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Identification and characterization of plant growth
promoting endophytic bacteria

Identyfikacja i charakterystyka bakterii endofitycznych
wykazujgcych cechy promujgce wzrost roslin

Krzysztof Krawczykl*, Agnieszka Zwolinska®, Joanna Kamasa®,
Anna Mackowiak-Sochacka’, Sebastian Przemieniecki’

Summary

Endophytic bacteria colonizing plant tissues can play an important role in biotechnology through their plant growth promoting
traits. Here we tested endophytic bacterial isolates obtained from the following host plants: maize (Zea mays L.), soy (Glicyne sp. Wilt),
rape (Brassica napus L.), wheat (Triticum aestivum L.), poinsettia (Euphorbia pulcherrima Willd. ex Klotzsch), calla (Zantedeschia sp.
Spreng), geranium (Pelargonium sp. L'Her), rose (Rosa sp. L.), onion (Allium cepa L.), pea (Pisum sativum L.), cauliflower (Brassica
oleracea L.) and cucumber (Cucumis L.). Growth promoting traits of the isolates were first examined on microbiological media. Next
that exhibited the desired properties were identified using BIOLOG GEN IIl system. In general we obtained and tested 109 bacterial
isolates. The performed tests revealed that 63% of examined isolates were able to dissolve inorganic phosphates, further 49% showed
ability to protease production and 39% to lipase production. Another part (10%) of tested isolates showed cellulase and pyoverdine
production ability.
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Streszczenie

Endofityczne bakterie zyjgce w tkankach roslin mogg odegrac znaczaca role w biotechnologii poprzez wspomaganie wzrostu roslin,
jako tzw. PGPB (Plant Growth-Promoting Bacteria). Badano izolaty bakteryjne pozyskane z tkanek roslin: (a) uprawnych: kukurydzy
(Zea mays L.), soi (Glicyne sp. Wilt), rzepaku (Brassica napus L.), pszenicy (Triticum aestivum L.); (b) roslin ozdobnych: poinsecji
(Euphorbia pulcherrima Willd. ex Klotzsch), kalii (Zantedeschia sp. Spreng), pelargonii (Pelargonium sp. L'Her), rézy (Rosa sp. L.) oraz
(c) roslin ogrodniczych: cebuli (Allium cepa L.), grochu (Pisum sativum L.), kalafiora (Brassica oleracea L.) i ogdrka (Cucumis L.).
Otrzymane izolaty bakteryjne badano na pozywkach mikrobiologicznych, w celu sprawdzenia czy wykazujg one cechy biochemiczne,
wspomagajace wzrost roslin. Nastepnie, wybrane izolaty bakteryjne wykazujace pozadane cechy identyfikowano przy uzyciu systemu
BIOLOG GEN Ill. Ogétem pozyskano i przebadano 109 izolatéw bakterii. Na podstawie przeprowadzonych testéw wykazano, ze 63%
badanych izolatéw ma zdolnos$¢ do rozpuszczania fosforandéw nieorganicznych, kolejne 49% wykazuje zdolno$¢ do produkcji proteazy
oraz lipazy (39%). Czes¢ (10%) badanych izolatow wykazywato zdolno$¢ do wytwarzania celulazy i pyowerdyny.

Stowa kluczowe: promowanie wzrostu roslin; identyfikacja; endofity; badanie
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Wstep / Introduction

W ostatnich latach coraz popularniejsze staje si¢
stosowanie w rolnictwie biopreparatow, czyli substancji
zawierajagcych  zywe organizmy lub odpowiednio
przygotowane produkty ich metabolizmu. Niezbgdne jest
lepsze poznanie i naukowe wyjasnienie mechanizmoéw
lezacych u podstaw ich zastosowania. Wzrost znaczenia
stosowania metod biologicznych w rolnictwie w ostatniej
dekadzie jest wynikiem dziatania czynnikow, takich jak:
rosngca populacja ludzka, zwigkszajace si¢ zanieczysz-
czenie s$rodowiska czy dramatycznie zmniejszajaca si¢
powierzchnia upraw pod produkcje zywnosci, co moze
w przysziosci prowadzi¢ do jej niedoboréw na skale
swiatowa. Dlatego tak duze znaczenie ma obecnie problem
zwickszenia wydajnosci produkcji rolnej w kolejnych
kilku dekadach. Cel ten moze zosta¢ osiggnicty m.in.
poprzez upowszechnienie w rolnictwie bardziej zréwno-
wazonych i przyjaznych dla $rodowiska metod integro-
wanej ochrony roslin. Jedna z tych metod jest wyko-
rzystanie bakterii wspomagajacych (promujacych) wzrost
roslin (Plant Growth Promoting Bacteria — PGPB).

