegectgggacgaatec
ccagcggctcggaaccgageggteecgecaaagcaacaaggtagttttaacaacaaagggttggaggtegggegetgageacccttactctttaatg

>15dr_ITS_449bp_Vishniacozyma tephrensis
atttgaggccagatcatgagatatgtggggttattagccacccagaaggatgaaacgtattacatccaaggtgcttattcttttaaggegagectttggcaaggcea
acacccaatacactaccactcaggcaaaaacccaagtggagtgaggtttcatgacactcaaacaggcatgeccttcggaataccaaagggegeaaggtgegtt
caaagattcgatgattcactgaattctgcaattcacattacttatcgcatttcgcetgegttcttcatcgatgegagagecaagagateegttgttaaaagttttatttt
gttatgatattacattcattactaatagtttgtgatggccgaagecacagttcacggtgtgtgtggatggccaactccgaagagaaggcacacattgaacccaata
gaccgaagtcaaagggcattattaa

>16dr_ITS_bp_forward_Metschnikowia pulcherrima
tattctagcgccegttgatattaggccgaageaggaccaaaccggaggtttgagagtaaatatcgetcacccacgeatgecctggggaataccecggggegeaat
gtgcgttcaaagattcaatgattcacgtctgcaagtcatattacgtatcgcaattegetgegttcttcatcgatgegagaaccaagagatcecgttgttgaaagttttt
twattgwgttattgaargwwaarattta

>18dr_ITS_545bp_Curvibasidium nothofagi
ctgcctgatctgaggtctaatctaaagttgactaatagaattagaagcttctactttacaaaactcggecactcccgaaagagegtcctcagegaatagtctatta
cactgagtcaatccgattttcgaatatgagatgctaatcatttacgaacgagettcgccaataaaggecageaggegttcagaatccaaacactaatecgattta
ctagaaaccggtaggttgaagagttcatgacactcaaacagacatgctctccggaataccagagagegcaaggtgegttcaaagattcgatgattcactgaatt
ctgcaattcacattacttatcacatttcgetgegttcttcatcgatgcgagagccaagagatecgttgttgaaagttttttttgttttgtttttgtttacatactttaact
aatgtttaatagtgagccgcagactgaatagcaattgcettactctcagtccgecaatagtgeacagagttggaaaatgaaggttgagcetaaccgaagttacgcetc
taaattcactaatg

>19dr_ITS_325bp_forward_Metschnikowia pulcherrima
Tattctagcgccgttgatattaggccgaagcaggaccaaaccggaggtttgagagtaaatategetcacccacgeatgeectggggaataccecggggegcaat
gtgcgttcaaagattcaatgattcacgtctgcaagtcatattacgtatcgcaattcgetgegticttcatcgatgcgagaaccaagagatecegttgttgaaagttttt



twatwgwgttattgamggwwaaratttaragtttgtgcccaaaagggtgtaaaaaaawttttaaagakccttccccaggttcmectacrgaaaccttgttw
cracwtcycctt

>20dr_ITS_324bp_forward_Metschnikowia pulcherrima
ttattctagcgcecgttgatattaggccgaagcaggaccaaaccggaggtttgagagtaaatatcgcetcacccacgeatgecctggggaatacceeggggegcaa
tgtgcgttcaaagattcaatgattcacgtctgcaagtcatattacgtatcgcaattegetgegttcttcatcgatgecgagaaccaagagatccgttgttgaaagtttt
ttwattgwgttattgaargwwaaratttarattttgtgcccwaaarggtgtaaaaaaaattttaaagawccttccccarggtcmectacsgaaaccttgttwe
macyttycc

>23dr_ITS_325bp_forward_Metschnikowia pulcherrima
cttattctagcgccegttgatattaggccgaagcaggaccaaaccggaggtttgagagtaaatatcgetcacccacgeatgecctggggaatacceecggggegea
atgtgcgttcaaagattcaatgattcacgtctgcaagtcatattacgtatcgeaattegetgegttcttcatcgatgegagaaccaagagatecgttgttgaaagtt
ttttwatwgwgttattgamrgwaaaratttaraktttgtgcccaaaarggtgtaaaaaaatttttaaagakccttccccagggtemectacrgaaaccttgtt
wcracwtcycc

>24dr_ITS_328bp_forward_Metschnikowia pulcherrima
cttattctagcgccegttgatattaggccgaagcaggaccaaaccggaggtttgagagtaaatatcgetcacccacgeatgecctggggaatacceecggggegea
atgtgcgttcaaagattcaatgattcacgtctgcaagtcatattacgtatcgeaattegetgegttcttcatcgatgegagaaccaagagatecgttgttgaaagtt
ttttwattgwgttattgaargwaaagatttarattttgtgtccaaaarggtgtaaaaaawattttaaagawccttccccarggtcmectacsgaaaccttgttw
cmacytcyccttc

>25dr_ITS_513bp_Kwoniella pini
ctgatttgaggtcagagtcatagaaagttggttgttatgagcaagecgaagaggaagaccccaagggeccagegaaacttattacgecaggetgacaggttate
caccgtctcactaacacttttaaggcgagcecgaacggegegagecgeggcaacacccaaatccaagtccaaccggttcgttaaaaaaccggagggattgaggt
tttcatgacactcaaacaggcatgcccttcggaataccaaagggegcaaggtgegttcaaagactcgatgattcactgattctgeaattcacattacttatcgeat
ttcgctgegttcttcatcgatgtgggagecaagagatecgttgtigaaagttttattttigttaaaatataactaatgacgttcatgacttgttacagatgttttgtaa
agtagccttcgggccgaagecgtcagacatataaacggttcacaggtgtgtgtggggtagatcggatccgaagatecagttttctctactg

>27dr_ITS_463bp_Apiotrichum sp.
tacctgatttgaggccagagtcaaagtaattgtccgaagacgattagaagcaaacttcacaagtcttaccagegaaacttattacgccagacgacattgttaaac
tcgctaactectttaaggegagcecagagactggcaacacccaaatccaagecattaagaaaccctaatggttgagatttcatgacactcaaacaggeatgcetctc
cggaataccagagagcgcaagttgcgttcaaagattcgatgattcactgaattctgcaattcacattacttatcgeatttegetgegttcttcatcgatgegagage
caagagatccgttgttgaaagttattttttgttataataacttgactttctttacatattgtttgtaaaatcaacacagagtgtcaatcaaacggttcacaggtgtaa
atggatatagttttaagccactagggcaatcactaatg

>28dr_ITS_505bp_Kwoniella pini
tgaggtcagagtcatagaaagttggttgttatgagcaagccgaagaggaagaccccaagggeccagegaaacttattacgecaggetgacaggttatccaccg
tctcactaacacttttaaggcgagecgaacggegegagecgeggcaacacccaaatccaagtccaaccggttcgttaaaaaaccggagggattgaggttttcat
gacactcaaacaggcatgcccttcggaataccaaagggegcaaggtgegttcaaagactcgatgattcactgattctgcaattcacattacttatcgceatttegcet
gegttcttcatcgatgtgggagecaagagatecgttgttgaaagttttatttttgttaaaatataactaatgacgttcatgacttgttacagatgttttgtaaagtage
cttcgggccgaagecgtcagacatataaacggttcacaggtgtgtgtggggtagatcggatccgaagatecagttttctctac

>29dr_ITS_566bp_Filobasidium sp.
gtcctacttgatttgaggccagatgtcaaagttacacaatgagtaacatccaaagatgcacttaaagtgatggtttagttagcagacagtagtctaggtectggec
atccgaagatgtcctcagcaaaatacttattatgccaagtcaaaccagtcatatagacagatccaagcetaatacttttaagatgagtcggttcatcaccggeaaa
catccaaatccaaactcaagcatggatcgaaatccaaaacttgggtttgagggtttcatgacactcaaacaggceatgctectcggaataccaaggagegeaagg
tgcgttcaaagattcgatgattcactgaattctgecaattcacattacttatcgeatttcgetgegttcttcatcgatgegagagecaagagatecgttgttgaaagtt
ttattatgttataataagactacatttgttacaataatgtttagtttaaaagtggatgcaagcatccaacagtgcacaggtgttatggatatgaaagaagaaccac
tggctttcgectatggttcaatctaaattcattaatg

>30dr_ITS_445bp_Vishniacozyma sp.
Tgaggccagatcatgaatatgtggggttatcagccacccagaaggatgaaacgtattacatccaaggtgcttatatctttaaggegagectttagcaaggceaaa
cacccaatacaccaccgcttaggcaaaaacctaagtggggtgaggtttcatgacactcaaacaggcatgeccttcggaataccaaagggegcaaggtgegttc
aaagattcgatgattcactgaattctgcaattcacattacttatcgceatttcgetgegttcttcatcgatgcgagagccaagagatecgttgttaaaagttttgttttt
gttatgatattacattcattactaacagtttgtgatggccgaagccacagttcacggtgtatatggaagecectcatcttgegataagggcagatctaacccaatga
tttgcatcaatgggcactattaa



>32dr_ITS_445bp_Vishniacozyma sp.
Tgaggccagatcatgaatatgtggggttatcagccacccagaaggatgaaacgtattacatccaaggtgcttatatctttaaggegagectttagcaaggceaaa
cacccaatacaccaccgcttaggcaaaaacctaagtggggtgaggtttcatgacactcaaacaggceatgeccttcggaataccaaagggegcaaggtgegttc
aaagattcgatgattcactgaattctgcaattcacattacttatcgcatttcgetgegttcttcatcgatgecgagagecaagagatccgttgttaaaagttttgttttt
gttatgatattacattcattactaacagtttgtgatggccgaagccacagttcacggtgtatatggaagcecectcatcttgcgataagggcagatctaacccaatga
tttgcatcaatgggcactattaa

Bakterie

>2G3F_16SrRNA_823bp_Bacillus sp.
tgagtgatgaaggttttcggatcgtaaagcetctgttgttagggaagaacaagtgecgttcaaatagggeggeaccttgacggtacctaaccagaaagecacgge
taactacgtgccagcagecgeggtaatacgtaggtggcaagegttgtccggaattattgggegtaaagggctegeaggeggtttcttaagtctgatgtgaaagee
cccggctcaaccggggagggtcattggaaactggggaacttgagtgcagaagaggagagtggaattccacgtgtageggtgaaatgegtagagatgtggagg
aacaccagtggcgaaggcegactctctggtctgtaactgacgetgaggagegaaagegtggggagegaacaggattagataccctggtagtecacgecgtaaac
gatgagtgctaagtgttagggggtttccgecccttagtgetgeagetaacgceattaageacteecgectggggagtacggtcgcaagactgaaactcaaaggaatt
gacgggggcccgcacaageggtggageatgtggtttaattcgaagcaacgegaagaaccttaccaggtcttgacatcctctgacaatcctagagataggacgtc
cccttcgggggcagagtgacaggtggtgeatggttgtegtcagetegtgtegtgagatgttgggttaagtcccgeaacgagegeaacccttgatcttagttgecag
cattcagttgggcactctaaggtgactgccggtgacaaaccggaggaaggtggggatgacgtcaaatcatcatgeccecttatgacctgggcetac

>23AA_16SrRNA_779bp_Bacillus sp.
tgagtgatgaaggttttcggatcgtaaagctctgttgttagggaagaacaagtaccgttcgaatagggeggtaccttgacggtacctaaccagaaagecacggct
aactacgtgccagcagecgeggtaatacgtaggtggcaagegttgtccggaattattgggegtaaagggctcgecaggeggtttcttaagtetgatgtgaaagecc
ccggctcaaccggggagggtcattggaaactggggaacttgagtgcagaagaggagagtggaattccacgtgtageggtgaaatgegtagagatgtggagga
acaccagtggcgaaggcegactctctggtctgtaactgacgctgaggagegaaagegtggggagegaacaggattagataccctggtagtccacgecgtaaacg
atgagtgctaagtgttagggggtttccgeeccttagtgetgeagetaacgeattaageacteegectggggagtacggtcgcaagactgaaactcaaaggaattg
acgggggcccgcacaageggtggageatgtggtttaattcgaagcaacgegaagaaccttaccaggtcttgacatcectctgacaatcctagagataggacgtec
ccttcgggggcagagtgacaggtggtgcatggtigtegtcagetegtgtegtgagatgttgggttaagtcccgcaacgagegeaacccttgatcttagttgecage
attcagttgggcactctaaggtgactgccggtgacaaaccggaggaagg

