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Nowy szczep bakterii Rhizobium leguminosarum bv. viciae GR09 do
zastosowania w otrzymywaniu bionawozu dla roslin motylkowatych oraz sposob

wytwarzania tego bionawozu.

Przedmiotem wynalazku jest nowy szczep bakterii Rhizobium
leguminosarum bv. viciae GR09 zdeponowany w Narodowym Instytucie Lekow
w Warszawie, nr dep. 04/01/2010, wyizolowany z gleby lessowej, ktorego
metabolity jako czynniki Nod, uzyto do otrzymywania bionawozu stymulujacego
kietkowanie i wzrost roslin motylkowatych, a zwlaszcza grochu oraz sposob

otrzymywania tego bionawozu.

Symbioza pomigdzy bakteriami z rodzaju Rhizobium a ro§linami motylkowatymi
jest zjawiskiem f)owszechnie spotykanym w przyrodzie. W uklfadzie takim
bakterie zyja w brodawkach korzeniowych roslinnych gospodarzy i redukuja
nieprzyswajalny dla roslin azot atmosferyczny (N;) do azotu amonowego, ktory
jest wykorzystywany przez rosliny 1 zwigksza tym samym ich plonowanie [Jones
i wsp., Nature, 2007, 5]. Brodawki korzeniowe powstaja w wyniku dziatania na
korzenie roslin specyficznych bakteryjnych molekul [D’Haeze i Holsters,
Glycobiology, 2002, 12]. Metabolity te sa pod wzgl¢dem budowy chemicznej
chitolipooligosacharydami i znane jako czynniki Nod. Rizobia mozna
wykorzysta¢ do produkcji czynnikéw Nod, jezeli zostang poddane aktywacji przy
pomocy zwiazkow flawonoidowych. W warunkach naturalnych flawonoidy
wydzielane sa do srodowiska glebowego przez korzenie roslin motylkowatych
[Spaink, Annu. Rev. Microbiol., 2000, 54]. Roéznice w poziomie syntezy
bakteryjnych czynnikow Nod wplywaja na liczbe brodawek powstajacych na
korzeniach roélin i przez to na efektywnos¢ symbiozy (wydajnos¢ wiazania azotu
atmosferycznego), co z kolei moze mie¢ wplyw na wielko$¢ plonu roslin
uprawnych.

Rizobia powszechnie wystgpuja w polskich glebach uprawnych w
ilosciach dochodzacych do 10° zywych komorek na 1 g gleby, ale ich liczebnosé
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moze si¢ zmieniaC w zaleznoéci od rodzaju gleby [Martyniuk i wsp., Bot.
Lithuanica, 1999, Suppl. 3]. Zdarza si¢ rOwniez, ze mimo duzej liczebnosci
rizobiow w danej glebie, przewazaja wsrod nich szczepy o niskiej efektywnosci
symbiotycznej redukcji azotu. W takich przypadkach zaleca si¢ stosowanie

bionawozow zawierajacych zywe, wysoko aktywne bakterie z rodzaju Rhizobium

[Toro, World J. Microbiol. Biotech., 1996, 12].
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Rys.1. Schemat wymiany sygnalow molekularnych pomiedzy rizobiami a
roslinami motylkowatymi oraz zmian morfogenetycznych (1-3) wywolywanych
przez czynniki Nod w obrebie korzenia rosliny — gospodarza.

Opatentowano kilka szczepéw bakterii brodawkowych przeznaczonych do
produkcji bionawozoéw i/lub biopreparatow zawierajacych takie szczepy, miedzy
innymi:

a) Rhizobium meliloti [PL. 185 545], przeznaczony do stosowania w uprawie

lucerny;

b) Rhizobium leguminosarum S012-A2 [US2006/0258534 Al], przeznaczony

do stosowania w uprawie grochu i soczewicy;

