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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest nowy szczep bakterii Rhizobium leguminosarum bv. trifolii KC3,
zdeponowany w Polskiej Kolekcji Mikroorganizmoéw Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej
PAN we Wroctawiu, za numerem B/00153, znajdujgcy zastosowanie do nawozenia roslin bobowatych,
zwtaszcza koniczyny, w procesie rekultywacji biologicznej gleb skazonych metalami ciezkimi.

Rekultywacja, jako dziatanie majgce na celu przywrécenie uzytecznosci gospodarczej zdegra-
dowanym terenom, zwykle obejmuje zabiegi techniczne potgczone z zagospodarowaniem biologicz-
nym, przyspieszajgcym pokrycie powierzchni warstwg gruntéw zyznych, a wiec wzbogacenie gleby
w skfadniki pokarmowe niezbedne do zycia roslinom. Typowymi i powszechnie stosowanymi zabie-
gami biologicznymi sg zabiegi agrotechniczne, gdzie oprécz nawozenia organicznego i mineralnego
wprowadza sie uprawe roslinnosci pionierskiej czyli takiej, ktéra moze rosng¢ w bardzo ztych warun-
kach i powoli przygotowywa¢ odpowiednie warunki dla roslin bardziej wymagajgcych. Szczegdlnych
trudnosci nastrecza rekultywacja biologiczna na terenach bezglebowych lub z niewielkg jej iloscia,
skazonych metalami ciezkimi. Znane sposoby zmierzajgce w kierunku pokrycia powierzchni rekulty-
wowanych warstwg gruntéw zyznych polegajg na siewie roslin préchnicotwdrczych, takich jak. np.,
komosa czerwona (Chenopodium rubrum), przymiotno kanadyjskie (Conyza canadensis) czy rosliny
bobowate. Zabiegi tego typu wymagajg wielokrotnych wysiewow i trwajg czasami przez okres wyno-
szacy od 5 do 10 lat. Dodatkowym utrudnieniem ekologicznej rekultywacji terenéw poprzemystowych,
takich jak np., hatdy, wyrobiska, sktadowiska czy tez terenéw zlokalizowanych w sgsiedztwie kopaln,
hut i innych ucigzliwych zaktadéw produkcyjnych badz ciggéw komunikacyjnych, jest fakt, iz obecne
w glebie znaczne ilo$ci metali ciezkich, niszcza jej mikroflore. Proby zwiekszenia glebowych populacii
bakteryjnych w procesach rekultywacyjnych poprzez zasiedlenie terenéw skazonych roslinami bobo-
watymi, nie przynoszag oczekiwanego skutku z uwagi na fakt, iz rosliny te czesto nie znajdujg w glebie
zgodnych symbiontéw bakteryjnych dla wigzania atmosferycznego azotu, przez co nie mogg rozwingé
swojego potencjatu wzrostowego. Z kolei, stosowanie na terenach skazonych jonami metali ciezkich,
znanych inokulantéw rizobiowych, réwniez nie przynosi korzystnego efektu, poniewaz wprowadzone
do gleby komoérki bakteryjne masowo ging wskutek kontaktu z jonami metali ciezkich jeszcze przed
nawigzaniem symbiozy z roslinami bobowatymi.

Znane dotychczas szczepy bakterii brodawkowych Rhizobium, zdolne do nawigzania symbiozy
Z drobnonasiennymi gatunkami roslin bobowatych, przeznaczone do produkcji bionawozéw stosowa-
nych w uprawie roslin takich jak, groch, wyka czy lucerna zostaty ujawnione w opisach patentowych
US2007/0212772; SU698968; SU1789523; SU1629295; ES2099679; PL213953 i PL185545. Podob-
ne zastosowanie szczepow bakterii brodawkowych Rhizobium w preparatach uzywanych
w uprawie koniczyny, ujawniono w opisach patentowych UA21785 i PL212250. W przypadku wszyst-
kich wspomnianych szczepdw Rhizobium wykazano pozytywny ich wptyw do zastosowania w biopre-
paratach w uprawie roslin bobowatych, jedynie na glebach uzytkowanych rolniczo, nie wykazujgc ich
przydatnosci do inokulacji takich roslin w zabiegach rekultywacyjnych gleb. W opisach patentowych
CN104498410, CN106167774 oraz RU2012144318 ujawniono kilka szczepdw bakteryjnych takich jak
Rhizobium Scot1305, Rhizobium leguminosarum bv. viciae RCAM 1066 oraz bakterie z rodzaju
Mesorhizobium, opornych na jony metali ciezkich, przeznaczonych do stosowania w skazonych sro-
dowiskach w roli mikroorganizméw wspomagajgcych prowadzong przez roéliny fitoekstrakcje jondow
metali ciezkich z gleby. Nie ujawniono zadnych danych na temat wptywu tego typu bakterii na rozwdéj
symbiozy w uktadzie ryzobia — drobnonasienne rosliny bobowate.