Pojeciem ,bakterie promujace wzrost roslin” okres-
lamy wszystkie grupy bakterii, ktére poprzez wybrang
cechg lub cechy swojego metabolizmu, korzystnie wpty-
wajg na wzrost i rozwo6j roslin. Nalezg tutaj nast¢pujace
grupy organizmow: bakterie wolnozyjace, specyficzne
symbionty (np. Rhizobium sp. lub Frankia sp.), bakteryjne
endofity, kolonizujace cz¢$¢ lub catos¢ tkanki roslinne;j
gospodarza oraz cyjanobakterie (Glick 2012).

PGPB s3 szeroko rozpowszechniong grupa bakterii. Sa
powigzane z wieloma, jesli nie z wszystkimi, gatunkami
roslin i wystgpuja powszechnie (Compant i wsp. 2005).
Niektére z nich moga przenika¢ do wngtrza korzenia
i dawa¢ poczatek nowej populacji endofitow (Compant
i wsp. 2005). Wiele sposroéd nich ma zdolnos$é do przeni-
kania endodermy, przechodzac z kory korzeniowej do
systemu naczyniowego, by nastepnie rozwija¢ si¢ jako
endofity w lodydze, liSciach, bulwach i innych organach
(Gray i Smith 2005). Rozmiar kolonizacji $wiadczy o zdol-
nosci tych bakterii do selektywnej adaptacji w zmiennych
niszach ekologicznych. Konsekwencja tej adaptacji moze
by¢ wytworzenie wzajemnych powigzan 1 zaleznosci
miedzy bakteria a gospodarzem opartych na wspdlnych
korzysciach. PGPB sa wolno zyjacymi bakteriami
bytujacymi gléwnie na powierzchni korzeni ro$linnych lub
w strefie przykorzeniowej, korzystajacymi z uwalnianych
przez ro$ling sktadnikow odzywczych (Glick 1995).
Wystepuja one powszechnie w $rodowisku naturalnym
wraz z innymi bakteriami. Najwigcej bakterii znajduje si¢
w glebie uprawnej (do glebokosci okoto 30 cm). Warstwa
gleby uprawnej o glgbokosci okoto 30 cm i powierzchni
jednego hektara moze zawiera¢ od kilkudziesigciu
kilograméw do nawet kilku ton masy bakteryjne;.
W glebszych warstwach gleby ilos¢ bakterii maleje (Acea
i wsp. 1988). Srednia ilo§¢ mikroorganizméw w glebie
szacowana jest na 10°-10° komoérek na gram gleby,
z czego tylko okolo 1-2% daje si¢ hodowa¢ na pozywkach
sztucznych, w warunkach laboratoryjnych (Acea i wsp.

1988). Wiadomo tez, ze w glebach zanieczyszczonych
liczba bakterii moze spas¢ do okoto 10* komérek na gram.
Rozmieszczenie bakterii w glebie nie jest rOwnomierne.
Wigksza ich koncentracja wystgpuje w poblizu korzeni
ro$lin, w ryzosferze lub ryzoplanie (Rovira 1965; Van
Overbeek i Van Elsas 1995).

Celem pracy byta izolacja bakterii z r6znych gospo-
darzy roslinnych, ich charakterystyka pod katem wystepo-
wania cech biochemicznych promujacych wzrost roslin
oraz wstgpna identyfikacja biochemiczna wybranych
szczepdw bakteryjnych.

Materialy i metody / Materials and methods

Materiat badawczy stanowily izolaty bakterii pocho-
dzace z tkanek ro$lin: (a) uprawnych: kukurydzy (Zea
mays L.), soi (Glicyne sp. Wilt), rzepaku (Brassica napus
L.), pszenicy (Triticum aestivum L.); (b) roslin ozdobnych:
poinsecji (Euphorbia pulcherrima Willd. ex Klotzsch),
kalii (Zantedeschia sp. Spreng), pelargonii (Pelargonium
sp. L'Her), r6zy (Rosa sp. L.) oraz (c) roslin ogrodniczych:
cebuli (Allium cepa L.), grochu (Pisum sativum L.),
kalafiora (Brassica oleracea L.) 1 ogoérka (Cucumis L.).
Pozyskane izolaty bakteryjne badano na pozywkach
mikrobiologicznych, w celu sprawdzenia czy wykazuja
one cechy opisywane w literaturze naukowej jako
wspomagajace wzrost roslin. W dalszej kolejnosci, izolaty
bakteryjne wykazujace pozadane cechy oraz niektore,
wybrane losowo, identyfikowano przy pomocy metody
biochemiczno-fizjologicznej, przy uzyciu systemu
BIOLOG GEN III (BIOLOG Inc. Hayward, CA). Sposob
postepowania podczas kazdego z etapéw pracy przed-
stawiony zostat ponizej, a dane charakteryzujace zebrane
izolaty bakteryjne przedstawiono w tabeli 1.