>280Y_16SrRNA_874bp_Bacillus sp.
tcctacgggaggcagcagtagggaatcttccgcaatggacgaaagtctgacggagcaacgecgegtgagtgatgaaggcetttcgggtegtaaaactctgttgtt
agggaagaacaagtgctagttgaataagctggcaccttgacggtacctaaccagaaagcecacggctaactacgtgecageagecgeggtaatacgtaggtggc
aagcgttatccggaattattgggegtaaagegegegeaggtggtttcttaagtctgatgtgaaageccacggetcaaccgtggagggtcattggaaactgggag
acttgagtgcagaagaggaaagtggaattccatgtgtagecggtgaaatgcgtagagatatggaggaacaccagtggegaaggegactttetggtctgtaactg
acactgaggcgcgaaagcegtggggagcaaacaggattagataccctggtagtccacgecgtaaacgatgagtgetaagtgttagagggtttccgeectttagtg
ctgaagttaacgcattaagcactccgectggggagtacggecgcaaggetgaaactcaaaggaattgacgggggeccgeacaageggtggageatgtggttta
attcgaagcaacgcgaagaaccttaccaggtcttgacatcctctgaaaaccctagagatagggcttctecttcgggageagagtgacaggtggtgeatggttgtc
gtcagctcgtgtcgtgagatgttgggttaagtcccgcaacgagegcaacccttgatcttagttgecatcattaagttgggeactctaaggtgactgecggtgacaa
accggaggaaggtggggatgacgtcaaatcatcatgecectt

>380XA_16SrRNA_898bp_Bacillus sp.
ctgggactgagacacggcccagactcctacgggaggeagceagtagggaatcttccgcaatggacgaaagtctgacggagcaacgecgegtgagtgatgaagg
ttttcggatcgtaaagctcetgttgttagggaagaacaagtgecgttcaaatagggeggeaccttgacggtacctaaccagaaagcecacggctaactacgtgecag
cagccgeggtaatacgtaggtggeaagegttgtccggaattattgggegtaaagggetegeaggeggtttcttaagtctgatgtgaaageccecggetcaaccgg
ggagggtcattggaaactggggaacttgagtgcagaagaggagagtggaattccacgtgtageggtgaaatgegtagagatgtggaggaacaccagtggega
aggcgactctctggtctgtaactgacgctgaggagegaaagegtggggagegaacaggattagataccctggtagtccacgecgtaaacgatgagtgetaagt
gttagggggtttccgececttagtgetgecagetaacgeattaageactecgectggggagtacggtcgcaagactgaaactcaaaggaattgacgggggeccge
acaagcggtggagcatgtggtttaattcgaagcaacgegaagaaccttaccaggtcttgacatcctctgacaatcctagagataggacgtececttcgggggca
gagtgacaggtggtgcatggttgtcgtcagetcgtgtcgtgagatgttgggttaagtcccgcaacgagegceaacccttgatcttagttgecageattcagttggge
actctaaggtgactgccggtgacaaaccggaggaaggtggggatgacgtcaaatcatcatgeccctt



PODZADANIE 2

OKreslenie skutecznosci nowo opracowanych nawozowych produktéow
mikrobiologicznych w stymulacji wzrostu i plonowania roslin truskawki w polowej
uprawie ekologicznej.

Wstep

Niniejsze zadanie obejmowalo opracowanie mikrobiologicznych technologii stymulacji
wzrostu 1 plonowania ros$lin truskawki w uprawie ekologicznej. Badania prowadzone w
Zaktadzie Mikrobiologii i Ryzosfery Instytutu Ogrodnictwa - PIB w Skierniewicach wskazuja
na duzg skuteczno$¢ pozytecznych mikroorganizméw w stymulacji wzrostu i plonowania ro$lin
ogrodniczych oraz poprawie jakosci gleb. Dotychczas przeprowadzone badania wykazaty
wysokg skuteczno$¢ nawozowych produktéw mikrobiologicznych w stymulacji wzrostu,
plonowania i1 ochronie ro$lin truskawki i maliny w ekologicznej uprawie oraz roslin
warzywnych 1 drzew owocowych (cebula, ziemniak, pietruszka, jabton, brzoskwinia,
nektaryna). Realizacja zadania obejmowata opracowanie i przygotowanie do wdrozenia do
praktyki sadowniczej nawozowych produktow mikrobiologicznych na bazie innowacyjnych
konsorcjow pozytecznych mikroorganizméw i kwaséw humusowych, w celu poprawy wzrostu
i plonowania roslin oraz waloro6w prozdrowotnych owocow w ekologicznej uprawie truskawki.

Cel badania

Celem podzadania bylo opracowanie innowacyjnych konsorcjow mikrobiologicznych do
nalistnej aplikacji oraz okreslenie ich skutecznosci w stymulacji wzrostu i plonowania roslin w
ekologicznej uprawie truskawki.

Metody przeprowadzania analiz

1. Ocena wzrostu wegetatywnego i plonowania ros$lin truskawki

Okreslenie parametrow wzrostu wegetatywnego i plonowania roslin truskawki

Analiza obejmowata pomiary §wiezej 1 suchej masy systemu korzeniowego i czgs$ci nadziemne;
roslin, wykonane po zakonczeniu do$wiadczenia. Badania wzrostu wegetatywnego truskawki
polegaty na ocenie intensywnosci zielonej barwy, liczby oraz pola powierzchni liSci, masy 1
dlugo$ci roztogow, liczby 1 masy sadzonek roztogowych oraz ocenie wielko$ci 1 jakosci
plonowania ro$lin. Analiza biomasy systemu korzeniowego roslin zostala przeprowadzona na
podstawie pomiaroOw $wiezej 1 suchej masy korzeni, pola powierzchni korzeni, dtugosci
korzeni, S$rednicy korzeni, objetosci korzeni oraz liczby wierzchotkow korzeni, przy
wykorzystaniu skanera korzeniowego i zestawu obrazujacego. W ramach oceny plonowania
ro$lin truskawki okreslono plon ogoélny, mas¢ jednego owocu i mas¢ 100 owocoOw.

Analiza cech wzrostu lisci roslin truskawki

Analize wykonano przy uzyciu skanera EPSON EXPRESSION 10000 XL. Liscie z kazdej
ro$liny truskawki, uktadano na tacy, a nastgpnie skanowano. Po zakonczeniu skanowania
okreslono pole powierzchni lisci za pomocg oprogramowania WinRhizo. Pomiar §wiezej 1
suchej masy lisci wykonano przy uzyciu wagi laboratoryjnej (RADWAG WLC 3/A2/C/2).
Nastepnie material roslinny suszono w temperaturze 55°C przez ok. 3 dni 1 na podstawie
pomiarow wagowych okreslono suchg masg lisci.

Analiza cech wzrostu korzeni roslin truskawki

System korzeniowy umieszczano na sicie, oczyszczono z gleby poprzez delikatne optukanie.
Po osuszeniu korzeni zwazono ich §wiezg mase, a nastepnie skanowano je przy uzyciu skanera
EPSON EXPRESSION 10000 XL. Cechy wzrostu korzeni ro$lin truskawki (dtugos$¢ korzeni,
pole powierzchni korzeni, §rednice korzeni, objetos¢ korzeni i liczbe wierzchotkéw korzeni)



okreslono za pomoca oprogramowania WinRhizo. Nastepnie korzenie suszono w temperaturze
55°C przez ok. 3 dni i na podstawie pomiaréw wagowych okreslono suchg mase¢ korzeni.

2. Analiza skladu mineralnego ros$lin truskawki

Przygotowanie materialu roslinnego do oznaczen

Probki materialu roslinnego suszono do stanu powietrznie suchego, w temperaturze nie
przekraczajacej 65°C. Wysuszone probki homogenizowano z uzyciem miynka udarowego, z
sitem o $rednicy oczek ok. 1 mm. Rozdrobniona masa ro$linna zostata przeniesiona do
plastikowego opakowania, zamknieta i oznaczona.

Oznaczanie zawartosci skladnikow mineralnych w materiale roslinnym

Oznaczanie zawarto$ci sktadnikow mineralnych w materiale roslinnym metodami
chemicznymi wymagato przeprowadzenia ich do roztworu. Spalanie substancji roslinnej na
mokro polegato na catkowitym utlenieniu za pomocg ciektych utleniaczy, tj. stezonych
kwasow: siarkowego, azotowego i nadchlorowego (pojedynczo lub w roznych proporcjach). W
celu oznaczenia zawarto$ci sktadnikow mineralnych w uzyskanych roztworach, wykonano
pomiary technika atomowej spektrometrii emisyjnej ze wzbudzeniem w plazmie indukcyjnie
sprz¢zonej (ICP-OES). Zawarto$¢ azotu ogdlnego w materiale ro§linnym, zostala oznaczona
wg Dumas’a, metoda konduktometryczna, z uzyciem aparatu TruSpec CNS.

Metodyka doswiadczenia

Dos$wiadczenie polowe na roslinach truskawki odmiany Rumba zatozono wiosng 2024 roku w
Sadzie Doswiadczalnym Instytutu Ogrodnictwa - PIB w Skierniewicach. Sadzonki truskawki
typu frigo, klasy A, posadzono w rozstawie 0,9 m x 0,2 m. Przed posadzeniem roslin
zastosowano kurzak, w dawce 200 g na poletko (3m?). Do$wiadczenie zaplanowano w uktadzie
blokow losowych. W doswiadczeniu zastosowano 5 kombinacji. Kazda kombinacja sktadata
si¢ z 3 powtorzen, a kazde powtdrzenie z 15 roslin.

W celu wyselekcjonowania mikroorganizméw do aplikacji nalistnej, izolaty
analizowano pod katem: wytwarzania metabolitéw toksycznych dla grzybow (badania
przeprowadzone tylko dla bakterii, hamowanie wzrostu grzyba Botrytis cinerea),
patogeniczno$ci  wzgledem  truskawki (test nadwrazliwo$ci) oraz zréznicowania
morfologicznego.

W doswiadczeniu polowym na roslinach truskawki zastosowano 2 nowo opracowane
nawozowe produkty mikrobiologiczne wzbogacone: Konsorcjum 1 bakteryjne i
Konsorcjum 2 na bazie drozdzy. Pozyteczne mikroorganizmy jako komponenty
nawozowych produktow mikrobiologicznych izolowano z ryzosfery roslin truskawki oraz
pozyskano z zasobOw bakterii i drozdzy zdeponowanych w SYMBIO-BANK-u Instytutu
Ogrodnictwa - PIB:

Konsorcjum 1 (bakterie): Bacillus sp. (nr szczepu 2G-3F), Bacillus sp. (nr szczepu 380XA),
Bacillus sp. (nr szczepu 23AA), Bacillus sp. (nr szczepu 280Y).

Konsorcjum 2 (drozdze): Erythrobasidium hasegawianum (nr szczepu 1), Vishniacozyma sp.
(nr szczepu 2), Aureobasidium sp. (nr szczepu 14), Curvibasidium sp. (nr szczepu 18),
Metschnikowia sp. (nr szczepu 19), Metschnikowia sp. (nr szczepu 23), Apiotrichum sp. (nr
szczepu 27), Kwoniella pini (nr szczepu 28), Filobasidium sp. (nr szczepu 29), Vishniacozyma
sp. (nr szczepu 32).



Preparaty komercyjne zastosowane w do$§wiadczeniu polowym na roslinach truskawki
zarejestrowane do stosowania w rolnictwie ekologicznym:

Preparat mikrobiologiczny BlueN® (Firmy CORTEVA AGRISCIENCE) - sktfada si¢ z
bakterii Methylobacterium symbioticum SB23 w formie proszku do sporzadzania zawiesiny
wedhug zalecen producenta (333 g/ha). Preparat jest zarejestrowany do stosowania w rolnictwie
ekologicznym pod nr SE/65/2022.

Kwasy humusowe Naturvital-Plus (Firmy Chemirol Sp. z 0.0.). Produkt jest zarejestrowany
do stosowania w rolnictwie ekologicznym pod nr SE/20/2018.

Doswiadczenie obejmowalo nastepujace kombinacje doswiadczalne:
1. Kontrola - kwasy humusowe Naturvital-Plus
2. Konsorcjum 1 + kwasy humusowe Naturvital-Plus
3. Konsorcjum 2 + kwasy humusowe Naturvital-Plus
4. Preparat BlueN® + kwasy humusowe Naturvital-Plus + Konsorcjum 1
5. Preparat BlueN® + kwasy humusowe Naturvital-Plus + Konsorcjum 2

Aplikacje¢ dolistna kwasami humusowymi z Konsorcjum 1 i Konsorcjum 2 oraz
preparatem BlueN® wykonano w nastepujacych terminach:

| termin aplikacji - 23 i 24 maja 2024

Il termin aplikacji - 6 i 7 czerwca 2024

I11 termin aplikacji - 26 i 27 czerwca 2024

Kwasy humusowe Naturvital-Plus stosowano w dawce 2 I/ha 300 | wody; 20 ml/3 | wody/60
roslin.

Konsorcjum 1 i Konsorcjum 2 stosowano w dawce po 51 kazdego Konsorcjum/60 roslin.
Preparat mikrobiologiczny BlueN® stosowano w dawce 6,66g/41 wody/60 roslin.

Analize statystyczna wykonano za pomoca jednoczynnikowej analizy wariancji z
zastosowaniem testu Tukeya, a=0.05, z zastosowaniem programu statystycznego
Statistica 13.3.

