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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sa nowe szczepy zimnolubnych bakterii, kompozycja zawierajaca takie
szczepy, sposéb bioaugmentacji gleby powyzszymi szczepami i ich zastosowanie do promowania wzro-
stu roslin, przyrostu biomasy roslin, ochrony roslin przed patogenami oraz zwiekszenia biodostepnosci
zelaza w glebie.

Dziedzina techniki

Strefa korzeniowa roslin jest jednym z najliczniej zasiedlonych przez mikroorganizmy obszarow
gleby. Wiele bakterii obecnych w ryzosferze wykazuje korzystny wptyw na rosliny, przez co nazywane
sa bakteriami promujacymi wzrost roslin (PGPB, ang. Plant Growth Promoting Bacteria). Poprawa kon-
dycji roslin moze wynika¢ posrednio lub bezposrednio z dziatania drobnoustrojow. Dziatania posrednie
obejmuja przede wszystkim ograniczenie wzrostu patogenéw (dzieki wytwarzanym grzybostatykom
lub antybiotykom), natomiast bezposrednie mechanizmy promocji wzrostu wigza sie m.in. z: (i) produk-
cja hormonow roslinnych, (i) utatwieniem przyswajania azotu, (iii) zwiekszeniem biodostepnosci fosforu,
(iv) zdolnoscia do rozktadania zwigzkow ztozonych i ksenobiotykéw oraz (v) produkcjg szerokiej gamy
metabolitow wtornych, takich jak biosurfaktanty i zwigzki chelatujace zelazo.

Zelazo jest czwartym najbardziej rozpowszechnionym pierwiastkiem na Ziemi, bedac jednocze-
$nie niezbednym mikroelementem do wzrostu i metabolizmu organizméw zywych. W Ssrodowisku wy-
stepuje ono zwykle jako Fe(lll) w formie tlenkow i wodorotienkow i jest bardzo stabo rozpuszczalne w pH
powyzej 3. Zelazo jest sktadnikiem wielu istotnych enzymaéw roslinnych, takich jak cytochromy tancucha
transportu elektronéw. Ponadto, bierze ono udziat w biosyntezie chlorofilu oraz w utrzymaniu struktury
i funkcji chloroplastéw. Biorac pod uwage istotng role zelaza w funkcjonowaniu roslin, jego niska biodo-
stepnos¢ sprawia, Ze jest ono jednym z gtéwnych czynnikéw limitujacych ich wzrost naturze. W toku
ewolucji, mikroorganizmy wyksztatcity skuteczne mechanizmy poboru zelaza ze srodowiska. Jed-
nym z nich jest zdolno$¢ do wytwarzania syderoforéw. Sg to niewielkie strukturalnie zwigzki, o ma-
sie czasteczkowej od 500 do 1500 daltonow, ktére wykazuja silne powinowactwo do zelaza (lll).
Do tej pory zidentyfikowano kilkaset r6znych syderoforow, klasyfikowanych na podstawie grup funk-
cyjnych do czterech podstawowych klas: i) hydroksamowych, ii) katecholowych, iii) karboksylowych
i iv) mieszanych.

Niektore rosliny posiadajg zdolno$¢ do wytwarzania syderoforéow, ale dotyczy to gtéwnie jednoli-
sciennych traw (Poeceae). Gtdwne mechanizmy poboru Zelaza przez rosliny obejmuja przede wszyst-
kim: i) aktywnos¢ reduktaz Fe(lll); ii) uwalnianie posrednich zwiazkéw redukujacych zelazo, np. fenoli;
czy tez iii) zakwaszanie ryzosfery. Co istotne, wiele gatunkéw roslin wyksztatcito receptory, ktére roz-
poznajg i umozliwiaja wychwyt syderoforow wytwarzanych przez bakterie. W ten sposéb wykorzy-
stuja one metabolity drobnoustrojow w celu uzupetnienia niedoboru Zelaza. Ponadto wykazano,
ze syderofory pochodzenia bakteryjnego maja korzystny wptyw na indukcje systemicznej i nabyte;
odpornosci u roslin.

Wiele gatunkéw roslin uprawnych na $wiecie rozpoczyna cykl wegetacyjny wczesng wiosnag
lub nawet pdzna zimg. Okresy te charakteryzujg sie niskimi temperaturami oraz przymrozkami. W takich
warunkach, powszechnie stosowane (jako bionawozy) bakterie mezofiine wykazuja niska aktywnosé
metaboliczng i zarazem nie promuja wydajnie wzrostu roslin. Zastosowanie bakterii zimnolubnych (wyi-
zolowanych np. z rejonéw polarnych) stanowi skuteczng alternatywe dla bakterii mezofilnych, poniewaz
ich wlasciwosci psychrotolerancyjne, jak i szeroki zakres tolerancji temperatur, niwelujg ograniczenia
termiczne w promocji wzrostu roslin. Ponadto, ewolucyjne dostosowanie psychrotolerantéw do ekstre-
malnych warunkéw srodowiska wymusito na nich wyksztatcenie odpowiednich cech adaptacyjnych, ta-
kich jak np. zdolno$¢ do produkcji pigmentow ochronnych, biosurfaktantéw i syderoforow.

Ze stanu techniki znane jest zgtoszenie US2021054028 ujawniajace sposdb pobudzania wzrostu
roslin i rozwoju korzeni, polepszania tolerancji na stres u rosliny, zwiekszania plonéw rosliny, dostar-
czania tlenku azotu do rosliny lub zwiekszania produkcji chlorofilu w roslinie obejmujacy podawanie
peptydowego syderoforu, bakterii produkujacych syderofor peptydowy lub kompozycji zawierajacej sy-
derofor peptydowy do rosliny.