Izolacja bakterii z roslin

Z materiatu roslinnego pozyskiwano izolaty bakteryjne
niebytujagce na powierzchni roslin i bedace endofitami
(tab. 1). W tym celu od roslin oddzielano liscie, todyge
i korzenie. CzgSci roslin przy pomocy sterylnej wody
destylowanej (SWD) oczyszczano z ziemi i pylu, po czym
kazdy z organow wkladano do osobnej kolbki z 1%
roztworem Tween 80 1 wytrzasano przez 20 minut przy
100 obr./min. Czesci roslin dezynfekowano powierzchnio-
wo zanurzajac je kolejno w roztworach: 10% nadtlenku
wodoru (H,0,), 70% alkoholu etylowego (C,HsOH) i 5%
podchlorynu sodu (NaOClI). Nastgpnie trzykrotnie ptukano
w SWD i homogenizowano w mozdzierzach zawieraja-
cych 9 ml sterylnej soli fizjologicznej. Z otrzymanego
homogenizatu  przygotowano  szereg  rozcienczen
dziesietnych i z rozcieficzen: 102 i 10 wykonano posiew
0,1 ml na plytki Petriego z: agarem odzywczym, roz-
cienczonym agarem odzywczym (w stosunku 1:10) oraz
agarem odzywczym z 1 mM chlorkiem kadmu (CdCl).
Inokulum rozprowadzono glaszczka po powierzchni tych
podlozy i poddano inkubacji w temperaturze 25°C przez
48 godzin. Przeprowadzono kontrolg sterylizacji poprzez
wykonanie posiewu 0,1 ml wody z ostatniego plukania
kazdego organu ros$linnego na ptytki Petriego z agarem
odzywczym.
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Charakterystyka biochemiczna

W celu sprawdzenia czystosci kultur uzyskanych
izolatow bakteryjnych, oprocz posiewow redukcyjnych na
agarze tryptozowo-sojowym (Tryptic Soy Agar), wyko-
nano rowniez barwieniec Grama wedhig Reed. Po
wybarwieniu kolonii, oceniono ich czysto$¢ w mikroskopie
optycznym, przegladajac preparaty przy powigkszeniu
100% z uzyciem olejku immersyjnego.

Czyste kultury badanych izolatéw bakteryjnych
sprawdzono pod katem wykazywania przez nie cech pro-
mujacych wzrost roslin. Badano nastepujace cechy bio-
chemiczne:

— produkcja celulazy na pozywce CMC (carboxymethyl-
cellulose sodium salt medium) (Hankin i Anagnostakis
1997),

— rozpuszczalno$§¢ fosforanéw na podlozu PVK (Pikov-
skaya's medium) (Sharma i wsp. 2011),

— wytwarzanie sideroforéw na pozywce CAS (chrome
azurol S medium) (Ghodsalavi i wsp. 2013),

— wytwarzanie pyowerdyny, fluorescencyjnego sidero-
foru u bakterii rodzaju Pseudomonas (SM) (succinate
medium) (Ghodsalavi i wsp. 2013),

— wytwarzanie lipazy (LP) (lipase production medium)
(Ghodsalavi i wsp. 2013),

— wytwarzanie proteazy (SMA) (skim milk agar) (Ghod-
salavi i wsp. 2013).

Wszystkie pozywki przygotowano zgodnie z zalecenia-
mi literaturowymi, po czym autoklawowano w temperatu-
rze 121°C przez 20 minut, ostudzono i rozlano na ptytki
Petriego do wystygnigcia i zestalenia. Po inokulacji
bakteriami, kazda pozywke inkubowano w temperaturze
27°C przez 48 godzin, z wyjatkiem pozywki PVK, ktora
inkubowano przez 7 dni. Po inkubacji, wyniki badania dla
kazdego badanego izolatu bakteryjnego zapisywano
w S-punktowej skali: 0—4, gdzie liczby: 0, 1, 2, 3, 4 — ozna-
czajg kolejno: brak reakcji, niskie, $rednie, wysokie 1 bar-
dzo wysokie nasilenie obserwowanej reakcji bioche-
micznej. Wyniki przedstawiono w tabeli 1.