Ekologiczna rekultywacja zdegradowanych terenéw wymagata wiec podjecia badan w kierunku
zastosowania takich bakterii symbiotycznych zasiedlajgcych brodawki korzeniowe roslin bobowatych,
ktére bytyby zdolne zaréwno do samodzielnego funkcjonowania w glebach skazonych jako saprofity,
a takze do symbiotycznych interakcji prowadzacych do wigzania azotu atmosferycznego w tkankach
roslin bobowatych, dzieki czemu mogtyby stymulowaé wzrost wspomnianych roslin i tym samym przy-
spieszac procesy rekultywacyjne gleb na zdegradowanych terenach.

W trakcie badan nad szczepami ryzobiéw zasiedlajgcych brodawki korzeniowe drobnonasien-
nych roslin bobowatych takich jak koniczyna, nieoczekiwanie wyizolowano i zidentyfikowano nowy
szczep bakterii Rhizobium leguminosarum bv. trifolii KC3, a nastepnie zbadano jego oporno$é na
wystepujace najczesciej w skazonych glebach jony cynku, kadmu i otowiu. Badania wykazaty wysokg
tolerancje tego szczepu na powyzsze jony metali ciezkich. Zaskakujgco pozytywne rezultaty przyrostu
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zielonej masy pedow i korzeni koniczyny otrzymano po wprowadzeniu bakterii nowego szczepu KC3
do gleby skazonej jonami metali ciezkich.

Istotg wynalazku jest szczep bakterii Rhizobium leguminosarum bv. trifolii KC3, zdeponowany
w Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wrocta-
wiu, za numerem B/00153.

Istotg wynalazku jest rowniez szczep bakterii Rhizobium leguminosarum bv. trifolii KC3, do za-
stosowania w nawozeniu roslin bobowatych w procesie rekultywacji biologicznej gleb skazonych me-
talami ciezkimi.

Wynalazki zostaty przedstawione przyktadowo w uprawie koniczyny czerwonej (Trifolium pra-
tense) na podiozach skazonych najczesciej i w duzej mierze, jonami Zn2*, Cd?* lub Pb2*

Przyktad 1. Wyizolowanie i genetyczna identyfikacja nowego szczepu Rhizobium legumi-
nosarum.