Zgtoszenie CN111849815 ujawnia szczep rhizobacteria Gxun-20 pobudzajacy wzrost roslin.
Szczep bakteryjny Brevibacillus brevis charakteryzuje sie wydajnym wydzielaniem kwasu indolilo-3-oc-
towego, rozpuszczaniem fosforu i zdolnosciami pobudzania wzrostu roslin. Szczep to bakteria Gram
dodatnia Brevibacillus brevis o morfologii okragtej, gtadkiej, wypuktej i biatej kolonii bakteryjnej. Szczep
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Gxun-20 moze by¢ stosowany do wspomagania wzrostu i rozwoju roslin, dzieki czemu skutecznie
zmniejsza sie zuzycie nawozow chemicznych i tym samym niszczenie gleby.

Publikacja V. Nehra et al. 2016 ,Evaluation of Brevibacillus brevis as a potential plant growth
promoting rhizobacteria for cotton (Gossypium hirsutum) crop” SpringerPlus 5(1):948 ujawnia szczep
PGPR Brevibacillus brevis wptywajacy pozytywnie na wegetacje baweiny poprzez stymulowanie wzro-
stu roslin. Szczep wyselekcjonowano ze 156 najbardziej obiecujacych izolatow. Izolat bakterii zostat
sprawdzony pod katem wzrostu i przezycia w wysokich temperaturach. |zolat byt przeanalizowano
rowniez pod katem cech PGP wykazywanych po obrébce cieplnej. Identyfikowano izolat pod wzgle-
dem morfologicznym, biochemicznym i przeprowadzono charakterystyke molekularng. Izolat zostat
uznany za posiadajacy wiele atrybutéow PGP, takich jak IAA, ARA, dziatanie przeciwgrzybicze i pro-
dukcja amoniaku.

Badania w zakresie wykorzystania zimnolubnych szczepéw do promocji wzrostu roslin sa nieu-
stannie prowadzone. W dzisiejszych czasach, przy ciagtej zmianie klimatu i coraz wyzszej liczbie lud-
nosci, niezbedne sa nowatorskie i skuteczne rozwigzania dla rolnictwa. Problemem technicznym jest
dostarczenie zimnolubnych szczepdw bakterii, ktére beda stanowi¢ zrodto nowych i unikalnych cech
o potencjalnym zastosowaniu w wielu gateziach przemystu.

Przedmiotem wynalazku jest szczep Pseudomonas sp. ANT_H12B zdeponowany w Polskiej Kolekcji
Mikroorganizmoéw (PCM) Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN pod numerem B/00321.

Przedmiotem wynalazku jest szczep Psychrobacter sp. ANT_HS9 zdeponowany w Polskiej Kolekcji
Mikroorganizmoéw (PCM) Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN pod numerem B/00322.

Przedmiotem wynalazku jest takze szczep Bacillus sp. ANT_WAS1 zdeponowany w Polskiej Kolekcji
Mikroorganizmow (PCM) Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN pod numerem B/00320.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest kompozycja do bioaugmentacji gleby zawierajaca szczep
Pseudomonas sp. ANT_H12B zdeponowany w Polskiej Kolekcji Mikroorganizmoéw (PCM) Instytutu Im-
munologii i Terapii Doswiadczalnej PAN pod numerem B/00321 i/lub Psychrobacter sp. ANT_H59 zde-
ponowany w Polskiej Kolekcji Mikroorganizmoéw (PCM) Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalne;
PAN pod numerem B/00322, i/lub Bacillus sp. ANT_WA51 zdeponowany w Polskiej Kolekcji Mikroor-
ganizmow (PCM) Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN pod numerem B/00320.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest zastosowanie powyzej okreslonych szczepdéw do promocii
wzrostu roslin, przyrostu biomasy roslin, ochrony roslin przed patogenami oraz zwiekszenia biodostep-
nosci zelaza w glebie.

Nastepnym przedmiotem wynalazku jest sposéb bioaugmentacji gleby, w ktérym glebe inokuluje
sie szczepem psychrotolerancyjnym Pseudomonas sp. ANT_H12B zdeponowanym w Polskiej Kolekciji
Mikroorganizméw (PCM) Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN pod numerem B/00321
i/lub Psychrobacter sp. ANT_H59 zdeponowanym w Polskiej Kolekcji Mikroorganizmoéw (PCM) Instytutu
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN pod numerem B/00322, i/lub Bacillus sp. ANT_WA51 zde-
ponowanym w Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw (PCM) Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalne;
PAN pod numerem B/00320.

Korzystnie, proces inokulacji obejmuje nastepujace etapy:

a) namnozenie bakterii na podtozu hodowlanym

b) oddzielenie biomasy bakteryjnej od podtoza

c) oczyszczenie bakteryjnej biomasy z podtoza i resztek metabolitéw bakterii
d) ustalenie odpowiedniej proporcji objeto$ci hodowli bakteryjnej do gleby

e) dodanie biomasy bakteryjnej do gleby

Korzystnie, bakterie namnaza sie w podiozu ptynnym.

Korzystnie, biomase oczyszcza sie roztworem soli fizjologicznej NaCl 0,85%.

Korzystnie, warto$¢ optyczna gestosci hodowli mierzona przy dtugosci fali rownej 600 nm wy-
nosi 0,2 dla szczepu Pseudmonas sp. ANT_H12B zdeponowanego pod nr B/00321 i Psychrobacter sp.
ANT_H59 zdeponowanego pod nr. B/00322 i 0,4 dla szczepu Bacillus sp. ANT_WAS51 zdeponowanego
pod nr. B/00320. Korzystnie, hodowle mikroorganizmoéw dodaje sie do gleby w proporcji 0,4 L/kg suche;
masy gleby.

