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Innovative concepts and technologies for ECOlogically sustainable NUTRlent management in agriculture aiming to
prevent, mitigate and eliminate pollution in soils, water and air

WSTEP WYNIKI

Zanieczyszczenia gleby, woéd i powietrza wynikaja gtéwnie z powszechnie
stosowanych praktyk agrotechnicznych, zwtaszcza nadmiernego nawozenia
mineralnego i aplikacji chemicznych srodkéw ochrony roslin. Organiczne odpady
biomasy pochodzace z rolnictwa moga zanieczyszcza¢ glebe, wode i powietrze
poprzez wymywanie jondw azotanowych, fosforanowych i innych sktadnikéw
mineralnych do wod powierzchniowych i gruntowych oraz emisje amoniaku i
gazow cieplarnianych, gtéwnie tlenku diazotu do atmosfery, co jest niekorzystne
dla upraw ogrodniczych i rolniczych, pogarsza jakos¢ gleb oraz przyczynia sie do
eutrofizacji wéd. W unijnym projekcie EcoNutri opracowywane i wdrazane s3
innowacyjne, mikrobiologiczne technologie uprawy roslin ogrodniczych i
rolniczych w celu ograniczenia zanieczyszczen gleby i wdd, wynikajacych m. in. ze
stosowania nadmiernych dawek nawozéw mineralnych.

Celem badan byta selekcja i identyfikacja szczepéw poiytecznych bakterii
zwiekszajacych przyswajanie azotu, potasu i fosforu oraz innych makro-
i mikroelementéw przez rosliny, jako komponentéw nawozowych produktéw
mikrobiologicznych, ktérych stosowanie przyczyni sie do ograniczenia strat tych
pierwiastkéw z gleby do wéd powierzchniowych i gruntowych oraz do atmosfery.

W ramach badan wyselekcjonowano 10 szczepdw pozytecznych bakterii o wiasciwosciach
zwiekszania dostepnosci w glebie i przyswajania przez rosliny azotu, potasu i fosforu oraz
biodegradacji materii organicznej. Wyselekcjonowane szczepy bakterii zidentyfikowano na
podstawie podobienstwa sekwencji genéw 16S rRNA, tuf, rpoB, gyrA, purH i recA do
sekwencji zgromadzonych w bazie NCBI. Stopien podobienstwa sekwencji stanowit 97,7% -
100%. Analiza filogenetyczna wykazata, ze 4 szczepy bakterii naleza do gatunku Bacillus
licheniformis, 2 szczepy naleza do gatunku Priestia megaterium, 2 szczepy naleiq do
gatunku Pseudomonas fluorescens. Dwa szczepy bakterii przyporzagdkowano do rodzajow
Streptomyces i Klebsiella (Rys. 1, 2, 3).

Sposrod wyselekcjonowanych bakterii, 7 szczepédw wykazato wtasciwosci degradacji materii
organicznej, 6 szczepow posiadato cechy udostepniania roslinom fosforu, potasu i zelaza
oraz 1 szczep wykazat wtasciwosci wigzania azotu atmosferycznego. Szczepy bakterii o
najwiekszej przydatnosci dla ograniczenia strat sktadnikow mineralnych z gleby do woéd
wykazywaty 3 cechy: udostepnianie roslinom fosforu, potasu i Zelaza oraz biodegradacji
materii organicznej: TES5B10C, GOS5B22 Priestia megaterium. Szczep NAzot2 Klebsiella sp.
udostepniat roslinom fosfor i zelazo oraz wigzat azot atmosferyczny.

Ponadto, celem badan byta selekcja i identyfikacja szczepow bakterii
blodegradulacych mat(’erle organlczna, przysplesza_jqcy.ch kompostc?wan!e Tabela 1. Wtasciwosci wyselekcjonowanych szczepdw bakterii bedacych komponentami
organicznych odpadéw rolniczych, co przyczyni sie do ograniczenia

konsorcjéow mikrobiologicznych do ograniczania strat sktadnikéw mineralnych w glebie

Wiasciwosci szczepéw bakterii

zanieczyszczenia gleb, wéd i powietrza.