Z gleby ze sktadowiska odpaddéw cynkowo-otowiowych, wykopano korzenie koniczyny czerwo-
nej Trifolium pratense. Po umyciu i powierzchniowym wyjatowieniu za pomocg 0,1% HgCl2 a nastep-
nie 70% etanolu, obcieto brodawki korzeniowe i pobrano z nich wewnetrzne tkanki roslinne zawierajg-
ce bakterie, ktére potem wysiewano na ptytki Petriego z pozywka 79CA zestalong 1,4% agarem i pa-
sazowano do etapu otrzymania czystych kultur z pojedynczych kolonii. Z czystej kultury bakteryjnej
wyizolowano znang metodg catkowite DNA, z ktérego amplifikowano 3 regiony genetyczne wykorzy-
stane do identyfikacji szczepu Rhizobium leguminosarum bv. trifolii; marker genetyczny 16S rDNA,
ktory amplifikowano z catkowitego DNA Rhizobium leguminosarum bv. trifolii KC3 z zastosowaniem
znanych primerow 16S63f 5-CAGGCCTAACACATGCAAGTC-3 oraz 16S1387r. 5-GGGCGG
WGTGTACAAGGC-3', marker genetyczny 16-23S ktory amplifikowano z zastosowaniem znanych
primeréw FGPS1490 5-TGCGGCTGGATCACCTCCTT-3' oraz FGPL132 5-CCGGGTTTCCCCAT
TCGG-3 oraz marker genetyczny nodD z zastosowaniem znanych primerow NBA12 5'-GG ATSGCA
ATCATCTAYRGMRTGG-3' i NBF12 5-GGATCRAAAGCATCCRCASTATGG-3'. Przeprowadzono
sekwencjonowanie opisanych wyzej markeréw genetycznych 16S rDNA, 16-23S rDNA oraz nodD,
a otrzymane sekwencje: Nr 1 — 16S rDNA (1140 pz), Nr 2 — 16-23S rDNA (1092 pz) oraz Nr 3 — nodD
(1042 pz) przedstawiono w zatgczonym wykazie sekwencji. Otrzymany wynik w postaci ciggu opisuja-
cego 3 sekwencje DNA jest charakterystyczny i powtarzalny, co pozwala na doktadng identyfikacje
szczepu Rhizobium leguminosarum bv. trifolii KC3.

Przyktad 2. Badanie opornosci szczepu bakterii wedtug wynalazku na jony metali ciezkich.

Badanie opornosci Rhizobium leguminosarum bv. trifolii KC3, otrzymanego jak opisano w przy-
ktadzie 1, na wystepujgce najczesciej w skazonych glebach jony Zn?*, Cd?*oraz Pb?*, w poréwnaniu
z innymi szczepami Rhizobium leguminosarum, przeprowadzono za pomocg testéw na ptytkach Pe-
triego. Sporzadzono wodne zawiesiny rizobiéw o gestosci optycznej 0,05 jednostki (ODss0=0,05) za-
wierajacg 5 x 107 bakterii w 1 ml. Na ptytki Petriego z pozywkg 79CA naniesiono odpowiednig ilos¢
jonéw Zn?* podanych w formie wodnego roztworu ZnSCOa, jonéw Cd?* podanych w formie wodnego
roztworu CdN20s oraz jonéw Pb?* podanych w formie wodnego roztworu Pb(NOs)2, w ilosciach odpo-
wiadajgcych stezeniu molowemu poszczegolnych jondw Zn?*, Cd?* i Pb?* jak: 10 uM; 33 uM; 100 uM;
330 uM; 1 mM; 3,3 mM; 10 mM i 33 mM. Czyste podioze, nie zawierajgce jonéw Zn?*, Cd?* lub Pb2*
stanowito kontrole. Na tak przygotowane ptytki naniesiono po 10 ul zawiesin z bakteriami Rhizobium
leguminosarum, takimi jak: R. leguminosarum bv. trifolii KC3, R. leguminosarum bv. trifolii KB7
i R. leguminosarum bv. trifolii KO17, po czym ptytki inkubowano w ciggu 48 godz. w temp. 28°C. Do-
Swiadczenie przeprowadzono w 3 powtdrzeniach. Po tym czasie wizualnie oceniano wzrost bakterii.
Na ptytkach kontrolnych, bez dodatku Zn?*, Cd?* czy Pb?*, zaobserwowano wzrost wszystkich bada-
nych szczepow. Pojawienie sie kolonii lub murawy bakteryjnej interpretowano jako opornos¢ szczepu
na zastosowane stezenie Zn?*, Cd?* czy Pb?*, natomiast brak kolonii lub murawy jako wrazliwo$¢ na
zastosowane stezenia badanych jonow.

W tabeli 1, zamieszczonej na rysunku, zestawiono wartosci stezen Zn2*, Cd?* oraz Pb?* hamu-
jace wzrost badanych szczepdw rizobiow. W$rdd szczepdw Rhizobium leguminosarum, szczep bv.
trifolii KC3, wedtug wynalazku, wykazuje najwyzszg tolerancje na stezenia jonéw metali ciezkich, naj-
czesciej wystepujgcych w skazonych glebach.