¢) Rhizobium leguminosarum 725 [ES2099679 Al], przeznaczony do

stosowania w uprawie wyki;

d) Bradyrhizobium japonicum [Zhang i1 Smith, Advances in Agronomy,

2002, 76], przeznaczony do stosowania w uprawie soi,

€) Rhizobium leguminosarum M1 [UA81577 C2], przeznaczony do

stosowania w uprawie grochu;

f) Rhizobium leguminosarum 240b [SU698968 Al], przeznaczony do

stosowania w uprawie grochu;

g) Rhizobium leguminosarum 250b [SU979307 Al],przeznaczony do

stosowania w uprawie grochu;

h) Rhizobium leguminosarum 1078 [SU1789523 Al], przeznaczony do

stosowania w uprawie grochu;

i) Rhizobium leguminosarum 0622 [SU1629295 Al], przeznaczony do

stosowania w uprawie wyki.
W przypadku szczepow Rhizobium leguminosarum S012-A2, M1, Z25, 240b,
250b, 1078, 0622 oraz Bradyrhizobium japonicum wykazano wprawdzie
pozytywny wplyw stosowania ich jako biopreparatow w uprawie roslin
motylkowatych, jednakze wysoka specyficzno$¢ zjawiska symbiozy w
odniesieniu do roslin motylkowatych oznacza, ze okreslony szczep bakterii moze
by¢ symbiontem tylko jednego lub wyjatkowo kilku sposrod licznych gatunkow
roélin motylkowatych [Wilems, Plant Soil, 2006, 287], tak wigc z tego powodu
powyzsze szczepy mozna uzy¢ tylko i wytacznie w uprawie grochu lub gatunkow

bardzo blisko z nim spokrewnionych np. peluszki, wyki.
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W przytoczonych opisach patentowych zaklada si¢ wykorzystanie catych
i zywych komorek bakteryjnych. Z takim rozwiazaniem wiaze si¢ szereg
niedogodnosci, gdyz stosowanie zywych bakterii wymaga namnazania ich
w duzych objetosciach, hodowli kazdorazowo przed wyprodukowaniem
biopreparatu oraz koniecznosci utrzymywania zywotnosci bionawozu w okresie
od chwili namnozenia bakterii do czasu zastosowania go podczas wysiewu
nasion. Trudno jest wowczas zagwarantowac, ze taki bionaw6z bedzie zawieral
bakteryjne metabolity do zastosowania w kazdych warunkach glebowych, istotne
i niezbedne dla nawigzania wydajnej symbiozy pomiedzy rizobiami a ro$linami.
Ponadto szczepy wprowadzone do srodowiska musza konkurowa¢ z populacjami
autochtonicznymi w procesach kolonizacji ryzosfery i kolonizacji brodawek, a to
dodatkowo zmniejsza ich korzystne dzialanie jako bionawozu.

Celem wynalazku bylo opracowanie bionawozu do zastosowania
w uprawie wielu roslin motylkowatych, w kazdych warunkach glebowych,
ulatwiajacego w duzym stopniu nawiazanie symbiozy roslin z bakteriami
autochtonicznymi w  celu  zredukowania  nieprzyswajalnego  azotu
atmosferycznego do wykorzystywanego przez rosliny azotu amonowego, a takze
sposobu otrzymywania tego bionawozu na skal¢ przemystowa.

Nieoczekiwanie, w trakcie badan nad szczepami rizobium wystepujacymi
w glebach lessowych, wyizolowano i zidentyfikowano nowy szczep bakterii
Rhizobium leguminosarum bv. viciae GR09, a nastepnie zbadano jego metabolity
- czynniki Nod, w kierunku morfogenetycznych wiasciwosci dla komorek
i tkanek roslinnych.
Zaskakujace rezultaty otrzymano w trakcie wprowadzania do srodowiska
kietkowania nasion i wzrostu roslin motylkowych metabolitow nowego szczepu
bakterii Rhizobium leguminosarum bv. viciae GR09 indukowanych pod wptywem
zwiazkow flawonoidowych, izolowanych z kietkujacych nasion grochu.
Wyniki badan wykorzystano do opracowania nowego bionawozu stymulujacego
kietkowanie 1 wzrost roslin motylkowatych, a zwtaszcza grochu, a takze sposobu

otrzymywania tego bionawozu.