Identyfikacja bakterii

Czyste kultury bakterii identyfikowano metoda bio-
chemiczno-fizjologiczna, przy pomocy systemu BIOLOG
GEN III (BIOLOG Inc. Hayward, CA), postgpujac Scisle
wedtug wskazowek producenta. System BIOLOG jest to
gotowy zestaw zawierajacy sproszkowane podloza i stu-
zacy do identyfikacji bakterii Gram-dodatnich i Gram-
ujemnych. System ten umozliwia jednoczesng analize
95 cech biochemicznych. Na plastikowej ptytce zawartych
jest 96 studzienek, z czego 95 zawiera sproszkowang
pozywke zawierajaca dane zrodlo wegla dla bakterii.
Ostatnia studzienka nie zawiera pozywki i jest kontrola
ujemng. W trakcie badania studzienki napelia si¢
zawiesing bakteryjnag danego izolatu o $cisle okreslonej
gesto$ci 1 inkubuje przez 24 godziny w temperaturze
optymalnej dla badanego gatunku bakterii. Po inkubacji
pozytywny wynik reakcji jest widoczny na plytce
diagnostycznej w postaci fioletowego zabarwienia, ktore
powstaje wskutek zajécia reakcji red-ox. Stopien zmet-
nienia zawiesiny w kazdej ze studzienek mierzony jest
spektrofotometrycznie w czytniku i zapisywany dodatko-

wo réwniez w postaci wyniku dodatniego, ujemnego lub
posredniego. W ten sposOb powstaje specyficzny dla
badanego izolatu bakterii profil metaboliczny, ktory przy
pomocy algorytmu systemu Biolog mozna poréwnaé do
blisko 2 tysiecy innych profili metabolicznych zawartych
w bazie danych systemu.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Pozyskiwanie izolatéw bakteryjnych

Wszystkie pozyskane izolaty bakteryjne, z wyszczegol-
nieniem pochodzenia kazdego z nich, przedstawiono
w tabeli 1. Ogdlem pozyskano i przebadano 109 izolatow
bakteryjnych.

Charakterystyka biochemiczna

Istnieje wiele cech biochemicznych bakterii, ktore
wywieraja korzystny wplyw na wzrost roslin. W pracy
podjeto badania pigciu wybranych cech biochemicznych,
ktorych zwiazek ze wzrostem dlugosci pedéw oraz
zwigkszeniem ilosci ekstraktow korzeniowych zostat
naukowo udowodniony (Ghodsalavi i wsp. 2013). Na
podstawie przeprowadzonych testow okreslono, ktore z ba-
danych izolatow wykazuja wlasciwosci biochemiczne
potencjalnie korzystnie wplywajace na wzrost roslin.
Wyniki te przedstawiono w tabeli 1. Wsrod badanych
izolatbw nie zanotowano silnego natezenia reakcji
biochemicznej na pozywce CMC (3 14 w skali 0—4), wska-
zujacego na obecno$¢ enzymu celulazy. Srednig aktywnosé
tego enzymu (2) zanotowano jedynie dla izolatow
pochodzacych z: cebuli (Ce06, Ce08), pomidora (NB2-2),
ogorka (O-111), korzenia soi (K15) i kukurydzy (KNB).
Dla kolejnych 10 (sposrod 109 badanych) izolatow
zanotowano wystgpowanie niskiego natezenia tej reakcji
(1) (tab. 1). Wystgpowanie izolatow silnie rozpuszcza-
jacych fosforany niecorganiczne na pozywce PVK (3 lub 4)
zanotowano w: cebuli (Ce02, Ce04, Ce08b, Ce08c,
CeMO01, CeMO03), kalafiorze (F3), pomidorze (NBI,
DRNB2-2, DRNB, DRNB43), soi (L11, L12, K16, K18,
KT1, KT2, KT3), pomidorze (ZF1, ZF2, ZF3), ziemniaku
(Z210) i kukurydzy (PB04-PB08, KG2, KNA, KNB) oraz
w roslinach ozdobnych: pelargonii (Pell), poinsecji (Poin-
set.K3, Poinset.K4), prymuli (Prym3) i rézy (R1, R2A,
R8). Wymienionym izolatom towarzyszyla grupa
31 (sposrod 109) badanych izolatdéw wykazujacych $rednig
lub niskg zdoIno$¢ (2 lub 1) do rozpuszczania fosforanéw
nieorganicznych (tab. 1). W przypadku pozywki CAS, na
ktorej badana byla zdolno$¢ do wytwarzania sideroforow
przez bakterie, nie zanotowano pozytywnego wyniku dla
zadnego z badanych izolatow bakteryjnych. Natomiast na
pozywce SM obecnos¢ pyowerdyny, fluorescencyjnego
sideroforu produkowanego glownie przez bakterie rodzaju
Pseudomonas, zanotowano dla izolatdbw pochodzacych
z: cebuli (Ce08) 1 soi (K15). W tym przypadku rowniez
zanotowano obecnos$¢ populacji izolatow wykazujacych
$rednie lub niskie natezenie tej cechy (11 sposrdéd 109)
(tab. 1). Silne nasilenie reakcji biochemicznej oznaczajace;j
obecno$¢ enzymu lipazy zanotowano dla izolatéw
pochodzacych z: cebuli (Ce01, Ce08a, Ce08b, Ce08c), soi
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(L21, L23, K12, K15, K17, K18). Dla tej cechy bioche-
micznej réwniez zanotowano Wwystgpowanie izolatow
wykazujacych srednie lub niskie nasilenie badanej cechy
(32 sposrod 109) (tab. 1). Obecnos¢ enzymu proteazy na
pozywce SMA wyraznie zaznaczona byla dla izolatow
pozyskanych z: cebuli (Ce05, Ce07, Ce08a, Ce08b,
Ce08c), pomidora (DRNB, DRNB43), soi (K15, K18),
ziemniaka (Z02, Z05, Z06) i kukurydzy (PB03). Wymie-
nionym izolatom towarzyszyto 39 (sposrod 109 badanych)
kolejnych izolatow wykazujacych $rednie lub niskie
nasilenie tej cechy (tab. 1).