Inne badania tolerancji szczepu Rhizobium, leguminosarum bv. trifolii KC3 na jony Zn?*, Cd?*
oraz Pb?* przeprowadzono z zuzyciem mikroskopu fluorescencyjnego. Do badan uzywano po 1 ml
zawiesiny rizobiéw w ptynnym podtozu TY, umieszczonych w probéwkach Eppendorfa oraz roztworéw
poszczegdblnych jondw metali ciezkich, jak opisano powyzej. Probki inkubowano przez 1 godzine
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w temperaturze pokojowej, a nastepnie dodawano do nich po 25 ul wodnego roztworu jodku propidyny
(5 ng/ml) barwigcego komérki martwe na kolor czerwony oraz po 10 ul roztworu dwuoctanu fluore-
sceiny w dimetylosulfotlenku (20 ug/ml), pobieranego przez komorki zywe i barwigcego je na kolor
zielony. Wybarwione preparaty mikroskopowe, ogladano pod mikroskopem fluorescencyjnym, zlicza-
jac poszczegolne rodzaje komoérek obecnych w 5 losowo wybranych polach widzenia. Doswiadczenia
przeprowadzono trzykrotnie, a wyniki w postaci srednich warto$ci procentowego udziatu komoérek
martwych w populacjach bakterii badanych szczepéw R. leguminosarum zadawanych réznymi steze-
niami jonéw Zn2*, Cd?* lub Pb?*, przedstawiono na rysunku jako:

— Fig. 1 — udziat komoérek zywych i martwych w populacji szczepu R. leguminosarum bv. trifolii
KB7 po potraktowaniu roznymi stezeniami jonéw Zn2*

— Fig. 2 — udziat komoérek zywych i martwych w populacji szczepu R. leguminosarum bv. trifolii
KO17 po potraktowaniu roznymi stezeniami jonéw Zn2+

— Fig. 3 udziat komérek zywych i martwych w populacji szczepu R. leguminosarum bv. trifolii
KC3 po potraktowaniu réznymi stezeniami jonow Zn?*

— Fig. 4 udziat komérek zywych i martwych w populacji szczepu R. leguminosarum bv. trifolii
KB7 po potraktowaniu roznymi stezeniami jonéw Cd2*

— Fig. 5 udziat komérek zywych i martwych w populacji szczepu R. leguminosarum bv. trifolii
KO17 po potraktowaniu réznymi stezeniami jonow Cd2*

— Fig. 6 udziat komérek zywych i martwych w populacji szczepu R. leguminosarum bv. trifolii
KC3 po potraktowaniu réznymi stezeniami jonow Cd?*

— Fig. 7 udziat komérek zywych i martwych w populacji szczepu R. leguminosarum bv. trifolii
KB7 po potraktowaniu roznymi stezeniami jonéw Pb2*

— Fig. 8 udziat komérek zywych i martwych w populacji szczepu R. leguminosarum bv. trifolii
KO17 po potraktowaniu roznymi stezeniami jonéw Pb2*

— Fig. 9 — udziat komérek zywych i martwych w populacji szczepu R. leguminosarum bv. trifolii
KC3 po potraktowaniu réznymi stezeniami jonow Pb2*

Wsréd szczepow Rhizobium leguminosarum, szczep bv. trifolii KC3, wykazuje najwyzsza tole-
rancje na stezenia jondw metali ciezkich, objawiajgcg sie jako najnizszy udziat komoérek martwych
w populacjach zadawanych okreslonymi stezeniami jonéw Zn2*, Cd?* lub Pb?*, co predestynuje ten
szczep do zastosowania jako czynnik wspomagajacy wzrost koniczyny na terenach skazonych jonami
Zn?*, Cd?* i Pb?,

Przyktad 3. Wptyw szczepu Rhizobium leguminosarum bv. trifolii KC3 na wzrost koniczyny
w warunkach zanieczyszczenia podioza jonami Zn2*, Cd?* lub Pb?*