Istota wynalazku jest nowy szczep bakterii Rhizobium leguminosarum bv.

viciae GR09, zdeponowany w Narodowym Instytucie Lekow w Warszawie za
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numerem 04/01/2010 do zastosowania w otrzymywaniu bionawozu
stymulujacego kietkowanie i wzrost roélin motylkowatych, a takze sposob ,
otrzymywania tego bionawozu.
Bionaw6z, wedlug wynalazku charakteryzuje si¢ tym, ze jego czynnikiem
aktywnym sa metabolity nowego szczepu bakterii Rhizobium leguminosarum bv.
viciae GR09, numer dep. 04/01/2010, bedace chitolipooligosacharydami -
czynnikami Nod, indukowanymi w komodrkach bakteryjnych pod wplywem
zwiazkow flawonoidowych, wyizolowanych z kietkujacych nasion grochu.
Potraktowanie nasion grochu preparatem zwierajacym czynniki Nod
powoduje zwigkszenie liczby brodawek na korzeniach grochu, co skutkuje lepsza
kolonizacja korzem przez symbiotyczne rizobia, redukujace azot do formy
przyswajalnej przez ro$liny.
Optymalna dawka czynnikéw Nod w preparacie, okreslona zostala w granicach
10°- 10 M na 1 1 wody.
Sposob otrzymywania bionawozu dla ro$§lin motylkowych wedlug wynalazku
charakteryzuje si¢ tym, ze do nowego szczepu bakterii Rhizobium leguminosarum
bv. viciae GRO9 nr dep. 04/01/2010, wyhodowanego do miana w granicach od 5 x
10® do 5 x 10° na 1 ml plynnego podioza, korzystnie w pozywce TY i z
wytrzasaniem, dodaje si¢ przygotowany i oznaczony znanymi sposobami wyciag
flawonoidowy wyizolowany z kietkujacych nasion grochu az do uzyskania
stezenia koncowego w danej objetosci hodowli w granicach od 5 do 15 uM, po
czym hodowle kontynuuje si¢ w niezmienionych warunkach, przez co najmniej 2
doby, a uzyskane metabolity nowego szczepu bakterii jako czynniki Nod
odwirowuje sig, korzystnie duze obroty ok.10 tys. obr./min i poddaje ekstrakcji z
plynu pohodowlanego za pomoca n-butanolu, a nastepnie znanymi metodami
oznacza si¢ ich st¢zenie w celu sporzadzenia wodnego roztworu bionawozu.
Tak uzyskane czynniki Nod dzialaja w bardzo niskich stezeniach, co umozliwia
otrzymanie stosunkowo duzej ilo$ci bionawozu z niewielkiej objetosci hodowli.
Ich trwalo$é jest znacznie wyzsza niz zywych komoérek bakteryjnych, a tym
samym latwiejsze jest ich przechowywanie do czasu sporzadzania bionawozu
z wykorzystaniem go podczas siewu roslin motylkowych.
Biorac pod wuwage powszechne wystgpowanie szczepdw  Rhizobium

leguminosarum bv. viciae w polskich glebach, otrzymywany wedhug wynalazku
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bionawéz moze by¢ powszechnie stosowanym zamiennikiem azotowych

nawozow sztucznych w ekologicznych uprawach roslin motylkowych.

W przykladach wynalazku zostaly przedstawione badania nad identyfikacja
nowego szczepu Rhizobium leguminosarum bv. viciae GR09 nr dep. 04/01/2010,
a takze badania potwierdzajace obecno$¢ czynnikbw Nod w plynie
pohodowlanym tego szczepu bakterii, indukowanych wyciagiem flawonoidowym
z kietkujacych nasion grochu. Przedstawiono réwniez badania okreslajace

optymaing dawke biopreparatu i sposoby otrzymywania bionawozu.

Przykiad 1. Badania w kierunku izolaciji i selekcji nowego szczepu.

Szczep Rhizobium leguminosarum bv. viciae GR09 pochodzi z gleby lessowe;,
z Felina k. Lublina - 51226345, 22.635612. Szczep wyizolowano znanymi
metodami z brodawki korzeniowej grochu Pisum sativum cv. Ramrod.

Z gleby wykopywano korzenie grochu bedacego w fazie kwitnienia. Korzenie
myto i wyjatlowiano powierzchniowo za pomoca 0,1% HgCl, a nastgpnie 70%
etanolu. Z korzeni odcinano brodawki korzeniowe i pobierano znajdujace sig¢
wewnatrz tkanki ro$linne zawierajace bakterie. Bakterie wysiewano na plytki
Petriego z pozywka 79CA zestalona 1,4% agaru i pasazowano do etapu
otrzymania czystych kultur z pojedynczych kolonii. Otrzymano 14 szczepow
Rhizobium leguminosarum bv. viciae, ktore nastepnie zbadano pod katem ich
wilasciwosci symbiotycznych.