Wyniki

Tabela 1. Wptyw nawozowych produktow mikrobiologicznych na cechy wzrostu lisci roslin truskawki
odmiany Rumba (Do$wiadczenie polowe, Sad Doswiadczalny 10-PIB, Skierniewice, 2024 r.).

Intensywnos$¢ Liczba liSci Swieza Sucha Pole
Kombinacja zielonej barwy | [szt. /rosling] | masalisci | masalisci | powierzchni
lisci [g/rosling] | [g/rosling] lisci
[SPAD/ro$ling] [cm?/rosling]
Kontrola — kwasy 315a 18 a 52,4 a 15,2 a 2310,5a
humusowe
Konsorcjum 1 + 30,2a 21 a 49,4 a 16,0 a 24953 a
kwasy humusowe
Konsorcjum 2 + 299a 20a 545 a 17,2 ab 2989,5a
kwasy humusowe
Preparat BlueN® + 299a 22a 710b 226b 2971,1a
kwasy humusowe +
Konsorcjum 1
Preparat BlueN® + 296a 22 a 715b 23.3b 29846 a
kwasy humusowe +
Konsorcjum 2

W doswiadczeniu polowym przeprowadzonym na ro$linach truskawki, odnotowano istotne
zwigkszenie $wiezej 1 suchej masy lici pod wptywem aplikacji Konsorcjum 1, kwasow




humusowych 1 preparatu BlueN® oraz Konsorcjum 2, kwaso6w humusowych i preparatu
BlueN®. Aplikacja produktow mikrobiologicznych nie wplyngta istotnie na zrdéznicowanie
intensywnosci zielonej barwy lisci, liczby lisci 1 pola powierzchni lisci.

Tabela 2. Wpltyw nawozowych produktéw mikrobiologicznych na formowanie roztogow i sadzonek
roztogowych przez rosliny truskawki odmiany Rumba — czerwiec 2024 (Do$wiadczenie polowe, Sad
Doswiadczalny 10-PIB, Skierniewice, 2024 r.).

Masa Dlugosé Liczba sadzonek Masa sadzonek

Kombinacja rozlogow rozlogéw rozlogowych rozlogowych

[g/rosline] [em/roS$line] [szt./rosling] [g/rosline]
Kontrola —kwasy 255 a 4447 a 4 ab 8,1a
humusowe
Konsorcjum 1 +
kwasy humusowe 30,0a 5143 a 3a 109 a
Konsorcjum 2 +
kwasy humusowe 30,2a 4517 a 3a 8,5a
Preparat BlueN® +
kwasy humusowe 27,7a 4635 a 6b 13.3b
+ Konsorcjum 1
Preparat BlueN® +
kwasy humusowe 275a 465,4 a 4 ab 10,3 a
+ Konsorcjum 2

W poréwnaniu do kombinacji kontrolnej, istotnie wigksza liczbe 1 mas¢ sadzonek roztogowych
odnotowano w kombinacji po zastosowaniu preparatu BlueN® tacznie z kwasami
humusowymi i Konsorcjum 1 (pierwszy termin oceny, czerwiec 2024r.).

Tabela 3. Wpltyw nawozowych produktéw mikrobiologicznych na formowanie roztogow i sadzonek
roztogowych przez rosliny truskawki odmiany Rumba, lipiec 2024 (Doswiadczenie polowe, Sad
Doswiadczalny 10-PIB, Skierniewice, 2024 r.).

Masa Dlugosé Liczba sadzonek Masa sadzonek
Kombinacja rozlogéw rozlogow rozlogowych rozlogowych
[g/rosline] [em/roS$ling] [szt./rosline] [g/rosline]
L(O””O'a — kwasy 247 a 4704 a 5a 9,52
umusowe
Konsorcjum 1 +
kwasy humusowe 29,1a 530,4 a 6 ab 10,4 a
Konsorcjum 2 +
kwasy humusowe 312a 554,2 a 8b 150a
Preparat BlueN® +
kwasy humusowe + 251a 469,7 a 6 ab 9,4a
Konsorcjum 1
Preparat BlueN® +
kwasy humusowe + 304a 511,2 a 8b 13,1a
Konsorcjum 2

W drugim terminie oceny (lipiec 2024 r.) wptywu nawozowych produktéw mikrobiologicznych
na formowanie roztogéw i sadzonek rozlogowych odnotowano najwigkszy wplyw aplikacji
Konsorcjum 2 z kwasami humusowymi oraz preparatu BlueN® tacznie z kwasami
humusowymi i Konsorcjum 2 na zwigkszenie liczby sadzonek roztogowych, w poréwnaniu do
ro$lin kontrolnych traktowanych kwasami humusowymi.




Tabela 4. Wplyw nawozowych produktow mikrobiologicznych na sucha mase¢ oraz zawarto$¢
makroelementow w lisciach truskawki odmiany Rumba (Do$wiadczenie polowe, Sad Doswiadczalny
I0-PIB, Skierniewice, 2024 r.).

P | K | Mg | Ca | Ng sm

Kombinacja % sm % sm
Kontrola — kwasy humusowe 0,27 a 1,13 a 0,29 b 154 a 1,46 ab 96,4 a
Konsorcjum 1 + kwasy 0,30 b 1,21 ab 0,28 b 158a 1,40 ab 95,8 a
humusowe

Konsorcjum 2 + kwasy 0,28ab | 1,25ab | 0,28b 154a | 1,31ab | 964a
humusowe

Preparat BlueN® + kwasy 0,29 ab 1,37b 0,25a 1,49 a 1,28 a 96,2 a
humusowe + Konsorcjum 1

Preparat BlueN® + kwasy 0,33¢c 135b 0,28 b 1,38a 153b 96,1 a
humusowe + Konsorcjum 2

W poréwnaniu do kontroli, aplikacja preparatu BlueN® tacznie z kwasami humusowymi
i Konsorcjum 2 wptyneta na istotne zwigkszenie zawartosci fosforu, potasu i azotu ogodlnego w
lisciach truskawki. Aplikacja preparatu BlueN® tacznie z kwasami humusowymi i Konsorcjum
1 wplynela na istotne zwigkszenie zawarto$ci potasu w lisciach truskawki, w poréwnaniu do
pozostalych kombinacji. Sucha masa oraz zawarto§¢ magnezu i wapnia w liSciach roslin
truskawki ksztaltowata si¢ na zblizonym poziomie we wszystkich kombinacjach.

Tabela 5. Wplyw nawozowych produktow mikrobiologicznych na zawarto$¢ mikroelementow
w lisciach truskawki odmiany Rumba (Doswiadczenie polowe, Sad Doswiadczalny IO-PIB,
Skierniewice, 2024 r.).

B | Cu | Fe | Mn | Na | Zn
Kombinacja mg/kg sm
Kontrola — kwasy humusowe 33,6a 3,82a 125a 245 a 16,7 a 8,2a
Konsorcjum 1 + kwasy 33,3a 4,30 a 188 ¢c 230a 17,1a 10,2 ab
humusowe
Konsorcjum 2 + kwasy 353a 404 a 197 e 185a 15,8 a 10,4 ab
humusowe
Preparat BlueN® + kwasy 343a 3,61la 191d 175a 16,2 a 11,7b
humusowe + Konsorcjum 1
Preparat BlueN® + kwasy 320a 433 a 166 b 21,7 a 16,4 a 118b
humusowe + Konsorcjum 2

W poréwnaniu do kontroli, zastosowanie preparatu BlueN®, kwaséw humusowych oraz
Konsorcjum 1 i 2, wplyneto na istotne zwiekszenie zawartosci cynku w lisciach roslin
truskawki. Nie odnotowano istotnych réznic w zawartosci boru, miedzi, manganu i sodu w
lisciach truskawki pod wplywem zastosowanych nawozowych produktéw mikrobiologicznych.
W poréwnaniu do kontroli (kwasy humusowe) odnotowano istotne zwigkszenie zawartosci
zelaza w lisciach roslin truskawki po aplikacji nawozowych produktow mikrobiologicznych.

Tabela 6. Wptyw nawozowych produktéw mikrobiologicznych na $§wiezg i sucha mas¢ korzeni
truskawki odm. Rumba (Do$wiad. polowe, Sad Doswiadczalny 10-P1B, Skierniewice, 2024 r.).

Swieza masa Sucha masa
Kombinacja korzeni korzeni
[g/rosline] [g/rosline]
Kontrola — kwasy humusowe 16,1a 75a
Konsorcjum 1 + kwasy humusowe 19,0 ab 8,3ab
Konsorcjum 2 + kwasy humusowe 38,2 a-Cc 15,2 a-c
Preparat BlueN® + kwasy humusowe + Konsorcjum 1 443 ¢ 193¢
Preparat BlueN® + kwasy humusowe + Konsorcjum 2 43,2 bc 18,9 bc




W pordéwnaniu do roslin kontrolnych, aplikacja nawozowych produktow mikrobiologicznych
wplyneta na zwigkszenie $wiezej 1 suchej masy korzeni roslin truskawki. Laczna aplikacja
preparatu BlueN®, kwasoéw humusowych i Konsorcjum 1 w najwickszym stopniu wptyneta na
istotne zwigkszenie §wiezej i suchej masy korzeni roslin truskawki.

Tabela 7. Wplyw nawozowych produktéw mikrobiologicznych na cechy wzrostu korzeni roslin
truskawki odmiany Rumba (Do$wiadczenie polowe, Sad Doswiadczalny IO-PIB, Skierniewice,
2024 1.).

Dlugosé Pole Srednica Objetosé Liczba

Kombinacja korzeni powierzchni korzeni korzeni wierzcholkéw

[cm/rosling] korzeni [mm/rosling] | [cm®roSling] korzeni

[cm?/rosling] [szt. /rosling]

Kontrola — 935,6 a 204,6 a 0,68 a 3,6a 3742 a
kwasy
humusowe
Konsorcjum 1 + 1618,3 b 319,8 ab 0,68 a 53 ab 6172 b
kwasy
humusowe
Konsorcjum 2 + 1565,2 b 4218b 0,86 ab 9,1b 5134 ab
kwasy
humusowe
Preparat 14422 b 4350b 0,77 ab 84b 4512 a
BlueN® +
kwasy
humusowe +
Konsorcjum 1
Preparat 17924 c 4352h 0,94b 108¢ 6465 b
BlueN® +
kwasy
humusowe +
Konsorcjum 2

Aplikacja nawozowych produktéw mikrobiologicznych wptyne¢ta na zwigkszenie cech wzrostu
korzeni ro$lin truskawki, w poréwnaniu do kontroli. Zastosowanie preparatu BlueN®, kwasow
humusowych oraz Konsorcjum 2 w najwigkszym stopniu wptyneto na istotne statystycznie
zwigkszenie dlugosci korzeni, pola powierzchni korzeni, srednicy korzeni, objetosci korzeni i
liczby wierzchotkow korzeni.

Tabela 8. Wplyw nawozowych produktow mikrobiologicznych na plonowanie roslin truskawki
odmiany Rumba (Do$wiadczenie polowe, Sad Doswiadczalny 10-PIB, Skierniewice, 2024 r.).

Plon ogdlny Masa 1 Masa 100
Kombinacja [g/rosling] owocu [g] | owocéw
[q]
Kontrola — kwasy humusowe 438,0 ab 234a 2124 a
Konsorcjum 1 + kwasy humusowe 466,5 b 210a 2044 a
Konsorcjum 2 + kwasy humusowe 383,0a 209a 2015 a
Preparat BlueN® + kwasy humusowe + Konsorcjum 1 383,8a 229a 2092 a
Preparat BlueN® + kwasy humusowe + Konsorcjum 2 399,0a 210a 1896 a

Przymrozki wiosenne miaty istotny wptyw na wielko$¢ plonowania ro$lin truskawki i znaczaco
ograniczyly wielko$¢ plonowania ro$lin truskawki. Nie odnotowano istotnego wptywu aplikacji
biopreparatow na mas¢ 100 owocow i $rednig mas¢ 1 owocu. Plon ogdélny owocow byl najwyzszy po
zastosowaniu Konsorcjum 1 tgcznie z kwasami humusowymi.