Dla potwierdzenia aktywnosci symbiotycznej szczepu wedtug wynalazku, badano przyrosty
Swiezej masy pedow, Swiezej masy korzeni oraz liczbe brodawek korzeniowych koniczyny czerwonej
(Trifolium pratense), uprawianej na podiozu skazonym, o réznej zawartosci poszczegolnych jonéw
metali ciezkich. Rosliny tej koniczyny hodowano w pojemnikach zawierajgcych podtoze w formie 500 ml
mieszaniny perlitu i niesterylnego piasku (1 : 1 v/v) podlewano ptynng bezazotowg pozywka Fahreusa
wzbogacong w jony Zn?*, podane w formie wodnego roztworu ZnSO4 w stezeniach od 0 uM do 20
mM, jony Cd?* podane w formie wodnego roztworu CdN20s w stezeniach od 0 uM do 500 puM oraz
jony Pb?* podane w formie wodnego roztworu Pb(NOs)2 w stezeniach od 0 uM do 200 uM. Po takim
nawilzeniu podtoza, w pojemnikach wysiano nasiona koniczyny czerwonej. W czesci pojemnikéw pro-
wadzono hodowle kontrolng, a cze$¢ pojemnikéw zakazano 10 ml wodnej zawiesiny szczepu Rhizo-
bium leguminosarum bv. trifolii KC3 zawierajgcej 5 x 108 komérek/ml. Wszystkie rosliny hodowano
w tych samych warunkach w szklarni, w temperaturze 19-24°C, podlewajgc niesterylng wodg 2 razy
w tygodniu, przy $wietle dziennym uzupetnianym os$wietleniem sztucznym 14 godzin dzien / 10 godzin
noc. Po 6 tygodniach od zakazenia bakteriami wedtug wynalazku, zebrano rosliny, zwazono ich po-
szczegolne czesci i policzono brodawki korzeniowe. W zakresie stezen poszczegdinych jondw metali
porownywano masy pedow i korzeni oraz liczbe brodawek korzeniowych roslin nie inokulowanych,
rosngcych na podtozu z jonami metali ciezkich i roslin inokulowanych szczepem Rhizobium legumi-
nosarum bv. trifolii KC3, réwniez rosngcych na podtozu z jonami metali ciezkich, a wyniki zestawiono
w tabelach.

Tabela 2 — wptyw inokulacji szczepem Rhizobium leguminosarum bv. trifolii KC3 na brodawkowa-
nie i wzrost koniczyny czerwonej rosngcej na podtozu skazonym w ré6znym zakresie stezen jonéw Zn?*,

Tabela 3 — wptyw inokulacji szczepem Rhizobium leguminosarum bv. trifolii KC3 na brodawkowa-
nie i wzrost koniczyny czerwonej rosngcej na podtozu skazonym w réznym zakresie stezen jonéw Cd?*.
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Tabela 4 — wptyw inokulacji szczepem Rhizobium leguminosarum bv. trifolii KC3 na brodawkowa-
nie i wzrost koniczyny czerwonej rosngcej na podtozu skazonym w réoznym zakresie stezen jonow Pb?*,

Przedstawione w tabelach wyniki, dowodzg, ze zastosowanie szczepu Rhizobium leguminosa-
rum bv. trifolii KC3 w uprawie koniczyny czerwonej (Trifolium pratense) na podfozach zawierajgcych
rézne stezenia jondw Zn2*, Cd?* i Pb?* istotnie zwieksza liczbe brodawek korzeniowych, mase korzeni
oraz mase pedow koniczyny, co z wykazang wczesniej opornoscig szczepu na dziatanie tych jonow,
predystynuje go do zastosowania w stosunkowo szybkim i skutecznym procesie rekultywacji biolo-
gicznej gleb skazonych najczesciej wystepujgcymi metalami ciezkimi.