Miernikiem aktywno$ci symbiotycznej szczepu byly: $wieza masa roslin,
sucha masa roslin oraz liczba brodawek tworzonych na korzeniach grochu.
Rosliny hodowano w pojemnikach zawierajacych 600 g plukanego i jalowego
piasku, ktory jednorazowo nasaczono ptynna bezazotowa pozywka Fahreusa w
iloéci 150 ml. Do tak przygotowanych pojemnikéw wysiewano nasiona grochu,
wyjatowione powierzchniowo w 0,1% roztworze HgCl; a nastepnie 70% etanolu,
po czym zakazano je zawiesinami szczepOw rizobiowych o gestosci optycznej
rownej 0,1 mierzonej przy dlugosci fali 550 nm. Liczba roélin przypadajaca na
pojemnik wynosita 5 sztuk, a doswiadczenie przeprowadzono w 3 powtorzeniach.

Rosliny hodowano przez 6 tygodni, podlewajac je jalowa woda destylowang 3
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razy w tygodniu. Wykorzystywano $wiatlo dzienne uzupelnione os$wietleniem
sztucznym (14/10 godz. dzien/noc, 24/19°C). Po szesciu tygodniach rosliny

zebrano, zwazono oraz policzono brodawki korzeniowe.

Tabela 1. Wlasciwo$ci symbiotyczne badanych szczepow  Rhizobium

leguminosarum bv. viciae

Symbol szczepu Zielona masa Sucha masa rosliny® Liczba
rosliny® (g) (® brodawek /
rosling®

GRO1 3,34 40,72 0,44 + 0,12 348 +15.6
GRO2 3,07+1,15 0,45 +0,16 30,3 £ 14,6
GRO3 3,36 £ 0,95 0,49+0,12 274+175
GR04 3,98 £ 0,91 0,55 +0,15 220+78
GRO5 3,38+1,86 0,49 + 0,27 20,6 £9,7
GRO6 3,95+ 1,45 0,55+0,23 19,0+9,6
GRO7 3,84 £ 1,41 0,56 £ 0,18 256 £53
GRO8 430+ 1,26 0,68 + 0,20 31,3+89
GRO09 4,31 + 1,69 0,73 + 0,30 38,8+10,3
GR10 3,70 £ 1,25 0,62 + 0,28 35,6 £ 15,6
GR11 3,65+ 1,30 0,51 +£0,22 353196
GR12 3,42+ 0,63 0,39+0,13 33,7+ 12,6
GR13 3,32 + 0,90 0,43 +0,13 34,7+ 11,7
GR14 3,54 £1,36 0,51+0,19 3431164

Groch nie 3,45+0.73 0,47+0,13 0

zakazony

rizobiami

(kontrola)

# érednia + SD

Przedstawione w tabeli mierniki aktywnosci symbiotycznej badanych
szczepow Rhizobium leguminosarum bv. viciae wskazuja, ze nowy szczep
Rhizobium leguminosarum bv. viciae oznaczony symbolem GRO9 charakteryzuje
si¢ wzglednie wysokimi wartosciami wszystkich trzech badanych parametrow, co
przesadza o jego wyborze do produkcji metabolitow wspomagajacych symbioze