OCENA ZASIEDLANIA KORZENI ROSLIN TRUSKAWKI ODMIANY RUMBA
PRZEZ ARBUSKULARNE GRZYBY MIKORYZOWE

Material i metody

Fragmenty korzeni ro$lin truskawki odmiany Rumba wybarwiono wedtug metody opracowane;j
w Zaktadzie Mikrobiologii i Ryzosfery Instytutu Ogrodnictwa - PIB (Derkowska i in. 2015).
Z tak przygotowanych korzeni wykonano preparaty mikroskopowe wybierajac po 30
fragmentéw o dlugosci okoto 1 cm, ktére uktadano rownolegle na szkietku podstawowym
zawierajacym gliceryne i rozgniatano szkietkiem nakrywkowym. Przygotowane preparaty
histologiczne analizowano przy uzyciu mikroskopu Nikon 50i (obiektywy o powigkszeniu:
20x, 40x, 60x, 100x) i wykonano dokumentacj¢ fotograficzng zaobserwowanych struktur
mikoryzowych. Oceng stopnia kolonizacji korzeni ro$lin truskawki przez arbuskularne grzyby
mikoryzowe wykonano metodg (Trouvelot 1986). Na podstawie uzyskanych wynikow
obliczano frekwencje mikoryzowa (F%), intensywno$¢ kolonizacji korzeni (M%, m%) oraz
obfito$¢ arbuskul (a%, A%) przy wykorzystaniu programu komputerowego MYCOCALC,

dostepnego na stronie internetowej: http://www?.dijon.inra.fr/mychintec-
[Mycocalcprg/download.html
WyniKi

Tabela 9. Wpltyw nawozowych produktéw mikrobiologicznych na zasiedlanie korzeni ro$lin truskawki
odmiany Rumba przez arbuskularne grzyby mikoryzowe (Do$wiadczenie polowe, Sad Doswiadczalny
10-PIB, Skierniewice, 2024 r.).

Kombinacja F% M% m%

Kontrola — kwasy humusowe 27.78 a 151a 548 a
Konsorcjum 1 + kwasy humusowe 51.11c 3.62 bc 7.08 a
Konsorcjum 2 + kwasy humusowe 30.0a 2.63 ab 8.60 a
Preparat BlueN® + kwasy humusowe + Konsorcjum 1 40.0b 3.51 bc 8.74a
Preparat BlueN® + kwasy humusowe + Konsorcjum 2 64.45d 4.26 ¢ 6.61a

W poréwnaniu do kontroli, zastosowanie Konsorcjum 2 tacznie z kwasami humusowymi i
preparatem BlueN®, wptyneto na istotne statystycznie zwigkszenie stopnia frekwencji
mikoryzowej i liczby arbuskul AGM w korzeniach truskawki. Wysoki stopien zasiedlania
korzeni przez arbuskularne grzyby mikoryzowe odnotowano réwniez po zastosowaniu kwasow
humusowych tacznie z Konsorcjum 1 oraz kombinacji z preparatem BlueN®.

Zaobserwowane struktury grzybow mikoryzowych w korzeniach ro$lin truskawki
odmiany Rumba:

Fot. 1. Nieliczne wezykule w korzeniach kontrolnych | Fot. 2. Liczne wezykule w korzeniach roslin
roslin truskawki odmiany Rumba (Do$wiadczenie | truskawki traktowanych Konsorcjum 1 i kwasami
polowe, Sad Doswiadczalny 10-PIB, Skierniewice, | humusowymi  (Doswiadczenie  polowe, Sad
2024 1.). Dos$wiadczalny 10-P1B, Skierniewice, 2024 r.).



http://www2.dijon.inra.fr/mychintec-/Mycocalcprg/download.html
http://www2.dijon.inra.fr/mychintec-/Mycocalcprg/download.html

Fot. 3. Wezykule w korzeniach roslin truskawki | Fot. 4. Liczne wezykule w Kkorzeniach roslin
traktowanych Konsorcjum 2 i kwasami humusowymi | truskawki traktowanych preparatem BlueN®,
(Doswiadczenie polowe, Sad Dos$wiadczalny 10-PIB, | kwasami  humusowymi i  Konsorcjum 1
Skierniewice, 2024 r.). (Do$wiadczenie polowe, Sad Doswiadczalny 10-
PIB, Skierniewice, 2024 r.).

Fot. 5. Bardzo liczne wezykule w korzeniach roslin
truskawki traktowanych preparatem BlueN®, kwasami
humusowymi i Konsorcjum 2 (Dos$wiadczenie polowe,
Sad Do$wiadczalny 10-PIB, Skierniewice, 2024 r.).

Whioski

Zastosowanie konsorcjow mikrobiologicznych w potaczeniu z kwasami humusowymi i
preparatem komercyjnym BlueN® wplyneto korzystnie na zwigkszenie zasiedlania korzeni
ro$lin truskawki odmiany Rumba przez arbuskularne grzyby mikoryzowe.
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OCENA LICZBY ZARODNIKOW ARBUSKULARNYCH GRZY]?(')W
MYKORYZOWYCH (AGM) W 100 G GLEBY RYZOFEROWEJ ROSLIN
TRUSKAWKI ODMIANY RUMBA

Metodyka

Z pobranych probek gleby, ze strefy korzeni roslin truskawki odmiany Rumba, odwazono
do dalszych analiz po 100 g gleby. Probki gleby umieszczano w plastikowych butelkach o
pojemnosci llitra i zalano woda kranowa (0,5-1 L). Material doktadnie wymieszano przez
okoto 5 minut i wstawiono do lodowki (na okres 24h, w temperaturze 4 °C). Po 24 h
godzinach mieszaning przelano przez kolumneg sit o porach, o §rednicy: 1 mm; 0,5 mm; 0,125
mm; 0,063 mm 1 0,045 mm. Nastepnie uzyskany osad/materiat, z kazdego sita, przeniesiono
na szalki Petriego (120mm), polewajac sito woda kranowa. Do kazdej szalki dodano
sacharoze (5g na szalke), aby zarodniki wyptynety na powierzchni¢. Przygotowane probki
byly obserwowane przy uzyciu mikroskopu stereoskopowego Nikon SMZ 800. Obecne w
wodzie zarodniki (chlamydospory) AGM policzono.

Wyniki

Tabela 10. Wptyw nawozowych produktow mikrobiologicznych na liczbe zarodnikow w 100 g gleby
ryzosferowej roslin truskawki odmiany Rumba (Doswiadczenie polowe, Sad Doswiadczalny 10-PIB,
Skierniewice, 2024 r.).

Kombinacja Liczba zarodnikéw
w 100 g gleby
Kontrola — kwasy humusowe 19a
Konsorcjum 1 + kwasy humusowe 32 bc
Konsorcjum 2 + kwasy humusowe 30b
Preparat BlueN® + kwasy humusowe + Konsorcjum 1 41c
Preparat BlueN® + kwasy humusowe + Konsorcjum 2 33 bc

W dos$wiadczeniu polowym przeprowadzonym na roslinach truskawki odmiany Rumba, w
poréwnaniu do kombinacji kontrolnej, odnotowano istotne zwigkszenie liczby zarodnikow w
100 g gleby ryzosferowej po aplikacji preparatu BlueN® tacznie z kwasami humusowymi i
Konsorcjum 1 i Konsorcjum 2 oraz po aplikacji Konsorcjum 1 i Konsorcjum 2 z kwasami
humusowymi.

Fot. 6. Zarodniki AGM w glebie ryzosferowej — morfotyp M1 (bragzowy)
i morfotyp M2 (stomkowy ze strz¢pka grzybni) po zastosowaniu preparatu
mikrobiologicznego BlueN®, kwaséw humusowych i Konsorcjum 1.




OCENA  WPLYWU STOSOWANIA NAWOZOWYCH PRODUKTOW
MIKROBIOLOGICZNYCH NA WYDAJNOSC FOTOSYNTETYCZNA
FOTOSYSTEMU II NA PODSTAWIE POMIAROW FLUORESCENCJI
CHLOROFILU W LISCIACH TRUSKAWKI ODMIANY RUMBA

Metodyka

Pomiar fluorescencji wykonano na li§ciach truskawki odmiany Rumba przy pomocy aparatu
FMS 1 Pulse-Modulated Chlorophyll Fluorescence Monitoring System firmy Hansatech
Instruments Ltd. Pomiary prowadzono na 10 reprezentatywnych liciach. Pomiary wykonano
w czterech powtorzeniach. Pomiary wykonano po 30 minutowej adaptacji do ciemnosci. Przy
pomocy tego fluorymetru okreslano:

a) Fv/Fm - maksymalng wydajnos¢ reakcji fotochemicznej w PS II (wyznaczona po
adaptacji ciemniowej). Parametr ten jest uznany za wiarygodny miernik aktywnosci
fotochemicznej aparatu fotosyntetycznego.

b) ®psi — Yield - pozwala oceni¢ wydajnos¢ kwantowa reakcji fotochemicznej w PSII.
Okresla stosunek kwantow wykorzystywanych w przemianach fotochemicznych do
catkowitej liczby zaabsorbowanych kwantow. Wskazuje na aktualng ilo$¢ elektronow
w PS II w warunkach przystosowania do $wiatta.

c) gP - (Fm' - FT)/(Fm' - Fo') - wygaszanie fotochemiczne. Parametr ten okresla proporcje
energii $wietlnej zaabsorbowanej przez PSII do energii wykorzystanej przez otwarte
centra do reakcji fotosyntezy.

d) ETR — okresla szybkos$¢ przeptywu elektrondw przez fotouktady, efektywnosc
transportu elektronow w PS IL.

e) Fv/Fo- maksymalng efektywno$¢ rozktadu wody po donorowej stronie PSII. Parametr
jest wyznaczany po adaptacji ciemniowej. Charakteryzuje on efektywnos¢
rozszczepiania wody (wydzielania tlenu) w PS II. Kompleks ten jest uwazany za bardzo
wrazliwy element w fotosyntetycznym tancuchu transportu elektronow.

f) Rfd - (Fm - Fr)/Fr - wskaznik witalnosci, miernik potencjalnej aktywnosSci
fotosyntetycznej w danych warunkach $wietlnych oraz wspotdziatania reakcji fazy
swietlnej z reakcjami biochemicznymi w fazie ciemnej fotosyntezy

Aktywnos$¢ fluorescencyjna stosowana jest do identyfikacji oraz monitorowania stanu
fizjologicznego roslin. Jest pomiarem nieinwazyjnym, ekonomicznym 1 bardzo precyzyjnym.
Charakteryzuje zar6wno stan aparatu fotosyntetycznego i1 przebieg procesu fotosyntezy.
Dotyczy to wszystkich etapdw procesu fotosyntezy: utleniania wody, transportu elektrondw,
rozwoju gradientu pH w transbtonach, syntezy TP i serii reakcji enzymatycznych, od redukcji
CO: do syntezy cukrow. Metoda ta okresla stan zdrowotny roslin 1 umozliwia oceng wplywu
stresowych czynnikow biotycznych 1 abiotycznych na procesy fizjologiczne roslin.



Wyniki
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Wykres 1. Ocena wptywu nawozowych produktow mikrobiologicznych na wydajnos$¢ fotosyntetyczng
fotosystemu II na podstawie pomiarow fluorescencji chlorofilu w liSciach w uprawie ekologicznej roslin
truskawki odmiany Rumba.

Badania wykazaly, Zze najkorzystniejszy wpltyw na wydajnos¢ fotosyntetyczng chlorofilu w
lisciach truskawki w uprawie ekologicznej miata taczna aplikacja Konsorcjum 2 i kwasoéw
humusowych. Korzystny wptyw miato réwniez taczne zastosowanie preparatu komercyjnego
BlueN® z Konsorcjum 2 i kwasami humusowymi.

Korzystny wplyw tych aplikacji potwierdzony byl przez:
maksymalng wydajnosci reakcji fotochemicznej w PS 11 (Fv/ Fwm),
e wydajnos$¢ kwantowg reakcji fotochemicznej w PSII (®psii),
o szybkos$¢ przeptywu elektrondow przez fotouklady tj. efektywnosci transportu
elektronow w PS II (ETR),
e maksymalng efektywnos¢ rozktadu wody po donorowej stronie PSII (Fv/Fo)
e wskaznik witalnosci (Rfd).

WhioskKi

e Najkorzystniejszy wpltyw na wydajnos¢ fotosyntetyczng w lisciach truskawki miata
taczna aplikacja Konsorcjum 2 i kwaséw humusowych.

e Pozytywny efekt uzyskano rowniez przy tacznym zastosowaniu preparatu BlueN® z
Konsorcjum 2 i kwasami humusowymi.



e Zwickszona wydajno$¢ fotosyntetyczna chlorofilu w lisciach truskawki wyrazona jest
wyzszymi warto$ciami takich wskaznikow fluorescencji jak: Fv/iFum, ®psi, ETR, Fv/Fo
1 wskaznik Rfd.

Analiza mikrobiologiczna gleby

W ramach prac Podzadania 2 zgromadzono 32 izolaty drozdzy wyizolowane z lisci truskawki
oraz 16 izolatow bakterii wytwarzajacych przetrwalniki wyizolowanych z gleby. W celu
wyselekcjonowania mikroorganizméw do aplikacji nalistnej, izolaty analizowano pod katem:
syntezy metabolitow toksycznych dla grzybow (badania przeprowadzone tylko dla bakterii -
hamowanie wzrostu grzybow oszacowano dla grzyba Botrytis cinerea), testu na patogeniczno$¢
wzgledem truskawki (test nadwrazliwosci) oraz zroznicowanie morfologiczne. Wytypowane
do dalszych prac drozdze poddano wstepnej identyfikacji na podstawie fenotypu, przy uzyciu
systemu do identyfikacji mikroorganizméw Biolog, w celu uniknigcia stosowania izolatow
patogennych dla ludzi (Tabela 11).

