Kompleksowa charakterystyka szczepow bakteryjnych S RS
wyizolowanych z ryzosfery roslin rosngcych na skladowisku odpadow | Xixanans
pohutniczych

4 ;j

—

PROGRAMU LIDER

Sylwia Siebielec!, Malgorzata Wozniak!, Artur Nowak?, Grzegorz Siebielec!, Piotr Sugier?, Jolanta
Jaroszuk Scisel?

Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa—Panstwowy Instytut Badawczy w Putawach
ZUniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie

Narodowe Centrum Badari i Rozwoju

Projekt INNO-MIK tworzy innowacyjne technologie produkcji bionawozow, siegajac jednoczeSnie do podstaw zréwnowazonego rolnictwa i rozwiazan opartych na
naturze. L.aczymy rézne strategie przeciwdzialania suszy i wdrazania przyjaznego Srodowisku rolnictwa w jednej technologii: wykorzystanie potencjalu bakterii
wspomagajacych rozwoj i odpornosé roslin, stymulacyjny efekt bionawozéw oraz zwiekszanie zdolnosci retencyjnych gleb poprzez wprowadzanie do niej materii
organicznej. W projekcie rozwijamy technologie otrzymywania trzech rodzajéw bionawozow na bazie: plynnego pofermentu oraz kompostu i toryfikatu w formie
stalej, dla zapewnienia szerszego wykorzystania odpadéw organicznych i zapewnienia szerszego wachlarza zastosowan tych innowacyjnych bionawozéw. We
wszystkich przypadkach bionawozy beda nosnikiem bakterii wspomagajacych rozwdj roslin w warunkach suszy. Odpornos$¢ upraw na susze i regeneracja gleb to
wiekszy potencjal produkcyjny rolnictwa i kazdego gospodarstwa.

Celem badan byta kompleksowa charakterystyka szczepoéw bakteryjnych wyizolowanych z ryzosfery
ro$lin rosnacych na zrekultywowanych, silnie zanieczyszczonych sktadowiskach odpadéw pohutniczych.
Szczepy zostaly przebadane pod katem szeregu mechanizméw potencjalnie promujacych wzrost roslin.
Aktywnos¢ szczepdw oceniano na podstawie zdolno$ci do syntezy zwigzkoéw podobnych do IAA (0 - 60,1
pg/ml); solubilizacji fosforanow (indeks SI 2,23 - 4,02); zdolno$ci do wigzania azotu atmosferycznego
(8,85 - 341. 9 mg/ml po 72 h), produkcji deaminazy ACC (0,81 - 5,61 pmol o-KB/mg biatka h),
polisacharydow (0,07 - 0,45 g EPS/L po 5 dniach) i rozwoju biofilmu (staba do silnej produkcja biofilmu
w zaleznosci od dnia obserwacji). Dodatkowo przeprowadzono testy aktywnosci metabolicznej
poszczegodlnych szczepow w oparciu o test GEN III MicroPlate. Przeprowadzone badania pozwolity na Table. Production of
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Zdolnos¢ do produkcji biofilmu i egzopolisacharydow. s ; 10.39%4242.91 2.66%£0.15 middle
0.00%+0.00 3.2820<+0.25 middle
1.3590.11 2.33%40.17 middle
\ . v - 12.24b9+1.30 2.23%+0.06 middle
Number Isolate Closest known relative Phylum GenBank 3 R % \ \ " 14.82b<4+1.08 2.43b<+0.13 middle
LC6B Microvirga sp Pseudomonadota ~ PP529722 3 ‘2 LN 24.87°+3.67 3.16%>+0.55 middle
LC6C Pseudomonas sp. Protoeobacteria PP529723 > . T~ i e 25.01°+7.53 2.31¢40.17 middle
LC7 Burkholderia sp. Protoeobacteria PP529724 i ; = 4 6.80%+0.62 3.31°+0.30 middle
LC8 Pseudomonas caspiana Protoeobacteria PP529725 . 2.909+0.14 2.26%+0.21 middle
LC9 Rhizobium leguminosarum Protoeobacteria PP529726 ( - . 3.92¢9+1.31 3.272b<+0.15 middle
LC11 Phyllobacterium sp. Pseudomonadota PP529727 % 8.99%+1.20 2.56+0.20 middle
LC12 Rhizobium jaguaris Protoeobacteria PP529728 60.112+0.02 4.022+£0.73 high
LC13 Rhizobium alamii Protoeobacteria PP529729 18.32b¢+0.98 2.78%¢+0.29 middle
LC14 Rhizobium alamii Protoeobacteria PP529730 11.11b<d+0.50 2.27b¢40.13 middle
LC16 Phyllobacterium ifrigiyense Pseudomonadota PP529731 A % 10.67<4+0.86 2.24°+0.13 middle
LC17 Olivibacter soli Bacteroidota PP529732
LC18 Mesorhizobium sp. Pseudomonadota PP529733 i J ———
LC19 Pseudomonas sp. Protoeobacteria PP529734 . o Simpson diversi
LC21 Pseudomonas sp. Protoeobacteria PP529735 o i % o L Y =catelney Szel AWED) SiEmmeivaE e . pindex(D) o
LG22 Inguilinusiginseneisoll Bselidomonacotall MIER229736 Y il =Y e Ny A LceB Microvirga sp 26.374146.06 3.88%10.14 o.ss(ﬂ:)o.oz 0.97°£0.00
[ LCeC Pseudomonas sp. 133.872043.60 4.182>¢+0,01 0.9322<¢+0.00 0.982°+0.00
Lc7 Burkholderiasp. 118.272045.25 4.17°b¢4+0,01 0.9522¢+0.00 0.982°+0.00
Lcs Pseudomonas caspiana 124.932045.36 4.16204+0,02 0.93b4+0.00 0.98°°+0.00
Lco Rhizobium leguminosarum 41.00%+8.82 4.46°+0.03 0.97°+0.00 0.982+0.00
Lci1 Phyllobacteriumsp. 56.05¢4+7.03 3.95¢+0,15 0.89%+0.00 0.97°¢£0.00
Lc12 Rhizobium jaguaris 15.03%+2.48 3.69°+0.10 0.85%+0.01 0.969+0.00
Lc13 Rhizobium alamii 113.15%+5.40 4.162<9£0,03 0.92940.00 0.98%+0.00
Lc14 Rhizobium alamii 88.25°<£5.90 4.00°¢£0.07 0.90°¢¢+0.01 0.97%¢£0.00
LC16 Phyllobacteriumifrigiyense 97.45%¢412.44 4.05°<4£0.10 0.912¢940,00 0.98%¢£0.00
Lc17 Olivibacter soli 130.77°0+26.68 4.29%¢40.13 0.94%¢£0.00 0.98%£0.00
Lc18 Mesorhizobium sp. 95.71°411.82 4.18%¢940,05 0.94%¢£0.00 0.98%£0.00
Lc19 Pseudomonas sp. 103.60°0+16.23 4.152¢4£0,09 0.91¢9+0.01 0.98%¢£0.00
Lc21 Pseudomonas sp. 136.83°+8.85 4.21%¢40.03 0.94%¢£0.00 0.98%£0.00
Lc22 Inquilinus ginsengisoli 40.43%46.11 4.41%010.04 0.96%+0.01 0.982°+0.00