i stymulujacych wzrost rolin motylkowatych.
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Przyklad 2. Genetyczna identyfikacja nowego szczepu GR09.
Do identyfikacji Rhizobium leguminosarum bv. viciae uzywano trzech markeréw
genetycznych: genu 16S rDNA, regionu migdzygenowego 16-23S rDNA oraz
genu nodD wraz z sgsiadujacymi regionami migdzygenowymi.
Region 16-23S rDNA amplifikowano z calkowitegp DNA Rhizobium
leguminosarum bv. viciae GR09 z zastosowaniem primeréw FGPS1490-5'-
TGCGGCTGGATCACCTCCTT-3" i FGPL132'-5'-
CCGGGTTTCCCCATTCGG-3" [Laguerre i wsp., Appl. Environ.
Microbiol., 1996, 62: 2029-2036), region nodA-F za pomoca primeréw NBA12-
5'-GGATSGCAATCATCTAYRGMRTGG-3' i NBF12-5'-
GGATCRAAAGCATCCRCASTATGG-3" [Laguerre i wsp., Appl. Environ.
Microbiol., 1996, 62: 2029-2036], natomiast region 16S rDNA za pomoca
primeréw  16863f-5'-CAGGCCTAACACATGCAAGTC-3' i 16S1387r-5'-
GGGCGGWGTGTACAAGGC-3" [Marchesi i wsp., Appl. Environ. Microbiol.,
1998, 64]. Otrzymane fragmenty o dlugosci ok. 1200 pz trawiono
endonukleazami BsuRI lub 7agl. Otrzymane fragmenty restrykcyjne rozdzielano
elektroforetycznie na 3% zelu agarozowym w buforze TBE, prowadzac
elektroforezg przez 3 godz. przy napigciu 7 V/cm (Rys. 2). Przedstawiony wynik
(wzorzec restrykcyjny wybranych i amplifikowanych regionéw genetycznych)
jest powtarzalny, wiec metoda PCR-RFLP pozwala na szybka identyfikacje
szczepu Rhizobium leguminosarum bv. viciae GR09.

188 16238 nodAF
DNA DNA

E_&E_&E_&
8 § 38 8 8

800 pz
400 pz
300 pz

200 pz
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Zamplifikowane technika PCR markery genetyczne 16S rDNA oraz 16-23S
rDNA (warunki amplifikacji jak opisane wyzej) poddano sekwencjonowaniu.
Wyniki przedstawiono ponize;.

Sekwencja genu 16S rDNA Rhizobium leguminosarum bv. viciae GRO9:

ttcatgcactcgagttgcagagtgcaatccgaactgagatggecttitggagatta
gctcacactcgecgtgctegectgecce
actgtcaccaccattgtagcacgtgtgtagcccagyccgtaagggccatgaggac
ttgacgtcatccccaccttectcete
ggcttatcaccggcagtccccttagagtgcccaactgaatgctggcaactaaggg
cgagggttgcgctecgttgcgggact
taacccaacatctcacgacacgagctgacgacagccatgcagcacctgtgteccg
gtccccgaagggaaccttgecatcte
tgcaagtagccgggcatgtcaagggctggtaaggttctgecgegttgecttegaatt
aaaccacatgctccaccgecttgtge
gggcccccgtcaattectttgagttttaatecttgegacegtactecccaggegga
atgtttaatgcgttagctgcgccac
cgaacagtatactgcccgacggctaacattcatcgtttacggecgtggactaccag
ggtatctaatcctgtttgctcccca
cgctttecgcacctcagegtcagtaatggaccagtgagccgecttegecactggtg
ttcecteccgaatatctacgaatttea
cctctacactcggaattccactcacctcecttccatactccagatcgacagtatcaa
aggcagttccagggttgagccctgg
gatttcacccctgactgatcgatcegectacgtgecgetttacgeccagtaattece
gaacaacgctagcccecttegtatt
accgcggcectgctggcacgaagttagcecggggcettcttcteccggataccgtecatta
tcttctcecggtgaaagagectttaca
accctagggcecttcatcactcacgcggcatggctggatcaggecttgegececcattyg
tccaatattccececactgctgectcec
cgtaggagtttgggccgtgtctcagteccaatgtggctgatcatectctcagacc
agctatggatcgtcgecttgstagg
cctttaccccaccaactagctaatccaacgecgggctcateccttgaccgataaatce
tttctccecgaaggacacatacggta
ttagcacaagtttccctgegttattecegtagtcaagggtagattceccacgegtta
ctcacccgtce

sekwencja regionu 16S-23S rDNA Rhizobium leguminosarum bv. viciae GRO9:

cttggactggtagacgaccttccgacaagtctttgacttgtctcgaggtatgaac
cttceccgtgetttttagaacataga
tggcaccagtcaggtgaccatcgaaacgtaatacgccgcgatgacttcggtcacg
acggtatggcgagctttcgecgtec
acgtttctcttitcttcaaaaggatatcgaaccatgggtttgcgctegegegetgt
tcgcaccttcggtgctgcgetceege
gagggcgccggacgaccggcgacggectctggectgtatgggeggetetttctga
ggttttgctcaggttaggcgtcaac
gcagagagatgggcccgtagctcagttggttagagcacacgcttgataagegtgg
ggtcggaagttcaagtcttccecggg
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cccaccatttgcaccggcaaatgaggtttgetgtagecgaattgtggtttgtttgg
gtttacctgatcctggeggtttget
gtcaggtgtttgcgatggttggggctgtagectcagectgggagagcacctgetttg
caagcagggggtcagcggttcgatc
ccgctcagcectecaccaattegettggtgtcgagactgagagatatectttgaaga
aataaaagttttgcaccggcttcga
gctgttgcgtgttctgcatacattgtgaagagaagattgatctggaggcttccag
gtgttgtgggttttgcccatgatgt
ccgagcccagttcecctgtgaaaccatggatggectageccggecggatgtggtggag
ggattggaggtaggtaggaagcttyg
tcgectectggatcgteccagegtaaaccgegtageggtttatecgegtgttgttegtt
gcctttgggcatcgtctgacggacg
atcggattaccgttgcctgaccgecgcggtatcggatccaatctcgagaagetggt
cttaagacaggctgcaagcgagctyg
ctcggcgtagetccaataaagcagacctgtcgaacacgttaatggecattgttgga
ttgactgggttgtaaaaggtaaccc
ggtctgttgccgttceccttatggagcgagcaacgagatgatgagcattgrcaatga
gaacgattaagtgtcgtaagggcat
ttggtggatgccttggcatgcacaggcgatgaaggacgtgatacgctgcgaaaag
ccgtggggagc

Otrzymany wynik w postaci ciagu opisujacego 2 sekwencje DNA jest
charakterystyczny i powtarzalny, co pozwala na dokladna identyfikacje szczepu

Rhizobium leguminosarum bv. viciae GR09.

Przyktad 3. Ilosciowe oznaczenie poziomu syntezy czynnikéw Nod w

biopreparacie metoda chromatografii gazowe;.

Poniewaz gtowny szkielet czynnika Nod zbudowany jest z 3-5 reszt N-acetylo-D-
glukozaminy badania oparto na analizie ilo$ciowej aminocukrow. Poszczegodlne
rodzaje czynnikéw Nod roznig si¢ jedynie dodatkowymi podstawnikami.

Do 250 pg suchej probki zawierajacej czynniki Nod, otrzymane w drodze
indukcji flawonoidowej szczepu GRO9, dodano 30 pg wzorca - GalNAc,
a nastepnie hydrolizowano w 1 ml kwasu trojfluorooctowego - TFA
w temperaturze 120 °C przez 2 godziny. TFA wyeliminowano z proby poprzez
dwukrotne przemycie woda dejonizowana i wysuszenie pod Nz Wolne kwasy
thuszczowe usunieto dodajac 0,5 ml 10% heksanu (v/v). Procedure powtorzono
trzykrotnie. Probke redukowano dodajac schypte NaBH; i inkubujac w

ciemnosci w 0 °C przez 12 godzin. Nastepnie probke poddano acetylacji dodajac
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25 pl AcyO 1 50 pl pirydyny a potem inkubacji w 85 °C przez 30 minut. Probke
suszono pod N, zawieszono w 10—15 ul chloroformu 1 poddano analizie GC .
Stezenie czynnikéw Nod w mieszaninie okreslono na wartos¢ 260 nM poprzez
pomiar pola powierzchni pikow otrzymanych dla N-acetylo-D-glukozaminy oraz
uwzglednieniu, ze na jedna czasteczke czynnika Nod przypadaja $rednio 4 reszty
cukrowe.

Przyktad 4. Okreslenie optymalnej dawki biopreparatu w_doswiadczeniach
laboratoryjnych - wplyw czynnika aktywnego biopreparatu (czynnikéw Nod) na

kietkowanie grochu.

Nasiona grochu wyjalowiano 0,1% sublimatem i1 70% alkoholem etylowym.
Preparat czynnikow Nod rozcieficzono w jalowej wodzie do stgzen w granicach
10° do 10°M. Nasiona moczono w preparacie (1 ml na 1 nasiono) przez 30
minut. Kontrole stanowity nasiona moczone w jatowej wodzie. Nast¢pnie nasiona
umieszczano w plaskich plastykowych pudelkach z podlozem Fahreusa (1%
agaru) w ilosci 10 sztuk na pudetko. Dla kazdego stgzenia czynnikow Nod
przygotowano 15 powtdrzen. Pudeltka zawijano w folie aluminiowa, i ustawiano w
pozycji pionowej. Po 3 i 4 dobach liczono ilo$¢ skietkowanych nasion oraz

mierzono dtugos¢ kietkéw.