Do celéw nalistnej aplikacji w uprawie ekologicznej truskawki wybrano ptynng formulacje na
bazie ekologicznej melasy trzcinowej (certyfikat ekologiczny DE-KO-005). W pozywkach, w
ktérych hodowano bakterie, ustalono pH do poziomu 7 + 0,2 przy uzyciu 10% KOH. Parametry
hodowli: pozywka 2% melasa trzcinowa, czas hodowli 72h, temperatura hodowli 22°C,
szybko$¢ mieszania; 120 rpm, aeracja okoto 1 VVM. Srednia koncentracja drozdzy w inokulum
wynosita 3,9 x 108 jtk x mI", natomiast w przypadku bakterii $rednia liczebno$¢ wynosita 1,8
x 108 jtk x mIL,

W celu oszacowania liczebnos$ci bakterii i grzybow w badanych probkach gleby zastosowano
metod¢ posiewow kolejnych rozcienczen gleby na pozywki agarowe. Badania aktywnosci i
réznorodnosci funkcjonalnej przeprowadzono przy uzyciu systemu Biolog oraz testow
EcoPlate.

Tabela 11. Wiasciwosci i identyfikacja mikroorganizmoéw stosowanych w badaniach.

Nr Antagonizm (w Patogeniczno$é¢ Identyfikacja na podstawie Identyfikacja na
szczepu stosunku do w stosunku do fenotypu podstawie sekwencji ITS
B. cinerea) roslin truskawki
1 Debratomyces sp. / -
nb. Brak Cryptoco)(/:cus s?). Ehr ythroba_5|d|um
. asegawianum
(nie neoformans)
2 Brak Bulleromyces albus / Candida .
nb. edax Vishniacozyma sp.
14 nb. Brak Bulleromyces albus Aureobasidium sp.
18 nb. Brak Rhodotorulla aurantiaca Curvibasidium sp.
19 Brak Pichia sp. /
nb. Candida intermedia / Metschnikowia sp.
Debratomyces hansenii
23 nb. Brak Pichia etcheusi Metschnikowia sp.
27 nb. Brak Candida edax Apiotrichum sp.
28 Brak Rhodosporidium diobovatum / . -
nb. e Kwoniella pini
Sporidiobolus pararoseus
29 nb. Brak Candida edax Filobasidium sp.
32 nb. Brak Candida edax Vishniacozyma sp.
2G-3F + Brak Bacillus sp. Bacillus sp.
380XA + Brak Bacillus sp. Bacillus sp.
23AA + Brak Bacillus sp. Bacillus sp.
280Y + Brak Bacillus sp. Bacillus sp.

1.  Identyfikacja na podstawie fenotypu: Uzyty system Biolog, profile fenotypowe, uzyskane z testow typu YT, zostaly
zinterpretowane przez oprogramowanie Microlog3 (wersja 5.2.01), wyposazone w baze danych (wersja 2.7.1).

2. Antagonizm w stosunku do B. cinerea oceniono na agarowej pozywce ziemniaczano-glukozoweyj.

3.  Patogenicznos$¢ bakterii i drozdzy oceniono na skaryfikowanych li§ciach truskawki (test nadwrazliwosci). Koncentracja
zawiesiny mikroorganizméw uzytych w badaniu zawierata si¢ w przedziale 1 x 108 — 1,5 x 10° jtk x mIL,



Metoda identyfikacji na podstawie sekwencji ITS jest powszechnie uznawana za bardziej
specyficzng 1 wiarygodng na poziomie gatunkowym, szczegélnie w konteks$cie badan
filogenetycznych i systematyki grzybow. Analiza ITS bazuje na zmiennych regionach
genomowych, co pozwala na precyzyjng identyfikacje, nawet dla grzyboéw (drozdzy) o
podobnych cechach fenotypowych. Z kolei identyfikacja fenotypowa przy uzyciu systemu
BIOLOG, oparta na profilach metabolicznych, moze nie by¢ rownie doktadna w odniesieniu
do przynaleznosci gatunkowej. Warto podkresli¢, ze ten sam gatunek drozdzy moze
wykazywaé¢ roézne fenotypy, a rdzne gatunki drozdzy mogg wykazywac podobne fenotypy,
szczegOlnie jesli ich profile metaboliczne sg zblizone, co moze wprowadza¢ niejednoznacznosé
w identyfikacji na podstawie fenotypu. Taka zmiennos$¢ fenotypowa sprawia, ze wyniki
BIOLOG moga nie zawsze jednoznacznie odzwierciedla¢ prawdziwg tozsamos$¢ genotypowa
charakteryzowanych szczepow. Ze wzgledu na wyzsza specyficznos¢ i doktadnos¢ analizy ITS,
za gléwng identyfikacj¢ nalezy przyja¢ wynik identyfikacji uzyskany na podstawie sekwencji
ITS. Rezultaty uzyskane z BIOLOG mozna jednak traktowac jako dodatkowsa informacje
dotyczaca zdolnoSci metabolicznych charakteryzowanych szczepdéw (charakterystyke
fenotypowa).



Okreslenie liczebno$ci mikrobiologicznej gleby

Tabela 12. Wptyw nawozowych produktow mikrobiologicznych na liczebno$¢ mikroorganizméw zasiedlajacych glebe oraz ich réznorodnosé¢ funkcjonalng i aktywno$é. (Doswiadczenie

olowe, Sad Doéwiadczalny 10-PIB, Skierniewice, 2024 r.).

Kombinacja Maj 2024 Lipiec 2024
Populacja Populacja Aktywno$¢ | Réznorodnosé Populacja Populacja Aktywnos¢ Réznorodno$¢
bakterii x 107 grzybow bakterii funkcjonalna bakterii x 107 grzybow bakterii funkcjonalna
jtk x g s.m.g. | mikroskopowych x | (AWCD) (Index H) jtk g s.m.g. mikroskopowych (AWCD) (Index H)
10* jtk X g s.m.g. X 10* jtk X g s.m.g.
Kontrola —kwasy 9.07+1.51 ¢ 44+8b 145+0.0cd | 3,1940,06ab
humusowe
L(f’”sorq”m 1+ kwasy 78+087be | 4933+1447b | 14+002bc | 3214001b
umusowe
Efrﬂizg‘:\fv‘gm 2+ kwasy 724092ac | 40,63+10,07ab | 1.53+002d | 3.26%0.01b
Preparat BlueN® + kwasy 55+0,45 24 +£1,04 1,35+ 0,03 3,22 +£0,06
humusowe + Konsorcjum 54+£072a 2533+3,06a 1,1£0,01a 3,14+ 0,06 a
1
Preparat BlueN® + kwasy
humusowe + Konsorcjum 5,6 £1,73 ab 40,67 £ 1,15 ab 1,34+0,01b 3,2+0,01 ab
2

Wyniki analiz zweryfikowano jednoczynnikowa analiza wariancji, test Duncana, dla a=0.05, przy uzyciu programu Statistica 13. Srednie oznaczone ta sama litera nie roznily si¢ statystycznie.
1.  Analizy mikrobiologiczne: metoda analizy: posiew wglebny kolejnych rozcienczen, uzyta pozywka: 10%TSA (liczebno$¢ bakterii), Rose Bengal Lab Agar (BTL, P-0527); Temperatura inkubacji:
26°C; Czas inkubacji: 5-7 dni (grzyby) lub 10-14 dni (bakterie); jtk— jednostki tworzace kolonie.
2. Aktywnos¢ bakterii (AWCD) wyznaczono przy uzyciu wzoru X ODi/31, gdzie ODi jest gestoscia optyczna kazdej studzienki. R6znorodnos$¢ funkcjonalna oszacowano przy uzyciu wskaznika

Shannona-Wienera (H) H=-X pi(In pi), gdzie: pi aktywnoscig bakterii w kazdej studzienki (ODiy podzielong przez sume aktywnosci bakterii we wszystkich studzienkach (£ OD;).




Opis wynikow

Wszystkie z wytypowanych mikroorganizmdéw nie wykazywaty patogenicznosci w stosunku
do roslin truskawki. Wytypowane bakterie nalezaty do rodzaju Bacillus i wykazywaty zdolno$¢
do ograniczania wzrostu B. cinerea (Tabela 11). W probkach gleby pobranych w lipcu
zaobserwowano zroznicowang liczebno$¢ mikroorganizméw oraz aktywno$¢ i roznorodnos¢
bakterii zasiedlajacych glebe w kombinacjach traktowanych nawozowymi produktami
mikrobiologicznymi (Tabela 12). Odnotowano istotnie wigkszg populacj¢ bakterii w glebie,
aktywnos$¢ bakterii 1 roznorodno$¢ funkcjonalng po aplikacji kwasow humusowych oraz
kwasow humusowych z Konsorcjum 1 i Konsorcjum 2, w poréwnaniu do kombinacji z
preparatem BlueN®. Populacja grzybow mikroskopowych byla najwieksza po aplikacji
kwas6w humusowych oraz kwaséw humusowych z Konsorcjum 1, w poréwnaniu do
pozostatych kombinacji.

Whnioski:

1. W probkach gleby pobranych w lipcu zaobserwowano zroznicowang liczebno$é
mikroorganizméw oraz aktywno$¢ i roznorodnos¢ bakterii zasiedlajacych glebe w
kombinacjach traktowanych nawozowymi produktami mikrobiologicznymi (Tabela 12).

2. Odnotowano istotnie wigksza populacje bakterii w glebie, aktywno$¢ bakterii i
réznorodno$¢ funkcjonalng po aplikacji kwaséw humusowych oraz kwaséw humusowych
z Konsorcjum 1 i Konsorcjum 2, w poréwnaniu do kombinacji z preparatem BlueN®.

3. Populacja grzybow mikroskopowych byta najwigksza po aplikacji kwaséw humusowych
oraz kwaséw humusowych z Konsorcjum 1, w poréwnaniu do pozostaltych kombinac;ji.

Identyfikacja molekularna szczepéw mikroorganizmow wyizolowanych z gleby

W celu sprawdzenia obecnosci aplikowanych bakterii w glebie, w ekologicznej uprawie
truskawki, w Podzadaniu 2 przeprowadzono identyfikacj¢ molekularng szczepéw bakterii
wyizolowanych z gleby po aplikacji nawozowych produktow mikrobiologicznych.

Material i metody

Materialem biologicznym bylo 20 izolatow bakterii pozyskanych z gleby 1 wytwarzajacych
zarodniki: ELS1, ELS2, ELS3, ELS4, ELS5, ELS6, ELS7, ELS8, ELS9, ELS10, ELS11,
ELS12, ELS13, ELS14, ELS15, ELS16, ELS17, ELS18, ELS19, ELS20, kultywowanych na
pozywkach mikrobiologicznych. Ekstrakcj¢ DNA przeprowadzono z uzyciem zestawu
komercyjnego Bacterial & Yeast Genomic DNA Purification Kit (EURX) do izolacji DNA z
bakterii i drozdzy. Identyfikacj¢ szczepow bakterii przeprowadzono w oparciu o analiz¢
sekwencji genu 16SrRNA. W celu poréwnania profili DNA szczepow bakterii pozyskanych z
gleby z profilami DNA szczepow bakterii aplikowanych na ro§liny truskawki, zastosowano
technike¢ rep-PCR. Jako kontrole zastosowano DNA czterech szczepow bakterii aplikowanych
na ro$liny truskawki: 2G-3F Bacillus sp., 380XA Bacillus sp., 23AA Bacillus sp., 280Y
Bacillus sp.

Amplifikacj¢ genu 16S rRNA przeprowadzono z uzyciem starterow 27F/1492R (Lane,
1991) w 35 cyklach (94°C x 1 min., 55°C x 1 min., 72°C X 2 min.). Reakcje ze starterem BOX
przeprowadzono w 37 cyklach (94 °C x 1 min, 40 °C x 2 min, 72 °C x 2 min), natomiast reakcje
ze starterami ERICIR/ERIC2 przeprowadzono w 42 cyklach (94 °C x 1 min, 52 °C x 1.5 min,
65 °C x 8 min) (Louws i in. 1994). Produkty amplifikacji genéw rozdzielano w 1,6% zelu
agarozowym, natomiast produkty reakcji rep-PCR rozdzielano w 2% zelu agarozowym. Zele
agarozowe barwiono w bromku etydyny i wizualizowano w $wietle UV. Identyfikacje



szczepow bakterii na podstawie uzyskanych sekwencji przeprowadzono przez poroéwnanie z
danymi zgromadzonymi w bazie NCBI (National Center for Biotechnology Information, NIH,
Bethesda, MD 20894, USA, http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Wyniki

W wyniku amplifikacji genu 16S rRNA uzyskano produkty PCR wielko$ci 1500 pz (Fot. 7.).

lkb ELS1 ELS2 ELS3ELS4 ELS5 ELS6 ELS7 ELS8 ELS9 ELS10 ELS11ELS12 ELS13ELS14 ELS15ELS16 ELS17 ELS18 ELS19 ELS20

;uuuuuuuuuruuuwuuuuuu

1500pz

Fot. 7. Produkty amplifikacji genu 16S rRNA testowanych izolatow bakterii ELS1 Priestia sp., ELS2 Priestia
sp., ELS3 Priestia sp., ELS4 Priestia sp., ELS5 Priestia sp., ELS6 Priestia sp., ELS7 Priestia sp., ELS8 Priestia
sp., ELS9 Priestia sp., ELS10 Priestia sp., ELS11 Priestia sp., ELS12 Priestia sp., ELS13 Priestia sp., ELS14
Paenibacillus sp., ELS15 Priestia sp., ELS16 Bacillus sp., ELS17 Peribacillus sp., ELS18 Priestia sp., ELS19
Priestia sp., ELS20 Priestia sp. 1 kb — marker wielkosci.