Przedstawiony wynalazek dotyczy promocji wzrostu roslin za pomoca bicaugmentacji gleby psy-
chrotolerancyjnymi (zimnolubnymi) szczepami bakterii — Pseudomonas sp. ANT_H12B, Psychrobac-
ter sp. ANT_H59 i Bacillus sp. ANT_WAS1.

Analizy genomiczne zastrzeganych szczepdw bakterii, potwierdzone nastepnie licznymi bada-
niami funkcjonalnymi, ujawnity szerokie spektrum cech okreslanych jako promujace wzrost roslin. Jedna
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z takich cech jest zdolno$¢ do wydajnej produkcji zwiazkéw chelatujgcych zelazo — syderoforow.
Szczepy wedtug wynalazku wytwarzaja trzy rézne typy syderoforow — piowerdyne, wibrioferryne i bacil-
libaktyne. Analizy potwierdzity wptyw bakterii produkujacych syderofory na zwiekszenie biodostepnos¢
zelaza w badanej glebie, co bezposrednio przektada sie na lepsza kondycje roslin. Co wiecej, sydero-
fory produkowane przez bakterie moga bezposrednio ogranicza¢ rozwdj patogenow, jak i wptywaé ko-
rzystnie na systemy ochronne roslin. Zaréwno Pseudomonas sp. ANT_H12B, Psychrobacter sp.
ANT_HS9, jak i Bacillus sp. ANT_WAS1 wykazujg zdolno$ci grzybostatyczne, co réwniez zwigzane jest
z wytwarzaniem przez nie syderoforow.

Szczepy bakterii wedtug wynalazku produkujg ponadto wiele uzytecznych w $rodowisku enzy-
moéw (np, celulazy, ureazy i chitozanazy), co pozwala na dekompozycje licznych zwigzkéw organicz-
nych, w tym ksenobiotykdw wystepujacych w glebie. Obecnos$¢ enzymow wraz ze zdolnoscig badanych
bakterii do produkcji biosurfaktantéw znacznie zwieksza zasobnos$¢ i utatwia pobor zwigzkéw odzyw-
czych przez rosliny. Istotng cecha badanych bakterii jest rowniez wydzielanie kwasu indolilo-3-octo-
wego, ktory jest hormonem roslinnym z grupy auksyn.

Inokulacja gleby szczepami bakterii

Inokulacje gleby szczepami bakterii Pseudomonas sp. ANT_H12B, Psychrobacter sp. ANT_H59
i Bacillus sp. ANT_WAS1 prowadzi sie w ten sposdb, ze bakterie dodawane sg niezaleznie do gleby
w postaci zawiesiny o odpowiedniej liczebnosci mikroorganizméw. Bioaugmentacja gleby powinna byé
przeprowadzona w odpowiednim stosunku objetosciowym zawiesiny bakteryjnej do gleby oraz w odpo-
wiednim czasie poprzedzajacym inne zabiegi np. sadzenie roslin.

Sposob inokulacji w korzystnej realizacji obejmuje nastepujace etapy:

przygotowanie hodowli mikroorganizméw o odpowiedniej liczebnosci

odwirowanie biomasy bakteryjnej

zawieszenie biomasy bakteryjnej w roztworze soli fizjologicznej (NaCl 0,85%)

zachowanie odpowiedniej proporcji objetosci hodowli bakteryjnej do gleby

Etap a) W celu przeprowadzenia inokulacji/bioaugmentacji gleby szczepami bakterii Pseudomo-
nas sp. ANT_H12B, Psychrobacter sp. ANT_HS59 i Bacillus sp. ANT_WAS51 konieczne jest ich
namnozenie (oddzielnie) na odpowiednim podtozu hodowlanym w celu uzyskania dostatecznej li-
czebnosci komorek, a nastepnie dodanie ich do gleby. Specjalista w dziedzinie bedzie w stanie
wybra¢ odpowiednie podtoze mikrobiologiczne do namnozenia komodrek, przyktadowo moze by¢ to
podtoze ptynne LB (Luria Bertani).

Etap b) W kolejnym etapie konieczne jest oddzielenie biomasy bakteryjnej od pozostatej cieczy poho-
dowlanej. Separacja moze by¢ wykonana w dowolny znany w dziedzinie sposéb, na przyktad po-
przez wirowanie w wiréwce z predkoscia 7000 rpm przez 8 minut.

Etap c) Nastepny etap dotyczy oczyszczenia uzyskanej biomasy bakteryjnej z resztek podtoza
ptynnego i metabolitéw bakterii. Etap ten powinien by¢é wykonany za pomoca dwukrotnego przeptu-
kiwania biomasy bakteryjnej roztworem soli fizjologicznej (NaCl 0,85%) w objetosci identycznej
jak objetos¢ podtoza.

Etap d) Kolejnym krokiem jest ustalanie odpowiednich proporcji mieszania odwirowanych w etapie b)
oraz zawieszonych w roztworze w etapie c) mikroorganizmow z gleba. Etap ten wymaga doktadnego
okreslenia gestosci optycznej hodowli. Warto$¢ optyczna gestosci hodowli (ang. optical density) mie-
rzona przy diugosci fali rownej 600 nm powinna wynosi¢ 0,2 w przypadku Pseudmonas sp. ANT_H12B
i Psychrobacter sp. ANT_H59, natomiast 0,4 w przypadku Bacillus sp. ANT_WAS51. Przygotowane w po-
wyzszy sposob hodowle mikroorganizmoéw powinny by¢ dodawane do gleby w proporcji 0,4 L/kg suchej
masy gleby. Tak przeprowadzona inokulacja gleby spowoduje, Ze w glebie bedzie znajdowalo sie
ok. 108 jednostek tworzacych kolonie/ml [JTK/ml)/g s.m. gleby.