Wisrdod pozyskanych i badanych 109 izolatow bakterii
endofitycznych szereg izolatow wykazywato duze lub
bardzo duze nasilenie badanej cechy biochemicznej
opisane wynikiem 3 lub 4 w pigciopunktowej skali.
Wysoka zdolnos¢ do rozpuszczania fosforanow na pozyw-
ce PVK wykazywalo 35% badanych izolatow endofi-
tycznych. Kolejne 2% izolatow wytwarzato fluoryzujacy
w $wietle UV siderofor — pyowerdyne, 9% mialo zdolnos¢
wytwarzania lipazy, a 14% proteazy (tab. 2). Badane
izolaty nie wykazywaly natomiast wysokiego nasilenia
badanych cech biochemicznych: obecnosci enzymu
celulazy (pozywka CMC) 1 zdolnosci do produkcji
sideroforow (CAS) (tab. 2). Izolatom wykazujacym duze
nasilenie badanej cechy towarzyszyta populacja bakterii
wykazujacych $rednie lub niskie nat¢zenie badanej cechy,
opisane w testach jako 1 lub 2. Stabe nasilenie produkcji
enzymu celulazy wykazywalo 9% badanych izolatow,
rozpuszczalno$¢ fosforanéw nieorganicznych na pozywce
PVK wykazywalo 28% izolatow, kolejne 10% wyka-
zywalo staba zdolno§¢ do produkcji fluorescencyjnego

sideroforu (SMA), 29% produkowalo w niskim nasileniu
lipaze, a az 36% proteazg. Po zsumowaniu liczby izolatow
wykazujacych dang ceche biochemiczng okazuje si¢, ze
najpowszechniej wykazywang cecha ws$rod badanych
izolatéw jest zdolno$¢ do rozpuszczania fosforanow
nieorganicznych na pozywce PVK (63% izolatow),
zdolno$¢ do produkcji proteazy (49%) oraz lipazy (39%).
Wytwarzanie celulazy i pyowerdyny oscylowato w gra-
nicach 10% (tab. 2). Wartosci procentowe (i liczby)
podane w tabeli 2. nie sumuja si¢ do 100, poniewaz czg$¢
izolatow wykazuje jednocze$nie kilka (nawet do 5) z 6 ba-
danych cech biochemicznych, jak np. izolat K15 (tab. 1).

Identyfikacja bakterii

Do identyfikacji wybranych izolatow bakteryjnych
zastosowano system BIOLOG GEN III. System ten
opracowano pierwotnie z mysla o identyfikacji bakterii
chorobotworczych dla ludzi, jednakze zostal on przez
wielu badaczy oceniony i zastosowany do identyfikacji
bakterii patogenicznych dla ros$lin oraz bakterii $rodo-
wiskowych (Klingler i wsp. 1992; Konopka i wsp. 1998;
Cottyn 1 wsp. 2001; Emerson i wsp. 2008; Marek-Koza-
czuk i wsp. 2014). System BIOLOG GEN III stosowano
rowniez w identyfikacji populacji bakterii zwigzanych
z siewkami ryzu, w warunkach tropikalnych, w przypad-
kach kiedy zawodzila identyfikacja przy pomocy analizy
kwasow thiszczowych (Fame) (Cottyn i wsp. 2001).
Nalezy pamictaé, ze wyniki identyfikacji uzyskane przy
pomocy wylacznie systemu BIOLOG GEN III nalezy
traktowa¢ jako wstepng identyfikacje, ktéra nalezatoby