Na podstawie analizy sekwencji genu 16S rRNA stwierdzono przynaleznos¢ 17 izolatow
bakterii ELS1, ELS2, ELS3, ELS4, ELS5, ELS6, ELS7, ELS8, ELS9, ELS10, ELS11, ELS12,
ELS13, ELS15, ELS18, ELS19, ELS20 do rodzaju Priestia (Tabela 4). Pozostale izolaty
bakterii zidentyfikowano jako Bacillus sp. (ELS16), Paenibacillus sp. (ELS14), Peribacillus
sp. (ELS17).

Tabela 13. Identyfikacja izolatow bakterii na podstawie poréwnania sekwencji genu 16S rRNA z
danymi w bazie NCBI.

Lp. | l1zolat | Dlugos¢ | Rodzaj/gatunek 0 | Stopien | (Nr Identyfikacja
sekwencji | najwiekszym podobi | sekwencji
(p2) podobienstwie do | enstwa | NCBI)
uzyskanej sekwencji (%)
1. |ELS1 |734 Priestia aryabhattai 100 NR 118442.1 | Priestia sp.
Priestia flexa 100 NR 115953.1
2. | ELS2 | 801 Priestia megaterium 99,75 NR_117473.1 | Priestia sp.
Priestia aryabhattai 99,75 NR 118442.1
3. | ELS3 | 807 Priestia aryabhattai 99,75 NR_118442.1 | Priestia sp.
Priestia flexa 99,5 NR 113800.1
4. | ELS4 | 799 Priestia flexa 100 NR_113800.1 | Priestia sp.
Priestia megaterium 100 NR 117473.1
5. | ELS5 | 821 Priestia aryabhattai 100 NR_118442.1 | Priestia sp.
Priestia flexa 99,8 NR 113800.1
6. | ELS6 | 679 Priestia aryabhattai 99,8 NR_118442.1 | Priestia sp.
Priestia flexa 99,7 NR_113800.1
7. ELS7 | 738 Priestia aryabhattai 100 NR_118442.1 | Priestia sp.
Priestia flexa 99,7 NR_113800.1
8. |ELS8 |743 Priestia aryabhattai 100 NR_118442.1 | Priestia sp.
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Priestia flexa 99,7 NR_113800.1

9. |ELS9 |734 Priestia aryabhattai 100 NR_118442.1 | Priestia sp.
Priestia flexa 99,7 NR_113800.1

10. | ELS10 | 623 Priestia aryabhattai 99,8 NR_118442.1 | Priestia sp.
Priestia flexa 99,8 NR 113800.1

11. | ELS11 | 799 Priestia aryabhattai 100 NR_118442.1 | Priestia sp.
Priestia flexa 99,7 NR_113800.1

12. | ELS12 | 697 Priestia megaterium 93,1 NR_117473.1 | Priestia sp.
Priestia aryabhattai 931 NR_115953.1

13. | ELS13 | 608 Priestia aryabhattai 100 NR_118442.1 | Priestia sp.
Priestia flexa 99,7 NR 113800.1

14. | ELS14 | 663 Paenibacillus 98,5 NR_116536.1 | Paenibacillus sp.
mucilaginosus
Paenibacillus 97,9 NR_159229.1
solanacearum

15. | ELS15 | 734 Priestia aryabhattai 99,9 NR_118442.1 | Priestia sp.
Priestia flexa 99,9 NR 113800.1

16. | ELS16 | 850 Bacillus hominis 100 NR_175557.1 | Bacillus sp.
Bacillus mycoides 100 NR_113996.1

17. | ELS17 | 797 Peribacillus 100 NR_117474.1 | Peribacillus sp.
frigoritolerans
Peribacillus simplex 100 NR 112726.1

18. | ELS18 | 743 Priestia flexa 100 NR_113800.1 | Priestia sp.
Priestia megaterium 100 NR 116873.1

19. | ELS19 | 821 Priestia aryabhattai 100 NR_118442.1 | Priestia sp.
Priestia flexa 99,8 NR_113800.1

20. | ELS20 | 830 Priestia aryabhattai 99,9 NR_118442.1 | Priestia sp.
Priestia flexa 99,6 NR_113800.1

Analiza profili DNA uzyskanych technika rep-PCR ze starterami BOX i ERIC1IR/ERIC2
wykazala, ze profile DNA izolatow bakterii pozyskanych z gleby r6znig si¢ od profili DNA
kontrolnych szczepow bakterii, aplikowanych na rosliny truskawki: 2G-3F Bacillus sp., 380XA
Bacillus sp., 23AA Bacillus sp., 280Y Bacillus sp. (Fot. 8, 9). Wyizolowane z gleby nowe
szczepy bakterii beda zdeponowane w SYMBIO-BANK-u IO-PIB oraz scharakteryzowane i
wysekcjonowane w celu opracowania nowych formulacji nawozowych produktéw
mikrobiologicznych.



1 kb 2G-3F 380XA 23AA 280Y ELS1 ELS2 ELS3 ELS4 ELS5 ELS6 ELS7 ELS8 ELS9 ELS10 ELS11 ELS12 ELS13 ELS14 ELS15 ELS16 ELS17 ELS18 ELS19 ELS20 1kb

Fot. 8. Profile DNA izolatow bakterii uzyskane technikg rep-PCR ze starterem BOX. Matryce: 2G-
3F Bacillus sp., 380XA Bacillus sp., 23AA Bacillus sp., 280Y Bacillus sp., ELS1 Priestia sp., ELS2
Priestia sp., ELS3 Priestia sp., ELS4 Priestia sp., ELS5 Priestia sp., ELS6 Priestia sp., ELS7 Priestia
sp., ELS8 Priestia sp., ELS9 Priestia sp., ELS10 Priestia sp., ELS11 Priestia sp., ELS12 Priestia
sp., ELS13 Priestia sp., ELS14 Paenibacillus sp., ELS15 Priestia sp., ELS16 Bacillus sp., ELS17
Peribacillus sp., ELS18 Priestia sp., ELS19 Priestia sp., ELS20 Priestia sp. 1 kb — marker wielkosci.

1kb 2G-3F 380XA 23AA 280Y ELS1 ELS2 ELS3 ELS4 ELS5 ELS6 ELS7 ELS8 ELS9 ELS10 ELS11 ELS12 ELS13 ELS14 ELS15 ELS16 ELS17 ELS18 ELS19 ELS20 1kb

Fot. 9. Profile DNA izolatow bakterii uzyskane technika rep-PCR ze starterami ERIC1R/ERIC2.
Matryce: 2G-3F Bacillus sp., 380XA Bacillus sp., 23AA Bacillus sp., 280Y Bacillus sp., ELS1
Priestia sp., ELS2 Priestia sp., ELS3 Priestia sp., ELS4 Priestia sp., ELS5 Priestia sp., ELS6 Priestia
sp., ELS7 Priestia sp., ELS8 Priestia sp., ELS9 Priestia sp., ELS10 Priestia sp., ELS11 Priestia sp.,
ELS12 Priestia sp., ELS13 Priestia sp., ELS14 Paenibacillus sp., ELS15 Priestia sp., ELS16 Bacillus
sp., ELS17 Peribacillus sp., ELS18 Priestia sp., ELS19 Priestia sp., ELS20 Priestia sp. 1 kb — marker
wielkosci.

Podsumowanie

Zidentyfikowano metodami molekularnymi kolejne 20 izolatéw bakterii w probach gleb z
kombinacji doswiadczalnych, ktére zdeponowano w kolekcji pozytecznych mikroorganizméow
SYMBIO-BANK-u Instytutu Ogrodnictwa - PIB, Skierniewice. Przeprowadzone bgdg dalsze
analizy biochemiczne, molekularne 1 do§wiadczenia polowe w celu oceny ich przydatnosci do
zastosowania w konsorcjach mikrobiologicznych przeznaczonych do ekologicznej uprawy
roslin ogrodniczych.
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Wykaz sekwencji DNA

>ELS1 16SrRNA_734bp_Priestia sp.
Tgagtgatgaaggctttcgggtcgtaaaactctgttgttagggaagaacaagtacgagagtaactgctcgtaccttgacggtacctaaccagaaagccacggctaa
ctacgtgccagcagcecgeggtaatacgtaggtggcaagegttatccggaattattgggegtaaagegcegegcaggeggtttcttaagtctgatgtgaaageccacg
gctcaaccgtggagggtcattggaaactggggaacttgagtgcagaagagaaaagcggaattccacgtgtagcggtgaaatgegtagagatgtggaggaacace
agtggcgaaggeggctttttggtctgtaactgacgctgaggcgcgaaagegtggggagcaaacaggattagataceetggtagtccacgecgtaaacgatgagtg
ctaagtgttagagggtttccgecctttagtgctgcagcetaacgcattaagcactcecgectggggagtacggtcgcaagactgaaactcaaaggaattgacggggge
ccgcacaagcggtggagcatgtggtttaattcgaagcaacgcgaagaaccttaccaggtcttgacatcctctgacaactctagagatagagcegttcececticggggg
acagagtgacaggtggtgcatggttgtcgtcagctcgtgtcgtgagatgttgggttaagtcccgcaacgagegcaacccttgatettagttgecageatt

>ELS2_16SrRNA_801bp_Priestia sp.
Tgagtgatgaaggctttcgggtcgtaaaactctgttgttagggaagaacaagtacgagagtaactgcttgtaccttgacggtacctaaccagaaagccacggcetaac
tacgtgccagcagecgeggtaatacgtaggtggcaagegttatccggaattattgggegtaaagegegegeaggeggtticttaagtctgatgtgaaageccacgg
ctcaaccgtggagggtcattggaaactggggaacttgagtgcagaagagaaaagcggaattccacgtgtagcggtgaaatgcgtagagatgtggaggaacacca
gtggcgaaggceggctttttggtetgtaactgacgctgaggcgcgaaagegtggggagcaaacaggattagatacectggtagtccacgecgtaaacgatgagtge
taagtgttagagggtttccgcecctttagtgctgcagctaacgcattaagcactccgectggggagtacggtcgcaagactgaaactcaaaggaattgacgggggcec
cgcacaagcggtggagcatgtggtttaattcgaagcaacgcgaagaaccttaccaggtcttgacatcctctgacaactctagagatagagegttccecttcggggga
cagagtgacaggtggtgcatggttgtcgtcagetcgtgtcgtgagatgttgggttaagtcccgcaacgagegceaacccttgatettagttgecagcattcagttggge
actctaaggtgactgccggtgacaaaccggaggaaggtggggatgacgtcaaatcate

>ELS3 16SrRNA_807bp_Priestia sp.
Tgagtgatgaaggctticgggtcgtaaaactctgttgttagggaagaacaagtacgagagtaactgctcgtaccttgacggtacctaaccagaaagccacggctaa
ctacgtgccagcagcecgeggtaatacgtaggtggcaagegttatccggaattattgggegtaaagegcegegcaggeggtttcttaagtctgatgtgaaageccacg
gctcaaccgtggagggtcattggaaactggggaacttgagtgcagaagagaaaagcggaattccacgtgtagcggtgaaatgegtagagatgtggaggaacacc
agtggcgaaggcggctttttggtctgtaactgacgctgaggcgcgaaagegtggggagcaaacaggattagatacectggtagtccacgecgtaaacgatgagtg
ctaagtgttagagggtttccgecctttagtgctgcagcetaacgcattaagcactcecgectggggagtacggtcgcaagactgaaactcaaaggaattgacggggge
ccgcacaagcggtggagcatgtggtttaattcgaagcaacgcgaagaaccttaccaggtcttgacatcctctgacaactctagagatagagegttceecttcggggr
acagagtgacaggtggtgcatggttgtcgtcagctcgtgtcgtgagatgttgggttaagtcccgcaacgagegceaacccttgatcttagttgccagcattyagttggg
cactctaaggtgactgccggtgacaaaccggaggaaggtggggatgacgtcaaatcatcatgece

