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Wstep

Rosliny bobowate (Fabaceae) sa waznym zrodlem biatka dla ludzi i zwierzat
hodowlanych, a ich uprawa wptywa korzystnie na zyznos¢ gleb i plonowanie
innych roslin uprawianych w plodozmianie, zwtaszcza w warunkach rolnictwa
integrowanego i ekologicznego (4). Jednym z najwazniejszych czynnikoéw
oddziatujacych na wzrost i plonowanie omawianych roslin sa bakterie z rodzaju
Rhizobium indukujace powstawanie na korzeniach brodawek symbiotycznych,
w ktérych odbywa sig proces redukcji azotu atmosferycznego do formy amonowe;j,
pobieranej przez rosling bobowata. Biopreparaty zawierajace bakterie symbiotyczne
przyczyniaja si¢ do zwiekszenia plonéw roslin bobowatych, w zwiazku z tym
stosowane sg one do$¢ powszechnie w nowoczesnej agrotechnice tych roslin do
przedsiewnego otoczkowania nasion. Badania przeprowadzone w roznych krajach
wykazaty, ze stosowanie preparatow zawierajagcych bakterie symbiotyczne daje
bardzo pozytywne efekty plonotworcze wowczas, gdy rosliny bobowate uprawiane
sg na glebach nie zawierajacych rizobiow lub na glebach zasiedlonych przez mate
1 nieefektywne populacje wymienionych bakterii. W przypadku upraw na glebach
zasiedlonych przez duze populacje bakterii symbiotycznych aplikacja szczepionek
rizobiowych nie przyczynia si¢ na ogoét do istotnych przyrostow plonow (2, 5, 6, 14,
16). Najwazniejszymi czynnikami, od ktorych zalezg efekty stosowania biopreparatow
jest liczebnos¢ rizobidow w preparacie, a przede wszystkim efektywno$¢ symbiotyczna

* Opracowanie wykonano w ramach zadania 1.3 i 1.4 w programie wieloletnim ITUNG-PIB.
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wyselekcjonowanych szczepow bakteryjnych wchodzacych w sktad preparatu
szczepionkowego (2, 4, 5, 6, 11).

Zaktad Mikrobiologii Rolniczej IUNG-PIB w Putawach posiada kolekcje¢ licznych
izolatow bakterii brodawkowych, a najefektywniejsze symbiotycznie szczepy
wykorzystywane sg do badan i1 produkcji szczepionek. Z tego tez wzgledu bardzo
wazne jest pozyskiwanie nowych szczepow, ktore wzbogacilyby istniejacg kolekcje
i moglyby by¢ wykorzystywane w praktyce.

Celem przeprowadzonych badan byto wyodrebnienie nowych izolatow bakterii
symbiotycznych grochu i bobiku z ekstensywnych upraw tych roslin oraz ocena
efektywnos$ci symbiotycznej wyizolowanych szczepow.

Materialy i metody

Probki gleb i ro$lin bobowatych pobrano w lipcu 2015 roku z pdl, na ktérych
uprawiano groch w miejscowosci Gotab oraz bobik w miejscowosciach Stara Wie$
1 Pozog. Na polach, z ktérych pobierano materiat do badan nie stosowano szczepionek
zawierajacych bakterie brodawkowe dla roslin bobowatych oraz srodkéw ochrony
ro$lin. Probki glebowe pobierano z warstwy 0-15 cm w 3 powtorzeniach. Glebg spod
roslin bobowatych, przeznaczong do analiz mikrobiologicznych przesiano na sicie
o srednicy oczek 2 mm. Probki glebowe przechowywano w zamknietych woreczkach
foliowych w temperaturze 4°C. Probki powietrznie suche przeznaczono do oznaczen
fizykochemicznych gleb: odczyn gleby (pH w H,O) oraz skfad granulometryczny.