Wykaz sekwencji

Sekwencja 1: 16S rDNA (1140 pz)
TAACGCAGGGAAACTTGTGCTAATACCGTATGTGTCCTTCGGGAGAAA
GATTTATCGGTCAAGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGG
GTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGA
TCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCA
GCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGC
CGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGA
AGATAATGACGGTATCCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCA
GCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGG
CGTAAAGCGCACGTAGGTGGATCGATCAGTCAGGGGTGAAATCCCAG
GGCTCAACCCTGGAACTGCCTTTGATACTGTCGATCTGGAGTATGGAA
GAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGG
AGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGTCCATTACTGACGCTGA
GGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC
ACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCGTCGGGCAGTATACTGTTCGGTG
GCGCAGCTAACGCATTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGA
TTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCAT
GTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATG
CCCGGCTACTTGCAGAGATGCAAGGTTCCCTTCGGGGACCGGGACACA
GGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAG
TCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGG
GCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGAT
GACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTAC
AATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGCACGCGAGTGTGAGCTAATCTC
CAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCAT
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Sekwencja 2: 16-23S rDNA (1092 pz)
GATATGAACCTTCCCGTGCTTTTTAGAACATAGATGGCACCAGTCAGG
TGACTATCGAAACGTAATACGCCGCGATGACTTCGGTCACGACGGTAT
GGCGAGCTTTCGCCGTCCACGTTTCTCTTTCTTCAAAAGGATATCGAAC
CATGGGTTTGCGCTCGCGCGCTGTTCGCACCTTCGGTGCTGCGCTCCGC
GAGGGCGCCGGACGACCGGCGACGGCCTCTGGCCTGTATGGGCGACC
CTTTCCGAGGTTTTGCTTAGGATTGGCGTCGACGCAGAGAGATGGGCC
CGTAGCTCAGTTGGTTAGAGCACACGCTTGATAAGCGTGGGGTCGGAA
GTTCAAGTCTTCCCGGGCCCACCATTTGCACCAGCAAATGAGGTTTGC
TGTAGCGAATTGTGGTTTGTTTGGGTTTACCTGATCCTGGCGGTTTGCT
GTCAGGTGTTTGCGATGGTTGGGGCTGTAGCTCAGCTGGGAGAGCACC
TGCTTTGCAAGCAGGGGGTCAGCGGTTCGATCCCGCTCAGCTCCACCA
ATTCGCTTGGTGTCGAGACTGAGAGAGATATCCTTTGAAGAAATAAAA
GTTTTGCATCGGCTTATGGCTGGTGCGTGTTCTGCATACATTGTGAAGA
GAAGATTGATCTGGAGGCTTCCAGGTGTTTTGGGTTTTGCCCAAGGCG
TCCGAGCCCAGTTCTGATGATCCCATGGATGGCCTAGCCGGCCGGATA
TGGGTGAAGGACTGGAGGTAGGAAGGAAGCTTGTCGCTCTGGGTCGTT
GTTGTTTGCTGTCTTTAGGGATGAGCATCTGACGGACGACTTGATTACC
GTTGCCTGACCGCGCGGTATCGGATCATATCTCGAGAAGCTGGTCTTA
AGACAGGCTGCAAGCGAGCTGCTCGGCGTAGCTCCAATAAAGCAGAC
CTGTCGAACACGTTAATGGCATCATGAAATGATCCGGTTGTAAAAGGT
AACCGGATTTTTGGACTGGCCGCACGGCAATCGCAAGGTTGCCCTGAT
GGTCGCACGTCCAAATATGGATGAGCATTGGCAATGAGAACGATTAA
GTGTCGTAAGGGCATTTGGTGGATGCCTTGGCAT
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Sekwencja 3: nodD (1042 pz)
GCTCACCGCGGCAGCGCGCAGCATCAACCTCAGTCAACCAGCCATGAG
CGCAGCCATCGGCAGGTTGCGCGCCTACTTCAATGACGAGCTGTTTGT
GATGCAGAAGCGCAGACTTGTCCCGACACCGCGAGCCGAGGCGCTCG
CCCCTGCGGTTCGCGAAGCTCTACTTCAGATTCAGCTCTCGGTGATTGC
GTGGGATCCATTGGTCCCGGCGGAATCTGACCGGTGCTTCAGAATCGT
TCTGTCCGATTTCATGACGCTGGTATTCTTCGAAAAGGTCATAAAGCG
CGTAGCGCGAGAGGCACCCGGCGTCAGTTTTGAATTACTCCACATGAT
TGATTATCCGGACGAACGTCTCCACGGCGGAGATGTGGATTTTTTGAT
CCTTCCAAAACAGTTCATGTCAGCCCCTCATCCCAGTGCGAAGCTGTTT
GGGGAGAAACTCGTGTGTGTCGGCTGCCCTAATAATCAACAGCTGCAC
GGGAAGCTTTCCCTTGAGCAATTTATGTCGATGGGACACGTCGCGACC
ATGTTTGGGCGTACTTTGAAGCCATCCGTTGAACAATGGCTATTGCTG
GAGCACGGTTTTAAGCGGCGTATCGAAATCGTGGTCCAGGGCTTTAAC
GCGATCCCGATGTTACTACAGGGGACGAATCGGATATCAACCCTTCCC
TTGCGGCTTGTCAGACATTTCGCACCGACGATTCCCTTACAGATCGTAG
ATCATCCACTGCCTCCTCTTTCGTTCACAGAAGCTATACAGTGGCCCTT
GCTTCACAATTCCGATCCCGGCAACATCTGGATGCGTAACATAATTIT
GGAGGAGGCTTCGCGCATGGAGGCATCCGCTGAAGGATGCTCTCAAG
CGGCCAGAGCGGCCTAATTCTGGTCGAGCTGCATTAGCTCGAAGGATG
TCGCTTCAGGTGGTGGCATCTCGCCCACTTCCTGCATTGATCAATCGAA
TCGGTTTTGGTTTCGCGATTGATTATGATGAACTGGTGAAGCTGTGCCA
TCGCTGCATTTCCACCCGTTACGATCCTGG