Table. Identification of rhizosphere bacteria by 16S rRNA gene sequence analysis.

Badanie doniczkowe zostalo przeprowadzone w 2022 roku w szklarni w celu oceny wptywu inokulacji gleby trzema wybranymi
X r . AL A izolatami (LC7 - Burkholderia sp.; LC8 - Pseudomonas caspiana; LC11 - Phyllobacterium sp.). Do$wiadczenie
w ramach realizacji projektu Ll , . ’ przeprowadzono w kontrolowanych warunkach (dodatkowe o$wietlenie i temperatura 27/20 C dziefi/noc) w plastikowych

LIDER XII INNO-MIK ! : - doniczkach o pojemnosci 3 1 z trzema powtdrzeniami dla kazdej kombinacji przy 2 poziomach wilgotnosci gleby. Gleba miata
: ‘ . strukture gliny piaszczystej, zawierala 0,69% wegla organicznego i charakteryzowatla si¢ neutralnym pH (6,5 w zawiesinie
wodnej). Gleba miata §redni poziom dostgpnego fosforu (12,3 mg/100 g) zgodnie z metoda Egnera-Riehma. Ustalono dwa
poziomy rezimu wilgotno$ci, w tym warunki optymalne (Ctrl) (utrzymywane na poziomie 60% polowej zdolno$ci
zatrzymywania wody, FWHC) i deficyt wilgotnosci gleby (utrzymywany na poziomie 40% FWHC) przez caly czas trwania
doswiadczenia. Pszenica zostala wybrana jako ro$lina testowa jako uprawa o duzym znaczeniu zardwno w Polsce, jak i na
$wiecie. Ponadto jest to uprawa wrazliwa na suszg, na ktora znaczacy wptyw maja niewystarczajace opady w okresie wegetacji.
Test doniczkowy byt prowadzony przez 16 tygodni z trzema powtorzeniami dla kazdej kombinacji. Kazda doniczka zostata
zaszczepiona szczepami bakteryjnymi zawieszonymi w 10mM MgSO4 (jednorodna gesto$¢ komorek - 107 CFU/ml) w okresie
kietkowania (okoto 3 tygodnie po wysiewie) za pomoca 100 ml kazdej zawiesiny bakteryjnej. Taka samg ilo§¢ sterylnego
10mM MgS0O4 dodano do nieinokulowanych doniczek. Inokulacj¢ powtdrzono 3 tygodnie pdzniej, stosujac t¢ samg procedure.
Swieze kultury szczepéw bakteryjnych hodowano w ptynnych pozywkach. Hodowle zaktadano na 24 godziny i inkubowano w
temperaturze 28°C w inkubatorze New Brunswick Scientific (Excella E24 Incubator Shaker Series). Pig¢ mililitrow wstepnej
hodowli zostato przeniesione do §wiezego ptynnego podtoza, odpowiedniego dla danego szczepu, i inkubowane przez 12 godzin
w temperaturze 28°C. Nastgpnie biomas¢ bakteryjna zebrano przez odwirowanie (6000 obr./min, 15 min), przemyto sterylnym
10 mM MgSO4 i ponownie zawieszono w 10 mM MgSO4 do OD660 1,0 (okoto 107 komorek na ml). Eksperyment trwat okoto
3 miesiecy, po tym czasie ro$liny zostaly zebrane, wysuszone, a korzenie i czg¢§ci nadziemne zwazone. Probki gleby
przeznaczono do analiz aktywnosci enzymow glebowych i wybranych parametrow chemicznych.
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