e  Wyodrebnienie szczepow

Korzenie roslin bobowatych wysterylizowano w 70% etanolu, a nastgpnie pobrano
brodawki i wytozono na ptytki Petriego zawierajace agarowa pozywke YEMA
z dodatkiem Czerwieni Kongo. Ptytki inkubowano w 28°C przez okres 5 dni. Nastepnie
uzyskane kolonie bakterii z rodzaju Rhizobium doczyszczano metoda posiewow
redukcyjnych, a uzyskane czyste kolonie przenoszono na skosy agarowe YEMA
z 3 g CaCO, L' wedlug metodyk (17) i przechowywano do dalszych analiz w 4°C.

e  Oznaczenia wlasciwosci gleb

Wykonano oznaczenia aktywnosci biochemicznej gleb: dehydrogenaz (1), fosfatazy
zasadowej oraz fosfatazy kwasnej (15). Badanie aktywnosci dehydrogenaz wykonano
metoda kolorymetryczna, z zastosowaniem jako substratu 3-procentowego TTC
(chlorku trojfenylotetrazolu), po 24-godzinnej inkubacji w temperaturze 37°C, przy
dtugosci fal 485 nm. Aktywnos$¢ fosfatazy zasadowej i kwasnej wykonano metoda
kolorymetryczng z zastosowaniem PNP (p-nitrofenylofosforan sodu), po 1-godzinnej
inkubacji w temperaturze 37°C, przy dtugosci fali 410nm.

Ogolna liczebnos¢ bakterii wtasciwych i liczebnos$¢ bakterii promieniowcow
(18), ogoblna liczebnos¢ bakterii z rodzaju Azotobacter (3) oraz ogodlng liczebnos¢
grzybow (9) okreslono metoda wysiewu rozcienczen glebowych. Ptytki inkubowano
w temperaturze 28°C, natomiast liczbe kolonii drobnoustrojéw hodowanych na
poszczegdlnych pozywkach okreslono po uptywie 3 do 5 dni. Nastepnie oznaczono
liczbe¢ jednostek tworzacych kolonie (jtk) w przeliczeniu na 1 g s.m. gleby.
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Sktad granulometryczny gleb oznaczony zostat w Zaktadzie Gleboznawstwa Erozji
i Ochrony Gruntéw [UNG-PIB metoda laserowa (Tabelal).

Tabela 1
Sktad granulometryczny gleb z pol, na ktoérych uprawiano groch (Gotab)
oraz bobik (Stara Wies, Pozog)
Zawarto$¢ procentowa frakcji granulometrycznych

.. . Piaski Pyly It .
Miejscowose 2,0-0,05mm 0,05-0,002mm <0,002mm Gatunck
Stara Wies 33,02 62,81 4,17 pyt gliniasty
Pozog 25,48 69,71 4,81 pyt gliniasty
Gotab 37,75 55,84 6,41 pyt gliniasty