Tabela. 2.
stezenie liczba skielkowa- dlugos¢ korzenia liczba skielkowa- dlugos¢ korzenia
czvnnika Nod nych nasion (%) (mm) nych nasion (%) (mm)
™) 3 dzied 4 dzien
kontrola 76a ' 13.9 87a 27.7b
10° 8la 10.3a 88a 22.7a
1010 82a 14.3b 93b 26.7b
101 85a 15,1b 97b 28,4b
102 85a 13.2b 96b 25.9b
104 83a 11.2a 95b 239

Wartoéci sq srednia + SD ze 150 roslin w kazdej grupie. Wartosei w tej samej kolunmie oznaczone taka sama litera
nie r62nia si¢ w sposob statystycznie istotny (P<0.05) w tescie Tukeya (ANOVA).

Przyktad 5. OkreSlenie optymalnej dawki biopreparatu w_doswiadczeniach
laboratoryjnych - wptyw biopreparatu na wzrost grochu w warunkach sterylnych.

Nasiona grochu wyjatowiano jak w przykfadzie 4, a nastgpnie pikowano po 5

sztuk do pojemnik6w zawierajacych 600 g ptukanego i jatowego piasku



-12 -
nasaczonego przed wysianiem nasion S0 ml plynnej pozywki Fahreusa
z dodatkiem 5 mM KNO;. Dla kazdego rozcienczenia czynnikéw Nod
przygotowano po 10 pojemnikéw po 50 roslin. Po szesciu tygodniach rosliny
usuni¢to z pojemnikow, a nastgpnie zwazono ich pedy i1 korzenie.

Tabela. 3.

stezenie czas $SwieZa masa $wieza masa sucha masa sucha masa
czynnika Nod kielkowania pedu korzeni pedu korzeni

o) (dnd) ® ® ® ®

kontrola 5.0x0,4a 0,77 £0,21a 0,96 +0,21a 0.15 +0,06a 0,15 +0,02a
10° 4,1 £0.9a 0,69 +041a 0,66 +0.4a 0.13 £0,03a 0,12 £0.09a
10°'° 4,2+ 0,3a 0.95 +0,19a 1,08 20,14a 0.12 +0,02a 0,13 +0.06a
10 3,4£0,5b 1,48 £0,33b 1,38 £0,52b 0,26 +0,04b 0,18 +0,09b
102 4,0 03a 0,87 £0,09a 0,96 +0,25a 0,15 £0,03a 0,15 £0,05a
101 48+04a 0.65 +0.4a 0,66 +0,38a 0.11 +0.02a 0.11 =0.06a

Wartosci sq $rednia = SD z 50 roslin w kazdej grupic. Wartosci w tej samej kolumnie oznaczone tg samna litera
nie ré2nia sie w sposéb statystycznie istotny (P<0,05) w tescie Tukeya (ANOVA).

Przykiad 6. Wplyw biopreparatu na wzrost grochu w warunkach niesterylnego
doswiadczenia wazonowego.

Doswiadczenie przeprowadzono w Stacji Do$wiadczen Wegetacyjnych Instytutu
Nawozenia, Uprawy i Gleboznawstwa w Putawach. Nasiona grochu pikowano po
3 sztuki do wazonéw Mitcherlicha wypetnionych 7 kg gleby (2:1 mieszanina
piasku i gleby gliniastej). Wazony podlewano tak, aby utrzymac wilgotnos¢ gleby
na poziomie ok 60% pojemnos$ci wodnej. Groch hodowany byt w wazonach przez

6 tygodni w maju i czerwcu 2009. Zatozono 2 grupy doswiadczalne:

1. Nasiona moczone przez 30 min w wodzie (1 ml na 1 nasiono)
2. Nasiona moczone przez 30 minut w roztworze czynnikéw Nod (~10"" M)
w objetosci jak wyzej |
Dla kazdej grupy doswiadczalnej wykonano 5 powtdrzen (5 wazondw), co w
sumie dato 15 roélin grochu na grupe. Wyniki przedstawiono w tabeli.
Tabela. 4.