. Biodegradcja Udostepnianie Whtwarzanie
MATERIALY | METODY szczeplhakterli materii roslinom ytwarz: Wiazanie azotu
" . sideroféw
organicznej fosforu
TES10B3 Bacillus licheniformis + - - -
Szczepy bakterii wyizolowano z gleby ryzosferowej roslin ogrodniczych TES5B21 Bacillus licheniformis + - - -
zych. 2cz . .
i roln_l_c ych (?kres]ono _wiascwyosa szczepow bakteru’ g biodegradacja Bacillus . O I0RD e e . ) i i
materii organicznej, zwiekszanie dostepnosci dla roslin fosoru, azotu,
potasu, zelaza i in. W celu identyfikacji wyselekcjonowanych szczepéw GOS10B151 Bacillus licheniformis + + - -
bakterii uzyskane sekwencje genéw 16S rRNA, rpoB, tuf, gyrA, purH i recA GOS5B1 Streptomyces sp. + - - -
poréwnano z sekwencjami zgromadzonymi w bazie NCBI (National Center TESSB10C Priestia megaterium A A " )
for Biotechnology Information) oraz przeprowadzono analize — :
filogentyczna, z uzyciem programu MEGAX. COSoR22lRestalmegateriuy + + * -
Pi22B Pseud. fluorescen. - + + -
Pi25C Pseudomonas fluorescens - + + -
2 [ TES5B21 Pseudomonas fluorescens
2L gos1o9 NAzot2 Klebsiella sp. - + + +
711 TES10B3
” GOS10B151 !
o EF156905.1 Bacillus licheniformis strain FSL F4-108 RpoB gene ABCBTETLY Klabaisla oxyloce siraln HERG (G50 163 1R0MA

L EU138832.1 Bacillus tequilensis strain NRRL B-41771 RNA polymerase subunit beta gene
EU147230.1 Bacillus pumilus strain FSL h8519 RpoB gene
GOs5B22

;E TES5810c n

76 L EF157041.1 Priestia megaterium strain FSL H7-729 RpoB gene

MH426973.1 Actinobacillus lignieresii strain id2 RpoB gene

KX453682.1 Bacillus subtilis strain ATCC 6655 RpoB gene m

KUB47914.1 Paenibacillus polymyxa strain BLB267 RpoB gene

NR 159317.1 Klebsiella grimontii strain SB73 16S rRNA

JQ070300.1 Klebsiella michiganensis strain W14 16S rRNA

MN091365.3 Klebsiella spallanzanii strain SB6411 SPARK775C1T Ko3 16S rRNA

[NAZot2 16S rRNA
E]

MN091366 1 Klebsiella pasteurii strain SPARK836C1 16S rRNA

[ AB762091.1 Raoultella electrica 16S rRNA

HE972654.1 Paenibacillus polymyxa strain KCTC 3627 RpoB gene

LCB06540.1 Peribacillus simplex FUKS 23 RpoB gene

AF226072.1 Bacillus sonorensis strain TG8-8 RpoB gene

EF015393.1 Bacillus sonorensis strain B-23157 RpoB gene

DQ642073.1 Geobacillus stearothermophilus strain DSM22 DNA-directed RpoB gene
EU137649.1 Bacillus amyloliquefaciens strain SV 2-7 RpoB gene

EF015387.1 Bacillus atrophaeus strain NRS-213 RpoB gene

EF015392.1 Bacillus vallismortis strain B-14892 RpoB gene

KR732950.1 Bacillus halotolerans strain OFP52 RpoB gene

EF015389.1 Bacillus mojavensis strain RO-H-1 RpoB gene

Rys. 1. Dendrogram uzyskany na podstawie analizy sekwencji genu
rpoB (analiza modelu Tamura-Nei z rozktadem Gamma), pokazujacy
powigzania filogenetyczne pomiedzy sekwencjami testowanych

Pseudomonas fluorescens

AJ251468.1 Enterobacter aerogenes strain NCTC10006T 16S rRNA
MH179329.1 Klebsiella huaxiensis strain WCHKI090001 165 rRNA
MK942857 1 Klebsiella indica strain TOUT106 16S rRNA
OM432577.1 Kiebsiella varicola strain DSM 15968 16S rRNA
»
HG933296 1 Klebsiella quasipneumoniae strain 01A030T 16S rRNA
= 0Q651274.1 Kiebsiella quasivariicola strain GREB2 16S rRNA

471 X87276 1 Kiebsiella pneumoniae 165 rRNA

AB027695.1 Klebsiella cf. planticola B43 16S rRNA

Rys. 3. Dendrogram uzyskany na podstawie analizy sekwencji genu 16S rRNA
(analiza modelu Kimura 2 z rozktadem Gamma z miejscami niezmiennymi,
pokazujacy powiazania filogenetyczne pomiedzy sekwencja szczepu bakterii