Zastrzezenia patentowe

1. Szczep bakterii Rhizobium, leguminosarum bv. trifolii KC3, zdeponowany w Polskiej Kolekcji
Mikroorganizméw Instytutu Immunologii i Terapii Dodwiadczalnej PAN we Wroctawiu, za

numerem B/00153.

2. Szczep bakterii Rhizobium leguminosarum bv. trifolii KC3, jak okreslono w zastrz. 1, do za-
stosowania w nawozeniu roslin bobowatych w procesie rekultywacji biologicznej gleb skazo-

nych metalami ciezkimi.
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Rysunki
Tabela 1
Stezenie hamujace wzrost rizobiow (mM)
Szczep Pochodzenie
Pb*" Zn*' cd*
R. leguminosarum bv. | Brodawki korzeniowe 3,3 3.3 3.3
trifolii KB7 koniczyny bialej
R. leguminosarum bv. | (szczep referencyjny) 1 0,33 0,033
trifolii KO17
R. leguminosarum bv. | Brodawki korzeniowe 10 3,3 10
trifolii KC3 koniczyny czerwonej
100%  — ==
90% .
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0%
0OuM 10 uM 33 uM 100 uM 330 uM 1000 uM 3300 uM
komorki zywe B komorki martwe
Fig.1
100% e
90% .
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0%
OuM  10uM  33uM  100uM  330uM  1000uM 3300 uM