Tabela 1. Charakterystyka biochemiczna izolatow bakteryjnych pozyskanych z roslin
Table 1. Biochemical characterization of selected bacterial isolates obtained from plant hosts

Lp. Identyfikacja Gospodarz Izolat Pozywka — Medium
No. Identification Host Isolate
CMC | PVK | CAS | SM | LP |SMA
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 | Pantoea ananatis cebula — onion Ce01 0 1 0 0 3 3
2 | Rahnella aquatilis cebula — onion Ce02 0 3 0 0 0 0
3 | Pseudomonas fluorescens cebula — onion Ce03 0 1 0 1 1 1
4 | Enterobacter amnigenus cebula — onion Ce04 0 3 0 0 0 0
5 | Serratia plymuthica cebula — onion Ce05 0 1 0 0 2 3
6 | Klebsiella oxytoca cebula — onion Ce06 2 2 0 0 0 0
7 | Serratia liquefaciens cebula — onion Ce07 0 2 0 0 2 3
8 | Serratia liquefaciens cebula — onion Ce08a 2 2 0 0 3 4
9 | Klebsiella oxytoca cebula — onion Ce08b 0 3 0 3 3 4
10 | Pseudomonas aeruginosa cebula — onion Ce08c 0 3 0 2 3 4
11 | Enterobacter aerogenes cebula — onion CeBO1A 0 2 0 0 0 0
12 | Pseudomonas putida cebula — onion CeB01B 0 2 0 0 0 0
13 | Pantoea agglomerans cebula — onion CeMO1 0 3 0 0 1 0
14 | Pseudomonas putida cebula — onion CeMO02 0 2 0 0 0 0
15 | Pantoea agglomerans cebula — onion CeMO03 1 3 0 0 1 0
16 | Pseudomonas putida cebula — onion CeM04 0 2 0 0 0 0
17 | Pantoea sp. kalafior — couliflower F3 0 4 0 0 0 2
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18 | nie badano — not tested kalafior — couliflower W3 0 0 0 0 1 1
19 | Pseudomonas syringae pv. glicynea pomidor — tomato NB1 0 3 0 0 0 2
20 |nie badano — not tested pomidor — tomato NBI1-1 0 0 0 0 0 2
21 | Pseudomonas fragi pomidor — tomato NB1-2 0 0 0 0 0 1
22 |nie badano — not tested pomidor — tomato NB1-3 0 0 0 0 0 2
23 |nie badano — not tested pomidor — tomato NB2-1 0 2 0 0 0 0
24 | nie badano — not tested pomidor — tomato NB2-2 2 0 0 0 0 2
25 | nie badano — not tested pomidor — tomato DRNB2-1 1 0 0 0 0 2
26 | nie badano — not tested pomidor — tomato DRNB2-2 0 3 0 0 0 0
27 | nie badano — not tested pomidor — tomato DRNB 1 3 0 0 2 3
28 | nie badano — not tested pomidor — tomato DRNB43 1 3 0 0 2 3
29 | nie badano — not tested ogorek — cucumber O-1 0 0 0 0 0 2
30 | Pseudomonas putida ogorek — cucumber O-111 2 2 0 0 0 0
31 |nie badano — not tested ogorek — cucumber 0-512 0 0 0 0 0 2
32 | nie badano — not tested ogorek — cucumber 0-32 0 0 0 0 0 1
33 | nie badano — not tested ogorek — cucumber 0-33 0 0 0 0 0 1
34 | nie badano — not tested ogorek — cucumber 0-81 0 0 0 0 0 0
35 | nie badano — not tested ogorek — cucumber 0-82 0 0 0 0 0 0
36 |nie badano — not tested soja — todyga — soy — stalk L11 0 0 0 1 0
37 |nie badano — not tested soja — todyga — soy — stalk L12 0 0 0 0 1 0
38 | nie badano — not tested soja — fodyga — soy — stalk L13 0 0 0 0 0 0
39 | Serratia fonticola soja — todyga — soy — stalk 121a 0 2 0 0 3 0
40 | Enterobacter cloaceae subsp. cloaceae | soja—todyga — soy — stalk 121b 0 2 0 0 0 2
41 |nie badano — not tested soja — todyga — soy — stalk 122 0 0 0 0 1 2
42 |nie badano — not tested soja — fodyga — soy — stalk 123 0 1 0 0 1 2
43 | nie badano — not tested soja — todyga — soy — stalk 124 0 0 0 0 1 0
44 | nie badano — not tested soja — li§¢ — soy — leaf L11 0 3 0 0 0 1
45 | nie badano — not tested soja — li§¢ — soy — leaf L12 0 3 0 0 2 2
46 |nie badano — not tested soja — lis¢ — soy — leaf L21 0 1 0 0 1 1
47 | nie badano — not tested soja — li§¢ — soy — leaf L22 0 2 0 0 1 2
48 | nie badano — not tested soja — li§¢ — soy — leaf L23 0 0 0 1 4 1
49 | nie badano — not tested soja — korzen — soy — root K11 0 0 0 0 1 0
50 | nie badano — not tested soja — korzen — soy — root K12 1 0 0 0 3 1
51 |nie badano — not tested soja — korzen — soy — root K13 0 0 0 1 0 1
52 | nie badano — not tested soja — korzen — soy — root K14 0 0 0 0 2 2
53 | Serratia odorifera soja — korzen — soy — root K15 2 1 0 4 3 3
54 | nie badano — not tested soja — korzen — soy — root K16 0 3 0 0 1 1
55 | nie badano — not tested soja — korzen — soy — root K17 0 0 0 0 3 1
56 | Klebsiella oxytoca soja — korzen — soy — root K18 0 3 0 1 3 3
57 | Pseudomonas savastanoi soja — soy KT1 0 3 0 0 0 2
58 | Pseudomonas viridiflava soja — soy KT2 0 3 0 0 0 0
59 | Enterobacter aerogenes soja — soy KT3 0 3 0 0 0 0
60 | Pseudomonas putida pomidor — tomato ZF1 0 3 0 0 0 0
61 |brak ID —no ID pomidor — tomato ZF2 1 3 0 0 0 0
62 | Pseudomonas putida pomidor — tomato ZF3 0 3 0 0 0 0
63 | ebrsbp‘fsfz i uttiense pomidor  tomato ZF4 o | o] oo oo
64 | nie badano — not tested ziemniak — potato 701 0 0 0
65 | nie badano — not tested ziemniak — potato 702 1 1
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66 | nie badano — not tested ziemniak — potato 703 0 2 0 0 0 0
67 | nie badano — not tested ziemniak — potato Z05 0 2 0 0 1 3
68 | Serratia plymuthica ziemniak — potato 706 0 2 0 0 2 3
69 | nie badano — not tested ziemniak — potato 709 0 1 0 1 1 1
70 | nie badano — not tested ziemniak — potato 710 0 3 0 0 0 0
71 | Pseudomonas tolaasi kukurydza — maize PBO1 0 1 0 1 1 1
72 | Pseudomonas straminea kukurydza — maize PB02 0 1 0 0 0 0
73 | Xanthomonas sp. kukurydza — maize PB03 1 0 0 0 0 3
74 | nie badano — not tested kukurydza — maize PB04 0 3 0 0 0 0
75 | Pantoea agglomerans kukurydza — maize PBO5 0 3 0 0 2 0
76 |brak ID —no ID kukurydza — maize PB06 0 3 0 0 0 0
77 | Pantoea agglomerans kukurydza — maize PB07 0 3 0 0 1 0
78 | Pantoea agglomerans kukurydza — maize PB08 0 3 0 0 1 0
79 ffé:;”f;’;s’jlrvi oaceac kukurydza — maize KG1 o[ 1] o] o] o] o0
80 3&:;?2?33‘;2?%% kukurydza — maize KG2 0 3 0 0 0 0
g1 |Enterobacter cloaceae kukurydza — maize KNA 0 3 0 | o 0o | o