Zwiekszanie biodostepnosci zelaza w glebie

Nastepny etap dotyczy zwiekszenia biodostepnosci zelaza w glebie. Na skutek bioaugmentacji
gleby szczepem Pseudomonas sp ANT_H12B. W celu ustalenia zawarto$ci biodostepnego zelaza
w glebie przeprowadzono procedure ekstrakcji zgodnie ze standardem ISO/DIS 14870. Sposréd trzech
wymienionych w wynalazku szczepdw bakterii, tj.. Pseudomonas sp. ANT_H12B, Psychrobacter sp.
ANT_HS9 i Bacillus sp. ANT_WAS51, tylko Pseudomonas sp ANT_H12B zwiekszat biodostepnosc¢ ze-
laza w glebie o ~29% w stosunku do wariantow niebioaugmentowanych. Co wiecej, inokulacja gleby
szczepem ANT_H12B skutkowata zwiekszeniem zawartosci zelaza w korzeniach roslin (lucerny — Me-
dicago sativa L.). o ~14% w stosunku do roslin rosnacych w nieinokulowanej glebie. Efekt zwiekszenia
biodostepnosci zelaza obserwowano po 28 dniach od inokulacji.

0O O T o
— — = =
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Wiasciwosci grzybostatyczne

Kolejny etap dotyczy wtadciwosci grzybostatycznych szczepdw Pseudomonas sp. ANT_H12B,
Psychrobacter sp. ANT_H59 i Bacillus sp. ANT_WA51. Szczep ANT_H12B wykazywat wtasciwosci
grzybostatyczne przeciwko Umbelopsis ramaniana, podczas gdy Psychrobacter sp. ANT_H59 ograni-
czat wzrost grzybow z rodzaju Trichoderma sp. Szczep Bacillus sp. ANT_WA51 wykazywat natomiast
dziatanie grzybostatyczne w stosunku do: U. ramaniana, Umbelopsis isabelina, Thamnidium elegans,
Asperqillus niger, Aspergillus ochraceus, Penicillium expansum, Botrytis cinerea, Alternaria sp., Clado-
sporium sp., Trichoderma sp., Fusarium tricinctum i Fusarium sporotrichioides. Efekt grzybostatyczny
stwierdzono po 7 dniach obserwacji.

Indukcja przyrostu biomasy roslin

Kolejny etap obejmuje zastosowanie szczepdw: Pseudomonas sp. ANT_H12B, Psychrobac-
ter sp. ANT_HS59 i Bacillus sp. ANT_WAS51 do indukcji przyrostu biomasy roslin (lucerny — Medicago
sativa L.). Bioaugmentacja gleby zaréwno szczepem Pseudomonas sp. ANT_H12B, Psychrobacter sp.
ANT_HS9 oraz Bacillus sp. ANT_WAS51 przyczyniata sie do zwiekszanie biomasy peddw roslin hodo-
wanych w glebie ogrodowej o kolejno: ~25%, ~22% i ~26% w stosunku do roslin hodowanych w glebie
niebioaugmentowanej. Przyrost biomasy korzeni odnotowano jedynie w przypadku zastosowania
szczepu Pseudomonas sp. ANT_H12B, ktéry wynosit ~40% wzgledem kontroli. Zastosowanie szcze-
pdw Psychrobacter sp. ANT_HS9 i Bacillus sp. ANT_WAS51 nie wptyneto istotnie na przyrost biomasy
czesci podziemnych roslin. Obserwacje przeprowadzono po 21 dniach eksperymentu.

Szczepy ANT_H12B, ANT_H59 i ANT_WA51 moga zosta¢ wykorzystane do zwiekszania bio-
masy nadziemnych czesci roslin, np. pastewnych, zielarskich czy spozywczych. Bioaugmentacja
gleby szczepem ANT_H12B moze zosta¢ dodatkowo wykorzystana do zwiekszania biomasy roslin,
dla ktérych rozwéj korzeniowy odgrywa szczegdinie istotna role. Przyktadem takich roslin moga byé
korzeniowe rosliny uprawne takie jak np. marchew, pietruszka, burak ¢wiktowy czy rzodkiew. Za-
stosowanie zimnolubnych bakterii pozwala na zastosowanie wynalazku we wczesnych okresach
wegetacji roslin — w warunkach niskich temperatur i przymrozkow.

Inne wiasnosci

Dodatkowo wykazano szereg cech badanych szczepdw, ktére przyczyniaja sie do promocji wzro-
stu rodlin. Pseudomonas sp. ANT_H12B oraz Bacillus sp. ANT_WAS51 rozpuszczajg nieorganiczne
zwigzki fosforu (np. Cas(POs)2), degradujg celuloze i wytwarzajg hormony roslinne, takie jak kwas indo-
looctowy (IAA). ANT_H12B posiada ponadto zdolno$¢ do denitryfikacji zwigzkéw azotowych, natomiast
ANT_WA51 wykazuje wtasciwosci proteolityczne. Co wiecej, Psychrobacter ANT_H59 i Bacillus
ANT_WA51 rozktadaja lipidy i produkuja biosurfaktanty. Co istotne, wszystkie trzy przedstawione w wy-
nalazku szczepy wytwarzaja syderofory.