grupa liczba $wieia masa pedu | sucha masa pedu kiczba
brodawek ® ® strakow
bez czynnika Nod 61,6+7a 71,6532 1120,6a 8,60,6a
zczyonikiem Nod | 102,6423,6b 90+8b 1311,3b 12+1,6b
(wzrost 0 67%)* | (wzrost 025%)* | (wazrosto 18%)* | (wzrosto 39%)*

Wartosci s3 §rednia + SD z 15 roélin w kazdey grupie. Wartosci w tej same) kolumnie oznaczone roznymi literami

ro2nia si¢ w sposéb statystyczmie sstotny (P<0,05) w tescie Tukeya (ANOVA).
*w stosunku do wiersza powy?ej
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Wyniki badan przedstawione w przyktadach 4, 5 i 6 pozwalaja stwierdzi¢, iz
najbardziej aktywna dawka czynnikow Nod w preparacie, zawiera si¢ w granicach
10%°-10"*M na 1 litr wody.

Przyktad 7. Sposéb otrzymywania bionawozu.

Etapl. Przygotowanie wyciagu flawonoidowego z kietkujacych nasion grochu.
Okoto 100 sztuk nasion wyjalawiano powierzchniowo wstrzasajac po 3 min.
kolejno w 0,1% roztworze HgCl,, a po dwukrotnym przeplukaniu jalowa woda,
w 70% etanolu. Powtérnie nasiona plukano jalowa woda, po czym wytrzasano
przez 4 dni / 120 obr./min/, w ciemnoéci i temp. 28 °C, stosujac 1 ml sterylne;j
wody na 1 nasiono. Nastgpnie usuwano skielkowane nasiona, a z supernatantu
ekstrahowano zwiazki flawonoidowe za pomoca octanu etylu w stosunku
objetosciowym do plynu pohodowlanego 1:10. Po odparowaniu octanu etylu osad
zawierajacy flawonoidy rozpuszczono w 50 ml 95% etanolu i przechowywano w
4 °C. W tak otrzymanym wyciggu oznaczono ilo$¢ flawonoidow suszac 1 ml
ekstraktu etanolowego 1 wazac pozostalg sucha mase. Ilo$¢ flawonoidow
okresélono w odniesieniu do masy molowej czystego izoflawonu.

Etap 2. Do szczepu bakterii Rhizobium leguminosarum bv. viciae GRO9,
wyhodowanego do miana 5 x 10° na 1 ml na plynnym podiozu TY
z wytrzasaniem, dodawano przygotowany wyciag flawonoidowy, o stezeniu
wyjSciowym 5 mM, az do uzyskania 5 uM stezenia koncowego na 11 objetosci
hodowli. Hodowl¢ kontynuowano w niezmienionych warunkach przez 48 godzin,
a uzyskane metabolity - czynniki \Nod odwirowywano, przy obrotach ok. 10 tys.
obr./min i poddawano ekstrakcji z ptynu pohodowlanego za pomoca n-butanolu.
Nastepnie metoda analizy aminocukrow chromatografii gazowej (GC), oznaczano
stezenie czynnikéw Nod w wyj$ciowym roztworze n-butanolowym i sporzadzano
roztwor wodny o stezeniu czynnikéw Nod w granicach 107 - 10 "2 M/l wody,

gotowy do zastosowania w uprawie roslin motylkowatych.

Czynniki Nod jako metabolity bakteryjne nowego szczepu bakterii
Rhizobium leguminosarum bv. viciae GR09 dziataja w bardzo niskich stezeniach,
co umozliwia otrzymanie stosunkowo duzej ilo$ci bionawozu z niewielkiej

objetosci hodowli. Ich trwalos¢ jest znacznie wyzsza niz zywych komoérek
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bakteryjnych, a tym samym latwiejsze jest ich przechowywanie do czasu
sporzadzania bionawozu z wykorzystaniem go na okre§lonym etapie wegetacji ‘
roslin motylkowych.

Biorac pod uwage powszechne wystegpowanie szczepéw Rhizobium
leguminosarum bv. viciae w polskich glebach, otrzymywany wedtug wynalazku
bionawéz moze by¢ powszechnie stosowanym zamiennikiem azotowych

nawozow sztucznych w ekologicznych uprawach roslin motylkowych.
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