subsp. dissolvens
82 | Pseudomonas fulva kukurydza — maize KNB 3 0 0 0 0
83 |nie badano — not tested pelargonia — geranium P1-Pel 0 0 0 0 0
84 |nie badano — not tested pelargonia — geranium P2-Pel 0 0 0 0 0
85 | nie badano — not tested pelargonia — geranium Pel 1 3 0 0 0 2
86 Pseudomonas.chlorap his poinsecja — poinsettia Poinset.K1 0 0 0 1 1 0
subsp. aurantiaca
87 | Pseudomans fluorescens poinsecja — poinsettia Poinset.K2 0 0 0 0 1 0
88 | Pseudomans fluorescens poinsecja — poinsettia Poinset.K3 0 3 0 0 0 1
89 | Raoultella terrigena poinsecja — poinsettia Poinset.K4 0 3 0 0 0 0
90 | nie badano — not tested kalia — calla Kal 1 0 0 0 0 0 1
91 |nie badano — not tested kalia — calla Kal 3 0 0 0 0 1 1
92 | nie badano — not tested kalia — calla Kal 5 0 0 0 0 1 1
93 | nie badano — not tested kalia — calla Kal 6 0 0 0 0 0 2
94 | nie badano — not tested kalia — calla Kal 8 0 2 0 0 0 1
95 | nie badano — not tested prymula — primrose Prym 3 0 3 0 0 0 0
96 | nie badano — not tested r6za — rose R1 0 3 0 0 0 0
97 | nie badano — not tested r6za — rose R2 0 0 0 0 2 1
98 | nie badano — not tested roéza — rose R2A 0 3 0 0 2 1
99 | nie badano — not tested rdza — rose R3 0 1 0 0 0 0
100 | nie badano — not tested réza — rose R4 0 0 0 0 0 0
101 | Rahnella aquatilis r6za — rose RS 1 1 0 0 1 3
102 | nie badano — not tested rbza — rose R6 1 2 0 0 0 0
103 | nie badano — not tested r6za — rose RO6A 0 0 0 0 0 0
104 | nie badano — not tested r6za — rose R7 0 0 0 0 0 0
105 | nie badano — not tested r6za — rose R7A 0 0 0 0 0 0
106 | nie badano — not tested r6za — rose R7B 0 0 0 0 0 0
107 | Pseudomonas fluorescens rb6za — rose RS 1 3 0 2 0 0
108 | nie badano — not tested rdza — rose RSA 0 2 0 2 0 0
109 | nie badano — not tested rbéza — rose R8B 0 0 0 0 0 0