Zatem rozwigzanie wedtug wynalazku obejmuje sposéb bioaugmentacji gleby nowymi szczepami
bakterii, ktory prowadzi do: i) zwiekszenia biodostepnosci zelaza w glebie, ii) chroni rosliny przed pato-
genami, a takze iii) wywiera korzystny wptyw na przyrost biomasy roslin.

Opis figur

Dla lepszego zrozumienia wynalazku, zostat on zilustrowany w nieograniczajacych przyktadach
wykonania oraz na zatgczonych figurach rysunku, na ktorych:

Fig. 1 przedstawia analize dtugosci pedéw roslin hodowanych przez 21 dni na glebie bioaugmentowanej
szczepem bakterii: Pseudomonas sp. ANT_H12B, Psychrobacter sp. ANT_H59 i Bacillus sp.
ANT_WAS51, a takze na glebie nie poddanej bioaugmentaciji.

Fig. 2 przedstawia analize biomasy peddéw roslin hodowanych przez 21 dni na glebie bioaugmentowanej
szczepem bakterii: Pseudomonas sp. ANT_H12B, Psychrobacter sp. ANT_H59 i Bacillus sp.
ANT_WAS51, a takze na glebie nie poddanej bioaugmentaciji.

Fig. 3 przedstawia analize biomasy korzeni roslin hodowanych przez 21 dni na glebie bioaugmentowa-
nej szczepem bakterii: Pseudomonas sp. ANT_H12B, Psychrobacter sp. ANT_HS9 i Bacillus sp.
ANT_WAS51, a takze na glebie nie poddanej bioaugmentaciji.

Fig. 4 przedstawia analize zawartosci biodostepnego zelaza, po 21 dniach obserwacji, w glebie bioaug-
mentowane] szczepem bakterii: Pseudomonas sp. ANT_H12B, Psychrobacter sp. ANT_H59 i Bacil-
lus sp. ANT_WAS1, a takze niepoddanej bioaugmentacji.

Fig. 5 przedstawia analize zawarto$ci zelaza w korzeniach roslin hodowanych przez 21 dni na glebie
bioaugmentowanej szczepem bakterii: Pseudomonas sp. ANT_H12B, Psychrobacter sp. ANT_HS59
i Bacillus sp. ANT_WAS51, a takze nie poddanej bioaugmentacji.
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Przyktad 1. Promowanie wzrostu roslin hodowanych pod wplywem bioaugmentacji gleby szcze-
pem bakterii: Pseudomonas sp. ANT_H12B, Psychrobacter sp. ANT_H59 i Bacillus sp. ANT_WAS51.

W prezentowanym przyktadzie wykorzystano glebe ogrodowa, ktérej inokulacje szczepami
Pseudomonas sp. ANT_H12B, Psychrobacter sp. ANT_HS59 i Bacillus sp. ANT_WAS51 przeprowadzono
zgodnie z wyzej opisang procedura, a takze rosline — lucerne siewng (Medicago sativa L.), odmiane
Tango. Odczyn gleby byt lekko kwasny i wynosit 6,85. Rosliny, ktére posadzono do gleby wzbogacone;j
mikroorganizmami, zostaty najpierw poddane hodowli wstepnej. Nasiona roslin lucerny zostaty posa-
dzone do gleby bez dodatku mikroorganizmdw i byty w niej inkubowane przez 7 dni. Hodowle wstepna
przeprowadzono w doniczkach zwierajacych 2 kg gleby. Po tym czasie, mtode rosliny zostaty przesa-
dzone do wczesniej przygotowanej gleby, ktéra poddano bioaugmentacji przedstawionymi w wynalazku
szczepami. Szczepy inokulowano osobno. Eksperyment ten prowadzono w jednakowych doniczkach
zawierajgcych po 2 kg gleby dla kazdego z wariantow, tj: i) kontrolnego, ii) bioaugmentowanego
ANT_H12B, iii) bioaugmentowanego ANT_H59 oraz iv) bioaugmentowanego szczepem ANT_WA51.
Kazdy wariant wykonano w trzech donicach (powtdrzeniach), zawierajacych po 25 roslin = tacznie 75
dla danego wariantu. Wyniki uzyskane po 21 dniach eksperymentu przedstawiono na Fig. 1, 2i 3.

Wykazano, ze bioaugmentacja gleby szczepem Pseudomonas sp. ANT_H12B, Psychrobac-
ter sp. ANT_HS9 i Bacillus sp. ANT_WAS1 przyczynita sie do wzrostu ogdinej biomasy pedow o kolejno:
~25%, ~22% i ~26% wzgledem roslin hodowanych na glebie niebioaugmentowanej. Wzrost biomasy
korzeni zaobserwowano jedynie w przypadku roslin rosnacych na glebie bioaugmentowanej szczepem
ANT_H12B i byta ona wyzsza o ~40% wzgledem kontroli.

Przyktad 2. Zwigkszanie biodostepnosci zelaza w glebie pod wplywem bioaugmentacji gleby
szczepem Pseudomonas sp. ANT_H12B.