komérki zywe Bkomorki martwe

Fig.2




100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

PL 235220 B1

10 uM 33uM 100 uM 330 uM 1000 uM 3300 uM

komaérki zywe B komdrki martwe

Fig. 3

10 um 33 uM 100 um 330 uM 1000uM 3300 uM

komérki zywe  Bkomorki martwe

Fig. 4



10

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

0uM

10 uM

PL 235220 B1

33uM

komorki zywe

100 uM 330 uM

B komérki martwe

Fig. 5

1000 uM

3300 uM

ouM

10 uM

33uM

komdarki zywe

100 uM 330 uM

W komérki martwe

Fig. 6

1000 uM

3300 uM



100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

PL 235220 B1 11

0uM 10 uM 33uM 100 uM 330 uM 1000 uM 3300 uM

komorki zywe B komdrki martwe

Fig. 7
0um 10uM  33uM  100uM  330uM  1000uM 3300 uM

komorki zywe  Bkomorki martwe

Fig. 8



12

PL 235220 B1

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

oum 10 uM 33 uM

komdrki zywe

100 um

330uM

B komorki martwe

1000 uM 3300 uM

Fig. 9
Tabela 2
Koniczyna rosngca
Stezenie L . Koniczyna na podiozu
- Mierniki aktywnosci .
jonow symbiotyczne; rosngca na skazonym
Zn** ’ yezne podiozu inokulowana
skazonym sZczepem
Rhizobium
leguminosarum bv.
trifolii KC3
Liczba brodawek / rodling | 16,0 +4,0" 22.8+3.1 o
0mM Swieza masa pedu (mg) 276 + 54% 257 + 63°
Swieza masa korzeni (mg) | 224 + 63° 323 + 99°
Liczba brodawek / rosline | 13,5 +2.9° 23,1+ 44"
5 mM Swieza masa pedu (mg) 199 =+ 48° 264 = 60°
Swieza masa korzeni (mg) | 190 = 61° 291 + 70°
Liczba brodawek / rodling | 10,7 £ 2,5 15,6 +4.0°
10mM | Swieza masa pedu (mg) 111 +£31,2° 175+ 36"
Swieza masa korzeni (mg) | 105 + 32° 179 + 50
Liczba brodawek / roéline | 7,6 £ 2,3" 92+27
20mM | Swieza masa pedu (mg) 76 + 20° 89 + 25°
Swieza masa korzeni (mg) | 75 +23° 95 + 34"

a b C

p<0,05

.. wartosci w wierszu oznaczone

rOoznymi literami réznig sig¢ istotnie przy
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Tabela 3
Stgzenie | 5 Koniczyna rosngca
jenpw Mierniki aktywnosci Koniczyna rosnaca | na podlozu
Ccd™’ symbiotyczne] | na podiozu skazonym
! | skazonym inokulowana
l szczepem
| Rhizobium
3 leguminosarum
bv. trifolii KC3
Liczba brodawek / roéline 14,7+ 2.8° 20,0 + 2,5°
-
O uM i Swieza masa pedu (mg) 204 + 48° 264 + 54”
| Swieza masa korzeni (mg) | 217 = 72° 330 + 80°
Liczba brodawek / rosling | 12,9+3.8° 204 +3,7
100 uM | Swieza masa pedu (mg) | 19144 [ 223 +41°
| Swieza masa korzeni (mg) 196 + 66° 278 4+ 71"
: i Liczba brodawek / rosling 15.0 + 3.0° 20.9+ 3.4°
250 uM | Swieza masa pedu (mg) 180 + 41° _22_0 +37° o
Swieza masa korzeni (mg) 211+ 69° | 280 + 60° -
Liczba brodawek / rosling 9.9+ 3.7 16.7 % 3.8”
- . ]
500 uM | Swieza masa pedu (mg) 124 £ 37° 190 + 34"
Swicza masa korzeni (mg) | 148 + 42° 209+ 61"
: i
a, b,

&

p<h,05

. wartosel w wierszu oznaczone roznyvmi literami réznig sig istotnie przy
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Tabela 4
h i Koniczyna
Sts;zf..er‘ne Miemniki aktywnosci Koniczyna rosngca na
jonéw symbiotyczne; ' rosngca na podiozu
Pb* sy ! ! podlozu skazonym
- skazonym inokulowana
! szczepem
Rhizobium
leguminosarum
bv. trifolii KC3
Liczba brodawek / rogling 5,7+ 13" 10,0 % 2,2°
0 mM Swieza masa pedu (mg) 65+11° 91 + 15°
Swieza masa korzeni (mg) 77 + 147 110+ 27°
Liczba brodawek / rosling 4,1+0.8" 8§2=1,7°
ImM | Swieza masapedu (mg) | 53+9" 74+ 13"
Swieza masa korzeni (mg) | 64 + 12° 91 + 19°
Liczba brodawek / rosling 4.4+ 1,0 6.7 = i,lb
2mM | Swicza masa pedu (mg) 55 = 10° 67+ 12"
Swieza masa korzeni (mg) | 65 + 12° 82+ 13°
Liczba brodawek / rosline 3,0+ 0,8° 4,5+ 09"
5 mM Swieza masa pedu (mg) 50 + 10° 58+ 8"
Swieza masa korzeni (mg) 62+17° 66 + 16

a b

p<0,05

. wartosci w wierszu oznaczone roéznymi literami réznig si¢ istotnie przy
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