>ELS4 16SrRNA_799bp_Priestia sp.
Tcctacgggaggceagcagtagggaatcttccgcaatggacgaaagtctgacggagceaacgcecgegtgagtgatgaaggcetttcgggtegtaaaactetgttgtta
gggaagaacaagtacaagagtaactgcttgtaccttgacggtacctaaccagaaagccacggctaactacgtgccagcagecgeggtaatacgtaggtggcaag
cgttatccggaattattgggcgtaaagcgegegcaggeggtttcttaagtctgatgtgaaagcccacggctcaaccgtggagggteattggaaactggggaacttga
gtgcagaagagaaaagcggaattccacgtgtagcggtgaaatgcgtagagatgtggaggaacaccagtggcgaaggeggctitttggtctgtaactgacgetgag
gcgcgaaagcgtggggagcaaacaggattagataccetggtagtccacgecgtaaacgatgagtgcetaagtgttagagggtttcegecctttagtgetgcagetaa
cgcattaagcactccgectggggagtacggtcgcaagactgaaactcaaaggaattgacgggggceccgcacaageggtggageatgtggtttaattcgaagceaa
cgcgaagaaccttaccaggtcttgacatcctctgacaactctagagatagagcgttccecttcgggggacagagtgacaggtggtgcatggttgtegtcagetegty
tcgtgagatgttgggttaagtcccgeaacgagegceaacccettgatcttagttgccageatt

>ELS5_16SrRNA_821bp_Priestia sp.
Cggcccagactcctacgggaggcagcagtagggaatcttccgcaatggacgaaagtctgacggagcaacgcecgcegtgagtgatgaaggctttcgggtegtaaa
actctgttgttagggaagaacaagtacgagagtaactgctcgtaccttgacggtacctaaccagaaagccacggctaactacgtgccagcagcecgeggtaatacgt
aggtggcaagcgttatccggaattattgggegtaaagegegegeaggeggtttettaagtetgatgtgaaageccacggcetcaaccgtggagggtcattggaaact
ggggaacttgagtgcagaagagaaaagcggaattccacgtgtagcggtgaaatgcgtagagatgtggaggaacaccagtggcgaaggeggctttttggtctgtaa
ctgacgctgaggcgcgaaagegtggggagcaaacaggattagataccctggtagtccacgecgtaaacgatgagtgcetaagtgttagagggtttcegecctttagt
gctgcagctaacgcattaagcactcecgectggggagtacggtcgcaagactgaaactcaaaggaattgacgggggeccgcacaageggtggageatgtggttta
attcgaagcaacgcgaagaaccttaccaggtcttgacatcctctgacaactctagagatagagcgttceecttcgggggacagagtgacaggtggtgcatggttgte
gtcagctcgtgtcgtgagatgttgggttaagtcccgcaacgagegcaaccettgatcettagttgccagcatttagttgggeact



>ELS6_16SrRNA_679bp_Priestia sp.
Tgagtgatgaaggctttcgggtcgtaaaactctgttgttagggaagaacaagtacgagagtaactgctygtaccttgacggtacctaaccagaaagccacggctaa
ctacgtgccagcagcecgeggtaatacgtaggtggcaagegttatccggaattattgggegtaaagegcegegeaggeggtttcttaagtetgatgtgaaageccacg
gctcaaccgtggagggtcattggaaactggggaacttgagtgcagaagagaaaagcggaattccacgtgtagcggtgaaatgcgtagagatgtggaggaacace
agtggcgaaggcggctttttggtctgtaactgacgctgaggcgcgaaagegtggggagcaaacaggattagataceetggtagtccacgecgtaaacgatgagtg
ctaagtgttagagggtttccgecctttagtgctgcagcetaacgcattaagcactcecgectggggagtacggtcgcaagactgaaactcaaaggaattgacggggge
ccgcacaagcggtggagcatgtggtttaattcgaagcaacgcgaagaaccttaccaggtcttgacatcctctgacaactctagagatagagcegttceecttcggggg
acagagtgacaggtggtgcatggttgtcgtcagctcgtgtcgtga

>ELS7_16SrRNA_738bp_Priestia sp.
Gatgaaggctttcgggtcgtaaaactctgttgttagggaagaacaagtacgagagtaactgctecgtaccttgacggtacctaaccagaaagccacggctaactacgt
gccagcagccgeggtaatacgtaggtggcaagcegttatccggaattattgggegtaaagegegegceaggceggtttcttaagtctgatgtgaaageccacggctcaa
ccgtggagggtcattggaaactggggaacttgagtgcagaagagaaaagcggaattccacgtgtagecggtgaaatgegtagagatgtggaggaacaccagtgg
cgaaggcggctttttggtctgtaactgacgctgaggegcgaaagegtggggagcaaacaggattagataccetggtagtccacgecgtaaacgatgagtgcetaag
tgttagagggtttccgecctttagtgctgcagctaacgcattaagcactcegcectggggagtacggtegcaagactgaaactcaaaggaattgacgggggeccgea
caagcggtggagcatgtggtttaaticgaagcaacgcgaagaaccttaccaggtcttgacatcctctgacaactctagagatagagcegttcececttcgggggacaga
gtgacaggtggtgcatggttgtcgtcagetegtgtcgtgagatgttgggttaagtcccgcaacgagegceaacccttgatettagttgecageatttagttggge

>ELS8 16SrRNA_743bp_Priestia sp.
tgagtgatgaaggctttcgggtcgtaaaactctgttgttagggaagaacaagtacgagagtaactgctcgtaccttgacggtacctaaccagaaagccacggcetaac
tacgtgccagcagccgeggtaatacgtaggtggcaagcegttatccggaattattgggegtaaagcgegegeaggeggtttcttaagtctgatgtgaaagceccacgg
ctcaaccgtggagggtcattggaaactggggaacttgagtgcagaagagaaaagcggaattccacgtgtagcggtgaaatgcgtagagatgtggaggaacacca
gtggcgaaggceggctttttggtetgtaactgacgctgaggegcgaaagegtggggagcaaacaggattagatacectggtagtccacgecgtaaacgatgagtge
taagtgttagagggtttccgecctttagtgctgcagctaacgcattaagcactccgectggggagtacggtcgcaagactgaaactcaaaggaattgacgggggcec
cgcacaagcggtggagcatgtggtttaaticgaagcaacgcgaagaaccttaccaggtcttgacatcctctgacaactctagagatagagegttceecttcggggga
cagagtgacaggtggtgcatggttgtcgtcagetegtgtegtgagatgttgggttaagtcccgcaacgagcegcaaccettgatcttagttgecageatttagttggge

>ELS9 16SrRNA_734bp_Priestia sp.
Tgagtgatgaaggctttcgggtcgtaaaactctgttgttagggaagaacaagtacgagagtaactgctcgtaccttgacggtacctaaccagaaagcecacggctaa
ctacgtgccagcagcecgeggtaatacgtaggtggcaagcegttatccggaattattgggegtaaagegegegeaggeggtticttaagtctgatgtgaaageccacg
gctcaaccgtggagggtcattggaaactggggaacttgagtgcagaagagaaaagcggaattccacgtgtagcggtgaaatgcgtagagatgtggaggaacacc
agtggcgaaggcggctttttggtctgtaactgacgcetgaggegegaaagegtggggagcaaacaggattagataceetggtagtccacgecgtaaacgatgagtg
ctaagtgttagagggtttccgecctttagtgctgcagcetaacgcattaagcactcegectggggagtacggtcgcaagactgaaactcaaaggaattgacgggggc
ccgceacaagcggtggagcatgtggtttaattcgaagcaacgcgaagaaccttaccaggtcttgacatcctctgacaactctagagatagagcegttceccttcggggg
acagagtgacaggtggtgcatggttgtcgtcagctcgtgtcgtgagatgttgggttaagtcccgcaacgagcegcaacccttgatcttagttgecageatt

>ELS10_16SrRNA_623bp_Priestia sp.
Aagaacaagtacgagagtaactgcttgtaccttgacggtacctaaccagaaagccacggctaactacgtgccagcagcecgeggtaatacgtaggtggcaagegtt
atccggaattattgggcegtaaagcgcgegcaggeggtttcttaagtctgatgtgaaageccacggcetcaaccgtggagggteattggaaactggggaacttgagty
cagaagagaaaagcggaattccacgtgtagcggtgaaatgcgtagagatgtggaggaacaccagtggcgaaggeggctttttggtetgtaactgacgetgagge
gcgaaagcgtggggagcaaacaggattagataccetggtagtccacgecgtaaacgatgagtgctaagtgttagagggtttcegecctttagtgetgcagcetaacg
cattaagcactccgcctggggagtacggtcgcaagactgaaactcaaaggaattgacgggggeccgeacaageggtggageatgtggtttaattcgaagcaacg
cgaagaaccttaccaggtcttgacatcctctgacaactctagagatagagcgttceecttcgggggacagagtgacaggtggtgcatggttgtegtca

>ELS11 16SrRNA_799bp_Priestia sp.
Tcctacgggaggcagcagtagggaatcttccgcaatggacgaaagtctgacggagcaacgeecgegtgagtgatgaaggetttcgggtegtaaaactetgttgtta
gggaagaacaagtacgagagtaactgctcgtaccttgacggtacctaaccagaaagccacggctaactacgtgccagcagecgeggtaatacgtaggtggcaag
cgttatccggaattattgggcgtaaagcgegegceaggceggtttcttaagtctgatgtgaaagcccacggcetcaaccgtggagggtcattggaaactggggaacttga
gtgcagaagagaaaagcggaattccacgtgtagcggtgaaatgcgtagagatgtggaggaacaccagtggegaaggeggctttttggtctgtaactgacgcetgag
gcgcgaaagegtggggagceaaacaggattagatacectggtagtccacgcecgtaaacgatgagtgctaagtgttagagggtttcecgecctttagtgetgeagcetaa
cgcattaagcactccgcectggggagtacggtcgcaagactgaaactcaaaggaattgacgggggeccgcacaageggtggagcatgtggtttaattcgaagcaa
cgcgaagaaccttaccaggtcttgacatcctctgacaactctagagatagagcegttccecttcgggggacagagtgacaggtggtgcatggttgtegtcagetegtg
tcgtgagatgttgggttaagtccegcaacgagegceaacccttgatcttagttgecagceatt



>ELS12 16SrRNA _697bp_Priestia sp.
Ctccaccgacttcgggtgttayaaactctcgyggtgtgacgggceggtgtgtacaaggcccgggaacgtattcaccgeggeatgcetgatccgegattactageratt
ccrrcttcatgyaggcgagttgcagcctrcaatccgaactgagamyggytttatrggattggytysacctcgeggyytygeagececkttgtacerkecattgtagy
acgtgtgtagcccaggtcataaggggcatgatgatttgacgtcatccccaccttcctceggtttgtcaccggceagtcaccttagagtgcccameyraatksykgsm
amywaaawymarggktksssyysktkssggamytwamccmacmwyyymmsammmsarcykrmsammamcmwkcmmecaccyggym
ytctstsycccgaaggaraacgctctatctctaragttswcagagrakkymaaracykgkwarggtyctycsgktksytycaawtwaamemmewtscycc
accsytggtgcggbccccckycawtycyttgraktttcagtctkscraccktacyccccaggcgaattgcettaakgcekttacctgcascactagggggeggaaac
cctctaacacttascactcatcgtttacggcgkgacactaccaggkatatctaaycctgtttgctccccacgctttcgegectcagegte

>ELS13_16SrRNA_608bp_Priestia sp.
Gttgttagggaagaacaagtacgagagtaactgctcgtaccttgacggtacctaaccagaaagccacggctaactacgtgccagcagecgeggtaatacgtaggt
ggcaagcgttatccggaattattgggegtaaagegegegceaggeggtttcttaagtctgatgtgaaageccacggcetcaaccgtggagggtcattggaaactgggg
aacttgagtgcagaagagaaaagcggaattccacgtgtagcggtgaaatgcgtagagatgtggaggaacaccagtggcgaaggeggctttttggtetgtaactga
cgctgaggcgcgaaagegtggggagcaaacaggattagataccetggtagtccacgcecgtaaacgatgagtgctaagtgttagagggtttcecgecctttagtgetg
cagctaacgcattaagcactccgectggggagtacggtcgcaagactgaaactcaaaggaattgacgggggeccgcacaagcggtggageatgtggtttaattcg
aagcaacgcgaagaaccttaccaggtcttgacatcctctgacaactctagagatagagegttceecttcgggggacagagt