W podanym przyktadzie, w celu okreslenia zawartosci biodostepnego zelaza w glebie, przepro-
wadzono procedure ekstrakcji zgodnie z miedzynarodowym standardem ISO/DIS 14870. Roztwor eks-
trakcyjny zawierat mieszanine: 0,005 M DTPA (kwasu dietylenotriaminopentaoctowego), 0,01 M CaCl:
i 0,1 M TEA (trietyloaminy); zbuforowana do pH 7,3. Do 2 ml roztworu ekstrakcyjnego dodano 1 g wy-
suszonej na powietrzu gleby i wytrzasano przez dwie godziny. Ekstrakty nastepnie przesaczono
przez filtry 0,21 ym i poddano dalszej analizie z wykorzystaniem atomowe] spektrometrii adsorpcyjne;.
Jako kontrolny roztwér do ekstrakcji zastosowano wode destylowang. Wszystkie ekstrakcje przeprowa-
dzono w trzech powtdrzeniach. Po 21 dniach obserwacji wykazano, Ze zawarto$¢ biodostepnego zelaza
w glebie wzrosta 0 29% w stosunku do gleby niepoddanej bioaugmentacji. Dodatkowo, lucerna siewna
(Medicago sativa L.), hodowana w glebie bioaugmentowanej szczepem ANT_H12B przez 21 dni (analogicz-
nie jak w przyktadzie nr. 1), zawierata podwyzszong zawartos$¢ zelaza w czesci korzeniowej — 0 ~14% wzgle-
dem roslin hodowanych w glebie niebioaugmentowanej. Analize réwniez wykonano atomowa spektroskopia
adsorpcyjng. Wyniki przedstawiono na Fig. 4 i 5.

Deficyt biodostepnego zelaza w glebie stanowi czesto czynnik limitujacy wzrost roslin. Bioaug-
mentacja gleby szczepem ANT_ H12B zwieksza biodostepnos¢ Zzelaza w glebie, co przektada sie
na jego wyzszg zawartos¢ w korzeniach roslin.

Przyktad 3. Aktywnos¢ grzybostatyczna szczep6w bakterii: Pseudomonas sp. ANT_H12B, Psy-
chrobacter sp. ANT_H59 i Bacillus sp. ANT_WAS51

W podanym przyktadzie zbadano aktywnosc¢ grzybostatyczng szczepow: ANT_H12B, ANT_HS59
i ANT_WAS1. W tym celu wykorzystano dwanascie szczepdw grzybdw chorobotwdrczych dla roslin j.: Um-
belopsis ramaniana (WA71880), U isabelina (WA71875), Thamnidium elegans (WA18081), Aspergillus
niger (WA50716), A. ochraceus (WA72081), Penicillium expansum (WA72081), Botrytis cinerea
(WA72082), Alternaria sp. (WA67128), Cladosporium sp. (WA72809), Trichoderma sp. (WA50717), Fu-
sarium tricinctum (WAG67200) i F. sporotrichioides (WAG7190), ktére uzyskano z Herbarium Universitatis
Varsoviensis; Ogrodu Botanicznego Uniwersytetu Warszawskiego (WABG) (Polska). Grzyby hodowano
na pozywce PDA (Dennis i Webster 1971) przez 7 dni w 20°C. Po inkubacji, w centrach nowych ptytek
zawierajgcych podtoze PDA umieszczono po 1 cm wycietych fragmentéw grzybni, a nastepnie w steryl-
nych cylindrach zaszczepiono punktowo po 10 pl hodowli bakteryjnych (108 CFU/ml) i kontroli (czyste
podtoze hodowlane). Szalki z fragmentem grzybni i wprowadzonymi hodowlami bakterii inkubowano
przez 7 dni w temperaturze 20°C. Eksperymenty przeprowadzono w trzech powtérzeniach.

Szczep Pseudomonas sp. ANT_H12B wykazywat wtasciwosci hamujace przeciwko U. rama-
niana, podczas gdy Psychrobacter sp. ANT_HS9 ograniczat wzrost Trichoderma sp. Bacillus sp.
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ANT_WAS51 hamowat natomiast wzrost wszystkich przebadanych grzybow, tj. U. ramaniana, U. isabe-
lina, T. elegans, A. niger, A. ochraceus, P. expansum, B. cinerea, Alternaria sp., Cladosporium sp.,
Trichoderma sp., F. tricinctum i F. sporotrichioides.

Aktywnosé grzybostatyczna przedstawionych szczepdw bakterii stanowi istotny czynnik promujacy
wzrost roslin przektadajacy sie bezposrednio na znaczne zmniejszenie strat w uprawach powodowa-
nych przez chorobotwdrcze grzyby. Zastosowanie szczepdw bakterii o wtasciwosciach grzybostatycz-
nych jest réwniez obiecujaca alternatywa do powszechnie stosowanych chemicznych fungicydéw.
Przyktad 4. Cechy szczepéw Pseudomonas sp. ANT_H12B, Psychrobacter sp. ANT_H59 i Ba-
cillus sp. ANT_WAS51 przyczyniajace sie do promocji wzrostu roslin

Kolejny przyktad przedstawia analize cech badanych szczepdw bakterii, uzytecznych w promocji
wzrostu roslin.

a. Aby okresli¢ zdolno$¢ do produkcji i ilos¢ wytwarzanych syderoforow, bakterie hodowano
przez 7 dni w pozywce GASN (Bultreys and Gheysen 2000) w temperaturze 20°C (z wytrzasa-
niem obrotowym 150 obrotéw/min). Poczatkowa gesto$¢ optyczna przy dtugosci fali 600 nm
(ODsoo) wynosita 0,1. Po 7 dniach hodowli bakterie odwirowano (6000 obr./min przez 5 min),
a supernatanty zmieszano w stosunku 1: 1 z odczynnikiem Chrome Azurol S (CAS). Pozywke GASN
zastosowano jako kontrole negatywng, a sol mesylanu deferoksaminy, o stezeniu 0,025 mM,
jako kontrole pozytywna. Wszystkie eksperymenty przeprowadzono w trzech powtdrzeniach.
Po godzinie inkubacji zmierzono absorbancje przy dtugosci fali 630 nm za pomocg automatycz-
nego czytnika mikroptytek.