'gatunek gleby wg klasyfikacji PTG z 2008 r.
Zrodto: opracowanie wiasne

e  Doswiadczenie wazonowe

W doswiadczeniu wazonowym przetestowano 9 nowo- pozyskanych szczepow
bakterii symbiotycznych bobiku (Rhizobium leguminosarum biovar viciae): 1A1,
1A2, 1A3, 1A4 (Stara Wie$), 2A1, 2A2, 2A3, 2A4, 2AS5 (Pozog) oraz 2 szczepy
pochodzace z kolekcji Zaktadu Mikrobiologii Rolniczej IUNG-PIB: N-96, BAI,
dla uproszczenia zwane w dalszej czesci pracy szczepami kolekcyjnymi. Z kolei
w przypadku grochu poréwnano 6 nowych izolatow bakterii symbiotycznych
Rhizobium leguminosarum biovar viciae: 3A1, 3A2, 3A3, 3A4, 3AS5, 3A6 (Gotab)
oraz 3 szczepy z istniejacej kolekcji: GGC, GGL, PRE (Tab. 2). Do§wiadczenie
przeprowadzono w plastikowych wazonach o pojemnosci 1000 ml wypetnionych
sterylnym podtozem (perlit). Kazdy szczep bakteryjny testowano w 3 powtorzeniach
(wazonach). Kazdy z wazonéw odpowiednio nawodniono plynna bezazotowa
pozywka (50 ml). Nasiona grochu (odm. Bobas) i bobiku (odm. Tarchalska) przed
wysianiem zostaly wysterylizowane w 5% H,O, (10 minut) i doktadnie przeptukane
sterylng wodg destylowana i pozostawione do wyschnigcia. Tak przygotowane nasiona
wprowadzono do dotkow w podtozu perlitowym w ilosci pig¢ sztuk nasion na jeden
wazon. Przed wysianiem kazdego pojedynczego nasiona do dotka dodano po 1 ml
hodowli bakteryjnej reprezentujacej dany szczep, natomiast do wazondéw kontrolnych
dodano po 1 ml ptynnej pozywki YEMA. Po skietkowaniu nasion pozostawiono
po 3 ro$liny w kazdym wazonie. Wazony umieszczono w pokoju fitotronowym
z regulowang temperaturg i oswietleniem na okres czterech tygodni. Po tym czasie
otrzymane rosliny zwazono (czg¢sci nadziemne oraz korzenie) i policzono brodawki
na korzeniach roslin. Oceng statystyczng doswiadczenia wazonowego obejmujaca
analize wariancji oraz test $rednich Tukeya wykonano w programie Statistica.
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Tabela 2
Schemat doswiadczenia wazonowego przeprowadzonego w celu poréwnania nowo-pozyskanych
szczepOw z upraw ekstensywnych oraz szczepow z istniejacej kolekcji

Roslina Szczep Miejsce pozyskania szczepu Rok pozyskania

1A
1A
1A

1A

24,
. 24,
Bobik 24, Poibg 2015
24,
24,

[N

Stara Wie$ 2015

wou

N-96 Putawy 1997

BA Antopol 1990

1

3A
3A
3A
3A

3A
Groch 3A

Golab 2015

1
2
3
4
5
6

GGC Putawy 1990
GGL Putawy 1990

PRE Holandia 1958

Zrodto: opracowanie wilasne

Wryniki i dyskusja

Gleby, z ktorych wyizolowano nowe szczepy bakterii charakteryzowat podobny
sktad granulometryczny, wszystkie posiadaty uziarnienie pytu gliniastego. Odczyn
gleb wahat si¢ od pH 4,3 (gleba z Gotgbia) do pH 5,8 gleba ze Starej Wsi (Tab. 1).
Pomimo ekstensywnosci produkcji na polach, z ktoérych pobierano materiat, niektore z
gleb charakteryzowaly si¢ wysoka aktywno$cig enzymatyczng. Zblizone wartos$ci dla
aktywnosci dehydrogenaz oraz fosfatazy kwasnej i fosfatazy zasadowej zanotowano
dla gleb ze Starej Wsi i Pozoga. W glebie pochodzacej z Golegbia, charakteryzujacej
si¢ najnizszym pH, stwierdzono tez nizsza aktywno$¢ dehydrogenaz (50,1 pg g')
i fosfatazy zasadowej (16,7 pg g'), natomiast aktywnos$¢ fosfatazy kwasnej byta
dwukrotnie wyzsza (103,7 ug g') w poréwnaniu z aktywnosciag tego enzymu dla dwoch
pozostatych gleb (Tabela 2). Badania innych autoréw wskazuja, ze grupa enzymow
glebowych jest wrazliwa i w duzym stopniu zalezna od odczynu gleby (7). Ogélna
liczebno$¢ bakterii i grzybdw byta podobna we wszystkich analizowanych glebach,
jedynie w glebie z Golgbia (pH 4,3) nie stwierdzono bakterii z rodzaju Azotobacter.