>ELS14 16SrRNA_663bp_Paenibacillus sp.
Gcaagcctgacggagcaacgccgcegtgagtgatgaaggttttcggatcgtaaagetetgttgccagggaagaacgtcgeggagagtaactgctctgcgaatgac
ggtacctgagaagaaagccccggctaactacgtgccagcagecgeggtaatacgtagggggceaagegttgtccggaattattgggegtaaagegegegeagge
gottttttaagtctggtgtttaagcccggggcetcaaccecggttcgcaccggaaactggaagacttgagtgcaggagaggaaageggaattccacgtgtageggtg
aaatgcgtagagatgtggaggaacaccagtggcgaaggceggctttctggactgtaactgacgctgaggcgegaaagegtggggagcaaacaggattagatace
ctggtagtccacgcecgtaaacgatgagtgctaggtgttaggggtttcgataccettggtgccgaagtaaacacaataagcactccgectggsgagtacgcetcgeaa
gagtgaaactcaaaggaattgacggggacccgcacaagcagtggagtatgtggtttaattcgaagcaacgcgaagaaccttaccaggtcttgacatcectctgcaa
gycacagagatgtggccctccttcgggacagagga

>ELS15_16SrRNA_734bp_Priestia sp.
Tgagtgatgaaggctttcgggtcgtaaaactctgttgttagggaagaacaagtacgagagtaactgetygtaccttgacggtacctaaccagaaagecacggctaa
ctacgtgccagcagecgeggtaatacgtaggtggcaagegttatccggaattattgggegtaaagegegegceaggeggtttcttaagtctgatgtgaaagceecacg
gctcaaccgtggagggtcattggaaactggggaacttgagtgcagaagagaaaagcggaattccacgtgtageggtgaaatgcgtagagatgtggaggaacacc
agtggcgaaggeggctttttggtctgtaactgacgetgaggegegaaagegtggggagcaaacaggattagataceetggtagteccacgecgtaaacgatgagtg
ctaagtgttagagggtttccgccctttagtgctgcagctaacgceattaagcactcegectggggagtacggtcgcaagactgaaactcaaaggaattgacggggge
ccgcacaagcggtggagcatgtggtttaattcgaagcaacgcgaagaaccttaccaggtcttgacatcetctgacaactctagagatagagcgttceccttcggggg
acagagtgacaggtggtgcatggttgtcgtcagctegtgtcgtgagatgttgggttaagtcccgecaacgagegcaaccettgatcettagttgecagceatt

>ELS16_16SrRNA_850bp_ Bacillus sp.
Actcctacgggaggcagcagtagggaatcttccgcaatggacgaaagtctgacggagcaacgceecgegtgagtgatgaaggetttcgggtegtaaaactcetgttgt
tagggaagaacaagtgctagttgaataagctggcaccttgacggtacctaaccagaaagecacggctaactacgtgccagcagecgceggtaatacgtaggtggea
agcgttatccggaattattgggegtaaagcgegegeaggtggtticttaagtctgatgtgaaageccacggcetcaaccgtggagggtcattggaaactgggagactt
gagtgcagaagaggaaagtggaattccatgtgtagcggtgaaatgcgtagagatatggaggaacaccagtggcgaaggcgactttctggtetgtaactgacactg
aggcgcgaaagcgtggggagcaaacaggattagataccetggtagtccacgecgtaaacgatgagtgctaagtgttagagggttteccgecctttagtgetgaagtt
aacgcattaagcactccgcectggggagtacggccgcaaggctgaaactcaaaggaattgacgggggceccgcacaageggtggageatgtggtttaattcgaage
aacgcgaagaaccttaccaggtcttgacatcctctgaaaactctagagatagagcettctecttcgggagcagagtgacaggtggtgcatggttgtegtcagetegtgt
cgtgagatgttgggttaagtcccgcaacgagcegcaaccettgatettagttgecatcattaagttgggeactctaaggtgactgceggtgacaaaccggaggaaggt
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>ELS17_16SrRNA_797bp_Peribacillus sp.
Cgcaatggacgaaagtctgacggagcaacgccgegtgaacgaagaaggcecticgggtegtaaagttctgttgttagggaagaacaagtaccagagtaactgetg
gtaccttgacggtacctaaccagaaagccacggctaactacgtgccagcagecgceggtaatacgtaggtggcaagegttgtccggaattattgggegtaaagege
gcgcaggtggttccttaagtctgatgtgaaagcccacggctcaaccgtggagggteattggaaactggggaacttgagtgcagaagaggaaagtggaattccaag
tgtagcggtgaaatgcgtagagatttggaggaacaccagtggcgaaggcegacttictggtctgtaactgacactgaggcgegaaagegtggggagcaaacagga
ttagataccctggtagtccacgccgtaaacgatgagtgctaagtgttagagggtttccgecctttagtgetgcagctaacgcattaagcactccgectggggagtacg
gccgcaaggctgaaactcaaaggaattgacgggggeccgcacaageggtggageatgtggtttaattcgaagcaacgcgaagaaccttaccaggtettgacate
ctctgacaaccctagagatagggctttccecttcgggggacagagtgacaggtggtgcatggttgtegtcagetegtgtegtgagatgttgggttaagtceccgeaac
gagcgcaacccttgatcttagttgccagcattcagttgggcactctaaggtgactgecgg



>EL18S_16SrRNA_743bp_Priestia sp.
Tgagtgatgaaggctttcgggtcgtaaaactctgttgttagggaagaacaagtacaagagtaactgcettgtaccttgacggtacctaaccagaaagccacggcetaac
tacgtgccagcagccgeggtaatacgtaggtggcaagcegttatccggaattattgggegtaaagcgegegceaggeggtttcttaagtctgatgtgaaagcccacgg
ctcaaccgtggagggtcattggaaactggggaacttgagtgcagaagagaaaagcggaattccacgtgtagcggtgaaatgcgtagagatgtggaggaacacca
gtggcgaaggceggctttttggtetgtaactgacgctgaggegcgaaagegtggggagcaaacaggattagatacectggtagtccacgecgtaaacgatgagtge
taagtgttagagggtttccgeectttagtgctgcagctaacgcattaagcactccgectggggagtacggtcgcaagactgaaactcaaaggaattgacgggggec
cgcacaagcggtggagcatgtggtttaattcgaagcaacgcgaagaaccttaccaggtcttgacatcctctgacaactctagagatagagegttceccttcggggga
cagagtgacaggtggtgcatggttgtcgtcagcetegtgtegtgagatgttgggttaagtcccgcaacgagcegcaaccettgatcttagttgccagcatttagttggge

>ELS19 16SrRNA_821bp_Priestia sp.
Acacggcccagactcctacgggaggcagceagtagggaatcttccgcaatggacgaaagtctgacggagcaacgcecgegtgagtgatgaaggctttcgggtegt
aaaactctgttgttagggaagaacaagtacgagagtaactgctcgtaccttgacggtacctaaccagaaagccacggctaactacgtgccagcagecgeggtaata
cgtaggtggcaagcgttatccggaattattgggegtaaagegegegceaggeggtticttaagtctgatgtgaaageccacggcetcaaccgtggagggtcattggaa
actggggaacttgagtgcagaagagaaaagcggaattccacgtgtagcggtgaaatgcgtagagatgtggaggaacaccagtggegaaggeggctttttggtetg
taactgacgctgaggcgcgaaagegtggggagcaaacaggattagataccctggtagtccacgcecgtaaacgatgagtgctaagtgttagagggtttcegeccttt
agtgctgcagctaacgcattaagcactccgectggggagtacggtcgcaagactgaaactcaaaggaattgacgggggceccgcacaageggtggageatgtggt
ttaattcgaagcaacgcgaagaaccttaccaggtcttgacatcctctgacaactctagagatagagcegttccecttcgggggacagagtgacaggtggtgcatggtt
gtcgtcagctegtgtegtgagatgttgggttaagtcccgcaacgagegcaacccettgatcttagttgecageatttagttggge

>ELS20_16SrRNA_830bp_Priestia sp.
tcctacgggaggcagcagtagggaatcttccgcaatggacgaaagtctgacggagcaacgecgegtgagtgatgaaggctttcgggtegtaaaactctgttgttaggga
agaacaagtacgagagtaactgctcgtaccttgacggtacctaaccagaaagccacggctaactacgtgccagcagecgceggtaatacgtaggtggcaagegttatce
ggaattattgggcgtaaagcgcegcgcaggeggtticttaagtctgatgtgaaageccacggctcaaccgtggagggteatiggaaactggggaacttgagtgcagaaga
gaaaagcggaattccacgtgtagcggtgaaatgcgtagagatgtggaggaacaccagtggcgaaggeggctttttggtetgtaactgacgctgaggegcgaaagegtg
gggagcaaacaggattagataccctggtagtccacgccgtaaacgatgagtgctaagtgttagagggtttccgecctttagtgetgcagcetaacgceattaagcactcege
ctggggagtacggtcgcaagactgaaactcaraggaattgacgggggeccgcacaageggtggagceatgtggtttaaticgaagcaacgcgaagaaccttaccaggt
cttgacatcctctgacaactctagagatagagcegttccccttcgggggacagagtgacaggtggtgceatggttgtcgtcagetegtgtegtgagatgttgggttaagteecg
caacgagcgcaacccttgatcttagttgccagcatttagttgggcactctaaggtgactgcecggtga

Whioski podsumowujace

1. Na podstawie przeprowadzonych analiz molekularnych zidentyfikowano 20 nowych izolatow
drozdzy oraz 4 izolaty bakterii, ktore zdeponowano w SYMBIO-BANK-u 10-PIB,
Skierniewice.

2. W doswiadczeniu polowym wykazano wysoka skuteczno$¢ stosowania nawozowych
produktow mikrobiologicznych na zwigkszenie cech wzrostu lisci 1 biomasy systemu
korzeniowego roslin truskawki oraz istotne zwickszenie wystgpowania arbuskularnych
grzybow mikoryzowych w korzeniach 1 liczby formowanych zarodnikow AGM w glebie
ryzosferowej.

3. Zastosowanie konsorcjow pozytecznych mikroorganizmow wptyngto biostymulujaco na
formowanie roztogéw i sadzonek roztogowych roslin truskawki.

4. Najkorzystniejszy wpltyw na wydajno$¢ fotosyntetyczng w liSciach truskawki miata laczna
aplikacja Konsorcjum 2 i kwasé6w humusowych.



PODZADANIE 3
Wdrozenie nowo opracowanych nawozowych produktow mikrobiologicznych do
praktyki ogrodniczej oraz opracowanie instrukcji wdrozeniowej dla ekologicznej uprawy
roslin truskawki.

Wstep

Nowo opracowane technologie uprawy ro$lin truskawki z zastosowaniem nawozowych
produktow mikrobiologicznych zostang wdrozone do praktyki ogrodniczej, co przyczyni si¢ do
zwickszenia wielkosci i jakosci plonowania ro$lin sadowniczych oraz poprawy zyznosci gleby
w uprawach ekologicznych truskawki. W zadaniu opracowano nowe konsorcja pozytecznych
mikroorganizméw 1 okre$lono ich skuteczno$¢ w stymulacji wzrostu i plonowania roslin
truskawki oraz ich wplyw na mikrobiom korzeni i gleby. Wdrozenie innowacyjnych
nawozowych produktéw mikrobiologicznych do praktyki umozliwi dalszy rozwoj technologii
ekologicznej uprawy roslin sadowniczych, w warunkach glebowo-klimatycznych Polski. Nowo
opracowane w ramach zadania nawozowe produkty mikrobiologiczne sg lepsze od metod
konwencjonalnych, gdyz oparte sg na naturalnych kwasach humusowych i rodzimych
pozytecznych mikroorganizmach. Sg skuteczne, ekonomicznie optacalne i bezpieczne dla
zdrowia cztowieka, roslin, gleb, wod i powietrza oraz dobrostanu zwierzat. Sg to produkty
bezpieczne, chronigce zdrowie cztowieka i srodowisko naturalne.

Cel badania

Gléwnym celem zadania bylo opracowanie instrukcji wdrozeniowej dla producentow
ekologicznych, w celu wdrozenia do praktyki nowo opracowanych nawozowych produktow
mikrobiologicznych oraz technologii ich aplikacji.

Szczegotowy opis badania

W 2025 r. przewiduje si¢ wdrozenie uzyskanych w ramach zadania konsorcjow
mikroorganizméw do praktyki ogrodniczej. Pro-§rodowiskowe cele zadania s3 zgodne z
priorytetami Komisji Europejskiej w zakresie Europejskiego Zielonego tadu, Programu
Horizon Europe oraz rolnictwa ekologicznego i ochrony srodowiska naturalnego.

Metody dzialan i przeprowadzania analiz w zadaniu

1. Wszystkie uzyskane wyniki zostaly opracowane statystycznie z uzyciem programu
Statistica. Okreslenie istotnosci réznic lub ich braku umozliwito wyciagnigcie prawidlowych
wnioskéw z doswiadczen.

2. Na podstawie uzyskanych wynikow badan opracowano instrukcj¢ wdrozeniowa stosowania
nawozowych produktéw mikrobiologicznych, co umozliwi wdrozenie wynikéw do praktyki
ogrodniczej.