b. W celu okreslenia zdolnosci do produkcji biosurfaktantow, hodowle bakteryjne hodowano
przez 7 dni na pozywce LB w 20°C (z wytrzgsaniem obrotowym 150 obrotéw/min) w dwoch wa-
riantach, tj: i) z dodatkiem 1% (w/v) oleju stonecznikowego oraz ii) bez suplementacji olejem.
Poczatkowa gestos¢ optyczna przy dtugosci fali 600 nm wynosita 0,1. Kontrolg byty niezaszcze-
pione podtoza hodowlane; wszystkie warianty przeprowadzono w trzech powtdrzeniach.
Po 7 dniach hodowli bakterie odwirowano (6000 obr/min przez 5 min), a supernatanty zbadano
metoda pierscieniowa (metoda du Nouy) przy wykorzystaniu tensjometru.

c. Zdolno$¢ do wytwarzania kwasu indolooctowego (IAA) okreslono stosujac podioze LB z dodat-
kiem 5 mM tryptofanu. Zaszczepione hodowle inkubowano w 20°C z wytrzasaniem obrotowym
150 obrotéw/min, w ciemnosci. Po 7 dniach inkubacji hodowle odwirowano (6000 obr/min
przez 5 min), supernatanty zmiaszano z odczynnikiem Salkowskiego (0,5 M FeCI3 + 35% kwas
nadchlorowy) w stosunku 4 : 1 i zmierzono absorbancje przy dtugosci fali 530 nm. Jako kontrole
zastosowano kwas indolo-3-octowy i niezaszczepione pozywki hodowlane. Eksperyment wyko-
nany zostat w trzech powtérzeniach.

d. Zdolno$¢ do rozktadu mocznika przez ANT_H12B, ANT_H59 i ANT_WAS51 sprawdzono stosujac
pozywke LB uzupetniona 1% (w/v) mocznikiem i 0,01% (v/v) czerwienia fenolowa. Zaszczepione
podioza hodowano nastepnie przez 7 dni w 20°C z wytrzasaniem obrotowym 150 obrotéw/min.
Poczatkowa gestos¢ optyczna przy diugosci fali 600 nm wynosita 0,1. Uzupetniona pozywka,
ze wzgledu na obecno$¢ amoniaku i wyzsze pH, zmieniata kolor na rézowy. Zmiany pH dodatkowo
potwierdzono pH-metrem. Jako kontrole wykorzystano: i) zaszczepione bakteriami LB uzu-
petnione 0,01% czerwienig fenolowa; ii) zaszczepione LB uzupetnione 1% mocznikiem;
iii) niezaszczepione LB z dodatkiem 1% mocznika i 0,01% czerwieni fenolowej. Eksperyment
przeprowadzono w trzech powtoérzeniach.

e. Zdolnos¢ przedstawionych w wynalazku szczepow bakterii do solubilizacji nieorganicznych fos-
foranow (Cas(POs)2) oszacowano przy uzyciu pozywki NBRIP (pozywka fosforanowa do wzrostu
National Botanical Research Institute) (Nautiyal 1999). Hodowle hodowano przez noc (ODeoo = ~0,5)
i zaszczepiano punktowo w trzech powtdrzeniach po 5 pl na ptytkach. Bakterie nastepnie inkubo-
wano w 20°C przez 7 dni. Obecnos¢ strefy przejasnienia wokot obszaréw wzrostu bakterii wska-
zywata na potencjat solubilizacji nieorganicznego fosforanu.

f. W celu przetestowania zdolnosci do redukcji azotanow, Tryptonowy Agar Sojowy, suplemento-
wany 1% KNO3 (w/v) zaszczepiono szczepem ANT_H12B, ANT_H59 i ANT_WAS51, a nastepnie
zalano 1% agarem w celu uzyskania okoto 2 cm statej warstwy agaru. Poczatkowa gestos¢ op-
tyczna hodowli przy dtugosci fali 600 nm wynosita 0,1. Bakterie nastepnie hodowano przez 7 dni
bez wstrzasania. Pecherzyki gazu wskazywaty na obecnos¢ tlenku azotu NO-.

g. Aktywno$¢ celulolityczna badanych w wynalazku bakterii testowano na szalkach z pozywka
Mandelsa i Reese'a (Mandels i Reese 1957) zawierajaca karboksymetyloceluloze (CMC). Nocne
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hodowle (gestos¢ optyczna przy dtugosci fali 600 nm = ~0,5) zaszczepiono punktowo w trzech

powtodrzeniach po 5 pl na ptytkach z podiozem, a nastepnie inkubowano w 20°C przez 7 dni.

Po uptywie czasu inkubacji, ptytki zalano wodnym roztworem czerwieni Kongo (1 mg/ml)

na 15 min. Po uptywie czasu czerwien Kongo zlano, a strefy hydrolizy zwizualizowano przez za-

lanie ptytek 1 M HCI.
h. Aby wykazaé aktywnos¢ proteolityczng szczepow, bakterie hodowano przez noc (ODeoo = ~0,5)

i nakrapiano punktowo w trzech powtdrzeniach na ptytkach agarowych LB uzupetnio-

nych 1% (w/v) odttuszczonym krowim mlekiem. Obecnos¢ strefy przejasnienia wokot obszarow

wzrostu bakterii wskazywata na aktywnos$c¢ proteolityczna.
i. Aktywnos¢ lipolityczng szczepdw testowano na podtozu Egg-Yolk Agar, na ktérym bakterie ho-
dowane przez noc (ODeoo = ~0,5) zaszczepiano punktowo w trzech powtérzeniach po 5 pl.