Ocena efektywnosci symbiotycznej szczepow bakterii z rodzaju Rhizobium wyizolowanych z brodawek... 115

Jak wynika z danych literaturowych te niesymbiotyczne bakterie wiazace azot
atmosferyczny preferuja gleby zasadowe i rzadko wystepuja w glebach kwasnych
o pH ponizej 6 (10); (Tabela 3).

Tabela 3
Odczyn oraz charakterystyka mikrobiologiczna gleb spod uprawy grochu i bobiku
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Stara Wie$ 5,8 1,20x 10 | 11,61x 10 10,8 x 10 64,90 56,43 257,20
3 5 7
Pozog 49 1,L17x10 | 14,64x10 | 15,96 10 53,29 71,48 214,36
5 7
Gotab 43 brak 8,00x 10 19,7x 10 103,73 16,65 50,12

Zrodto: opracowanie wlasne

W przeprowadzonym doswiadczeniu wazonowym analizowano wptyw badanych
szczepow na intensywnos$¢ brodawkowania, wzrost czgsci nadziemnych i korzeni
grochu i bobiku.

W biotescie z grochem stwierdzono, ze ro$liny zaszczepione szczepem 3A,,
wyizolowanym z brodawek tej rosliny uprawianej w Gotlgbiu, charakteryzowaty si¢
najwicksza liczebnoscia brodawek (84 brodawek/rosling); (Rys. 1). Dwa sposrod
trzech szczepow Rhizobium leguminosarum biovar viciae: GGC (74 brodawek/rosling)
i1 PRE (79 brodawek/rosling), pochodzace z kolekcji Zaktadu Mikrobiologii Rolniczej
réwniez mialy korzystny wplyw na proces brodawkowania. Z reguly nowe izolaty
byly nieco gorsze od szczepow kolekcyjnych (Rys. 1). Rowniez w przypadku masy
cze$ci nadziemnych wykazano duzg zmienno$¢ wsrod testowanych szczepow
a zaobserwowane roznice w pewnym stopniu odzwierciedlaty zréznicowanie w liczbie
brodawek. Najwieksza sucha masa czesci nadziemnych grochu charakteryzowata roliny
zaszczepione szczepem 3A (0,27 g) oraz szczepami z istniejgeej kolekeji GGC (0,24 g)
1 PRE (0,27g). Zblizone zaleznos$ci uzyskano w stosunku do suchej masy korzeni grochu
(Rys. 2 i 3). Srednia wielko§¢ suchej masy czesci nadziemnych roslin szczepionych
nowymi szczepami byla nieco nizsza (0,20 g) niz w przypadku szczepow kolekcyjnych
(0,24 g) jednak z reguty nowe szczepy nie byly istotnie mniej efektywne niz szczepy
z kolekcji. Podobne rezultaty uzyskano w przypadku srednich wartosci dla suchej masy
korzeni grochu (Rys. 21 3).
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Wyniki doswiadczenia wazonowego z bobikiem wskazuja, ze sposrod symbiontow
bobiku wyizolowanych z brodawek korzeniowych tej rosliny szczepy 1A, (31
brodawek/rosling) i 2A, (29 brodawek/rosling) indukowaty najwigksza liczbe