szczepow bakterii i gatunkami bakterii z rodzajow Bacillus i Priestia. % NR 135725.1 Pseudomonas guguanensis strain CC-GOA 165 rRNA NAzot2 i gatunkami bakterii nalezacymi do grupy Klebsiella/Raoutella. Wartosci
Wartosci liczchowe (wyrazone jako procent 1000 powtdrzen) ;‘ KU248754.1 Pseudomonas fluvialis strain ASS-1 165 rRNA liczcbowe (wyraizone jako procent 1000 powtérzen) reprezentuja procent
reprezentujg procent wygenerowanych dendrograméw, ktére miaty 1| NR 114472.1 Pseudomonas alcaligenes sirain ATCC 14909 165 rRNA wygenerowanych dendrogramoéw, ktére miaty identyczne rozgatezienia.
identyczne rozgatezienia. o 4X274436 1 Geopseudomonas guangdongensis strain SgZ6 165 rRNA
25| MFOT4358 1 Pocudomonas offcis sirain HOG10390 165 RVA Tabela 2. Identyfikacja szczepéw bakterii w oparciu o poréwnanie sekwencji genéw z danymi
EU401906 1 Azotobacter chroococcum strain LMG 8756 165 rRNA
5| MW774444 1 Stutzerimonas stutzeri strain ATCC 17588 LMG 11199 165 rRNA NCBI.
FNi429930.1 Pseudomonas composti type strain C2 165 riRNA Rodzaj/gatunek bakterii o najwiekszym podobieristwie uzyskanych sekwencji do danych
EU620679.2 Denitrificimonas sp. HY-14 165 rRNA
<|;|1i7 KJ567598 1 Thiopseudomonas denitrificans strain X2 16S rRNA .
PO DSU M OWAN I E [ L NR 151929 1 Thiopseudomonas alkaiiphila strain B4199 155 rRNA 165 rRNA Podobieristw tuf Podobienstw rpoB Podobienstw
: : %) o (%)
( D84023.1 Pseudomonas straminea 165 rRNA o (%) o
. . . 74' MK159357 1Pseudomonas daroniae strain FRB228 165 rRNA Streptomyces Streptomyces St’eptomyces
1. Wyselekcjonowane szczepy poiytecznych bakterii | 0R492588 1 Aopomonas hssaini siran A2 165 RNA 99,3 ’ 97.7 - 100
. s . 8 | 1 KF582606 1 Pseudomonas hussainii strain CC-AMH-11 16S rRNA sp. tuirus albidoflavus
z rOdza]OW Streptomycesr BaCI”us, PseUdomonas; { OR899828 1 Halopseudomonas salina strain AS-97s79 165 rRNA Bacillus Bacillus
Priestia i Klebsiella sy komponentami szesciu o (L5 opeeoanes sl ype s 25HET 100 R _ DR Ccillussp. 99,7 licheniformis ™ licheniformis %
kOﬂSOijO,W mikrObiOIOgiCZnyCh stymu | ujaCyCh L[( NR 114476.1 Pseudomonas fluorescens strain ATCC 13625 16S RNA 05108151 Bacillus 997 Bacillus 100 Bacillus 100
. . e . 7 ! Pi25G 165 (RNA . . . g . n g 5 q q
wzrost i plonowanie  roslin  ogrodniczych, e ——————— licheniformis licheniformis licheniformis
iani 30 ii ntormomonas asaccharolytica strain i Bacillus Bacillus
przyswajanie przez rosliny azotu, fosforu i innych L rostrta At e 1o 10 TES5B21 Bacillus sp. 99,9 p h' v 994 p h' o 100
sktadnikbw mineralnych oraz przyspieszajacych KIT21800- Permiaibaceraqgregans srai HADD! 165 RNA — e_l’l"f"""’s — 'j’l’l"f"”""
. z . AB498815.1 Rhodopseudomonas palustris strain ATCC 17001 16 rRNA . acillus acillus
komPOStowa nie Odpadow rOInICZYCh poprzez MVV386414.1 Geomesophilobacter sediminis strain Red875 163 rRNA (IES10B3 Bacillus sp. 100 i i i 99,3 i i i 99,7
. . . . . licheniformis licheniformis
biodegradacje materii organiczne;j. — - — evr—
Rys. 2. Dendrogram uzyskany na podstawie analizy sekwencji genu Priestia sp. 99,0 ) 9,7 ) 100
ki hnologi ikrobiologi 16S rRNA (analiza modelu Kimura 2 z rozktadem Gamma), megaterium megaterium
2. Nowators I_e tec n.O Ogl_e . mikrobio 9glczne pokazujacy powigzania filogenetyczne pomiedzy sekwencjami e o o0 Priestia 25 Priestia o
przyczyniq si¢ do ograniczenia zanieczyszczen gleby, SZCIZP:Pé‘W szteriideZZB;, Pizsc i rojzajami/g@tur:kafn:niI.ba'l:terii UL P megaterium ’ megaterium
wod i powietrza, poprzez poprawe efektywnosci ;‘;;?;‘:‘“e“]a;o r;’m’;:zt jggo";'(',‘x't‘:r‘z’:ﬁ;"’re pr:;:t‘lf;a I;:o:::: m Pseudomonas Pseudomonas | ) )
wykorzystania sktadnikow mineralnych przez roéliny wygenerowanych dendrograméw, ktére miaty identyczne Sp- o Sp- o
. . .. . - ioni ) Pseudomonas Pseudomonas
I ograniczenie ich strat, z zastosowaniem kompostow rozgatezienia. Pi25C 100 00 - -
R h odpadé Inict fluorescens fluorescens
Z organicznych odpadow z roinictwa.
m Klebsiella sp. 100 Klebsiella sp. 100 - -
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