Po 7 dniach inkubacji, ptytki zalano nasyconym roztworem CuSQs4 i pozostawiono na 20 minut

do barwienia. Nastepnie nadmiar roztworu usunieto, a zielonkawo-niebieski kolor potwierdzit zaj-

$cie procesu lipolizy.

Wszystkie badane szczepy wykazaty potencjalne uzyteczne cechy w promocji wzrostu roslin. Ba-
dania wykazaty, ze Pseudomonas sp. ANT_H12B oraz Bacillus sp. ANT_WAS51, rozpuszczajg nieorga-
niczne zwiazki fosforu (np. Cas(POa)2), posiadaja zdolnos¢ do degradacji celulozy i wytwarzajg kwas
indolooctowy (IAA). ANT_H12B przeprowadza réwniez proces denitryfikacji, natomiast ANT_WA51 wy-
kazuje wtasciwosci proteolityczne. Co wiecej, Psychrobacter sp. ANT_H59 i Bacillus sp. ANT_WAS51
rozktadaja lipidy i wytwarzajg biosurfaktanty. W przypadku pozywki LB z dodatkiem oleju i zaszczepionej
szczepem ANT_H59 napiecie miedzyfazowe zmniejszyto sie z 55 (1) do 32 (£1) mN/m. Bacillus sp.
ANT_WAS51 wytwarza natomiast konstytutywnie biosurfaktanty na podtozu LB bez dodatku oleju i ob-
niza napiecie powierzchniowe z 55 (+1) do 26 (1) mN/m. Wszystkie trzy badane szczepy wytwarzaja
syderofory, ktorych stezenia porownywano w stosunku do mesylatu desferioksaminy. Maksymalna zdol-
nos$¢ do produkcji syderoforow ustalona w stosunku do ilosci wykorzystanej wzorcowej desferioksaminy
to (mM): 1,065 (+0,09) z ANT_H12B, 0,188 (+0,005) z ANT_H59 i 0,305 (+0,028) z ANT_WAS51.

Zastrzezenia patentowe

1. Szczep Pseudomonas sp. ANT_H12B zdeponowany w Polskiej Kolekcji Mikroorgani-
zmow (PCM) Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN pod numerem B/00321.

2. Szczep Psychrobacter sp. ANT_H59 zdeponowany w Polskiej Kolekcji Mikroorgani-
zmow (PCM) Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN pod numerem B/00322.

3. Szczep Bacillus sp. ANT_WAS51 zdeponowany w Polskiej Kolekcji Mikroorganizmoéw (PCM)
Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN pod numerem B/00320.

4. Kompozycja do bioaugmentacji gleby zawierajgca szczep Pseudomonas sp. ANT_H12B
zdeponowany w Polskiej Kolekcji Mikroorganizmow (PCM) Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej PAN pod numerem B/00321 i/lub Psychrobacter sp. ANT_H59 zdeponowany
w Polskiej Kolekcji Mikroorganizmow (PCM) Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczal-
nej PAN pod numerem B/00322, i/lub Bacillus sp. ANT_WA51 zdeponowany w Polskiej
Kolekcji Mikroorganizmoéw (PCM) Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN pod nu-
merem B/00320.

5. Zastosowanie szczepow jak okreslono w zastrz. 1-3 do promocji wzrostu roslin, przyrostu biomasy
roslin, ochrony roslin przed patogenami oraz zwiekszenia biodostepnosci zelaza w glebie.

6. Sposob bioaugmentacji gleby znamienny tym, ze glebe inokuluje sie szczepem psychrotole-
rancyjnym Pseudomonas sp. ANT_H12B zdeponowanym w Polskiej Kolekcji Mikroorgani-
zmow (PCM) Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN pod numerem B/00321 i/lub
Psychrobacter sp. ANT_H59 zdeponowanym w Polskiej Kolekcji Mikroorganizmow (PCM) In-
stytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN pod numerem B/00322, i/lub Bacillus sp.
ANT_WA51 zdeponowanym w Polskiej Kolekcji Mikroorganizmoéw (PCM) Instytutu Immunolo-
gii i Terapii Doswiadczalnej PAN pod numerem B/00320.

7. Sposob wediug zastrz. 6, znamienny tym, ze proces inokulacji obejmuje nastepujace etapy:
a) namnozenie bakterii na podtozu hodowlanym
b) oddzielenie biomasy bakteryjnej od podtoza
c) oczyszczenie bakteryjnej biomasy z podtoza i resztek metabolitéw bakterii
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d) ustalenie odpowiedniej proporcji objetosci hodowli bakteryjnej do gleby

e) dodanie biomasy bakteryjnej do gleby

Sposéb wedtug zastrz. 7, znamienny tym, ze bakterie namnaza sie w podtozu ptynnym.
Sposéb wedtug zastrz. 7, znamienny tym, ze biomase oczyszcza sie roztworem soli fizjolo-
gicznej NaCl 0,85%.

Sposéb wediug zastrz. 7, znamienny tym, ze warto$¢ optyczna gestosci hodowli mierzona
przy dtugosci fali rownej 600 nm wynosi 0,2 dla szczepu Pseudomonas sp. ANT_H12B zde-
ponowanego pod nr B/00321 i Psychrobacter sp. ANT_H59 zdeponowanego pod nr. B/00322,
i 0,4 dla szczepu Bacillus sp. ANT_WA51 zdeponowanego pod nr. B/00320.

Sposoéb, wedtug zastrz. 7, znamienny tym, Ze hodowle mikroorganizméw dodaje sie do gleby
w proporcji 0,4 L/kg suchej masy gleby.
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