brodawek korzeniowych a liczba brodawek byta mocno zréznicowana pomigdzy
poszczegolnymi szczepami (Rys. 4). Szczepy kolekcyjne (N-96, BA1) byty mniej
zréznicowane pod tym wzgledem i nie zapewniaty wickszej liczby brodawek niz nowe
szczepy pozyskane z upraw ekstensywnych. Srednie intensywnosci brodawkowania
dla szczepow wyizolowanych z brodawek korzeniowych bobiku zardwno ze Starej
Wsi (24 brodawek/ros$ling), jak i Pozoga (20 brodawek/rosling) byty tylko nieco
wyzsze w pordwnaniu ze szczepami kolekcyjnymi (18 brodawek/rosling). Zwigkszenie
intensywnosci brodawkowania przez szczepy 1A,i2A, nie miato jednak wptywu na
wzrost bobiku. Duze zr6znicowanie liczby brodawek na roslinach bobiku szczepionych
testowanymi szczepami, nie znalazto rowniez odzwierciedlenia w masie nadziemnych
cze¢$ci tych roslin, gdzie praktycznie nie stwierdzono istotnej zmiennosci. Jeden ze
szczepdw kolekcyjnych (BA1) zapewnial istotnie wyzsza mas¢ nadziemng bobiku,
w przypadku pozostatych szczepéw nie bylo istotnych roznic (Rys. 5). Srednia
warto$¢ suchej masy czes$ci nadziemnych dla szczepow kolekcyjnych wynosita
w przeliczeniu na 1 rosline 0,29 g, natomiast dla izolatow pochodzacych ze Starej Wsi
i Pozoga, odpowiednio 0,23g 1 0,26 g. Z kolei $rednie wartosci suchej masy korzeni
dla szczepow ze Starej Wsi byly z reguty nieco nizsze niz w przypadku szczepow
z Pozoga (Rys. 6). W wigkszos$ci przypadkdw nowe szczepy z upraw ekstensywnych
nie byly jednak istotnie stabsze od szczepow kolekcyjnych pod wzgledem wptywu
na masg¢ korzeni roslin.
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Rys. 1. Srednia liczebnosé brodawek na korzeniach grochu szczepionego badanymi izolatami
bakterii symbiotycznych. Srednie oznaczanymi tymi samymi literami nie réznia sig istotnie
statystycznie wg testu Tukeya na poziomie istotnosci 0,05
Zrédto: opracowanie wiasne
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Rys. 2. Sucha masa czeéci nadziemnych grochu w przeliczeniu na 1 roling. Srednie oznaczanymi
tymi samymi literami nie roznia si¢ istotnie statystycznie wg testu Tukeya na poziomie istotnosci 0,05
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Zrodlo: opracowanie wlasne.
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Rys. 3. Sucha masa korzeni grochu w przeliczeniu na 1 rosline. Srednie oznaczanymi tymi samymi
literami nie ro6znig si¢ istotnie statystycznie wg testu Tukeya na poziomie istotnosci 0,05

Zrodto: opracowanie wilasne
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Rys. 4. Srednia liczebno$é brodawek na korzeniach bobiku szczepionego badanymi izolatami bakterii
symbiotycznych. Srednie oznaczanymi tymi samymi literami nie r6znig sie istotnie statystycznie wg
testu Tukeya na poziomie istotnosci 0,05

Zrodto: opracowanie wilasne
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Rys. 5. Sucha masa czg$ci nadziemnych bobiku w przeliczeniu na 1 rosline. Srednie oznaczanymi
tymi samymi literami nie r6znig si¢ istotnie statystycznie wg testu Tukeya na poziomie istotnosci 0,05

Zrodlo: opracowanie wlasne
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Rys. 6. Sucha masa korzeni bobiku w przeliczeniu na 1 rosling. Srednie oznaczanymi tymi samymi
literami nie r6znig si¢ istotnie statystycznie wg testu Tukey’a na poziomie istotnosci 0,05

Zrodto: opracowanie wilasne

Podsumowujac, przeprowadzone doswiadczenie wazonowe wykazalto, ze
nowo wyizolowane szczepy bakterii symbiotycznych grochu i bobiku byty bardzo
zroznicowane pod wzgledem efektywnosci symbiotycznej. Sposroéd dziewigciu
szczepow wyizolowanych z brodawek bobiku tylko trzy (1A, 1A,12A,) indukowaty
znacznie wigcej brodawek korzeniowych niz kolekcyjne szczepy bobiku, natomiast na
korzeniach siewek bobiku zaszczepionych pozostatymi izolatami stwierdzono podobne
lub nawet mniejsze liczebnosci brodawek niz na korzeniach siewek zaszczepionych
szczepami kolekcyjnymi. Oznaczenia suchej masy pedéw i korzeni bobiku (Rys. 5
i 6) wykazaty, ze parametry te miaty najnizsze wartosci w przypadku siewek bobiku
zaszczepionych szczepem 1A,, pomimo ze indukowal on zawigzanie najwigkszej
liczby brodawek na korzeniach tej rosliny. Wyniki te wskazuja, ze omawiany szczep
mogt by¢ mato efektywny pod wzgledem symbiotycznym i prawdopodobnie wigzat
mate ilosci azotu atmosferycznego.

Sposréd szesciu szczepow wyizolowanych z brodawek grochu tylko jeden (3A)
indukowat nieco wigcej brodawek korzeniowych w poréwnaniu ze szczepami
kolekcyjnymi, Szczep ten zapewnial tez najwicksze wartosci masy pedow i korzeni
ro$lin. Wyniki te moga wskazywac, ze omawiany szczep jest szczegdlnie efektywny
i wigze najwicksza ilo$¢ azotu atmosferycznego.

Nasze badania pozwolily stwierdzi¢, ze wickszoS¢ testowanych szczepow
charakteryzowat pozytywny wptyw na brodawkowanie i wzrost roslin wykorzystanych
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w doswiadczeniu w porownaniu ze szczepami kolekcyjnymi. Na uwage zashuguje
fakt, ze szczepy kolekcyjne pomimo dlugoletniego przechowywania w warunkach
laboratoryjnych wciaz wykazuja duza aktywnos$¢ symbiotyczng. Szczep PRE
wyizolowany zostat juz w latach 50 XX w., natomiast pozostate szczepy pozyskano
w latach 90 XX w. Mozliwe jest rowniez pozyskanie nowych izolatdow rownie
aktywnych bakterii symbiotycznych, czego dowodem sg niniejsze wyniki.

Pudetko i Zarnicka (12) w swoich badaniach izolowali nowe szczepy bakterii
symbiotycznych z brodawek korzeniowych réznych odmian tubinu uprawianych
w Polsce. Pozyskane izolaty sprawdzane byty pod wzglgdem aktywnosci symbiotyczne;j,
przy czym wykazano ich znaczne zréznicowanie pod wzglgdem zdolnosci do indukcji
brodawek, podobnie jak w naszym doswiadczeniu w przypadku szczepow wlasciwych
dla ro$lin bobiku. Pudetko (13) w swoich badaniach prowadzonych na szczepach
wyizolowanych z brodawek korzeniowych tubinu stwierdzit, iz bakterie zdolne do
brodawkowania stanowig populacje istotnie endogenne, doskonale przystosowane do
lokalnych warunkow $rodowiskowych gleb Polski.

Podsumowanie

W przeprowadzonych badaniach zaobserwowano duzg zmiennos¢ efektywnosci
szczepienia ros$lin nowymi izolatami bakterii Rhizobium, wyrazona liczba brodawek
oraz wielkoscia biomasy. Efektywnos$¢ szczepienia testowanymi szczepami bakterii
nie réznita si¢ istotnie od wynikoéw uzyskanych dla szczepéw znajdujacych si¢
w kolekcji zaktadowej, co sugeruje, ze w uprawach ekstensywnych roslin bobowatych
istnieje znaczny potencjat pozyskiwania nowych wydajnych szczepow bakterii
brodawkowych. Najefektywniejsze symbiotycznie szczepy wyizolowane z brodawek
korzeniowych grochu (3A,) 1 bobiku (1A, i 2A5) mogtyby wzbogaci¢ istniejgcg
zaktadowg kolekcje bakterii symbiotycznych i by¢ wykorzystywane do produkcji
szczepionek. Wyniki te wymagaja jednak potwierdzenia w dalszych badaniach.
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