brak ID — oznacza brak identyfikacji przy pomocy systemu BIOLOG GEN III — no ID — BIOLOG GEN III system was not able to identify the tested

isolate
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Tabela 2. Podsumowanie liczbowe wynikow charakterystyki biochemicznej izolatow bakteryjnych pozyskanych z roslin
Table 2. The summary of results of biochemical characterization of tested bacterial isolates obtained from plants

Nate¢zenie cechy w skali od 0 do 4

Nazwa pozywki Intensity of the tested quality from 0 to 4
Medium name
1-2 34 razem — total
CMC 10 ze — of the 109 0 ze — of the 109 10 ze — of the 109
[9,17%] [0%] [9,17%]
PVK 31 ze — of the 109 38 ze — of the 109 69 ze — of the 109
[28,44%] [34,68%] [63,3%]
CAS 0 ze — of the 109 0 ze — of the 109 0 ze — of the 109
[0%] [0%] [0%]
SM 11 ze — of the 109 2 ze — of the 109 13 ze — of the 109
[10,09%] [1,83%] [11,93%]
Lp 32 ze — of the 109 10 ze — of the 109 42 ze — of the 109
[29,36%] [9,17%] [38,53%]
SMA 39 ze — of the 109 15 ze — of the 109 53 ze — of the 109
[35,78%] [13,76%] [48,62%]

CMC - carboxymethylcellulose sodium salt medium, PVK — Pikovskaya’s medium, CAS — chrome azurol S medium, SM — succinate medium,

LP - lipase production medium, SMA — skim milk agar

A — obecno$¢ lipazy — lipase production, B — obecno$¢ proteazy — protease production, C — rozpuszczalno$¢ fosforanéw — phosphate solubility, D — obecno$é

fluorescencyjnego sideroforu — pyowerdyny — the presence of pyoverdin, a fluorescent siderophore
Strzatki wskazujg wynik dodatni — Arrows show positive result

Rys. 1. Przyktady dodatnich wynikéw reakcji biochemicznych obserwowanych na pozywkach mikrobiologicznych uzytych w do$wiad-

czeniu

Fig. 1. Examples of positive results of biochemical reactions observed on microbiological media used in the experiment
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potwierdzi¢ inng metoda diagnostyczng. O wyborze
systemu BIOLOG GEN III zadecydowat jednak fakt, ze
nawet w przypadku potencjalnie blednej identyfikacji,
uzyskany wynik ma znaczenie sam w sobie jako obszerna
charakterystyka biochemiczna izolatu obejmujaca az
95 cech biochemicznych.

Analizie z wykorzystaniem systemu BIOLOG GEN III
poddano izolaty bakteryjne, wybrane sposrod dotychczas
badanych, ktére wykazywaty najbardziej obiecujace
wyniki, czyli najsilniejsze reakcje na badanych pozywkach
oraz czg$¢ izolatdéw losowo wybranych, niewykazujacych
takich wlasciwosci, w celu lepszego scharakteryzowania
badanej populacji bakterii. Wszystkie wyniki badania przy
pomocy systemu BIOLOG GEN III zostaly przedstawione
w tabeli 1.

W przypadku bakterii roslinnych zjawisko powszech-
nego wystepowania zdolnosci do rozpuszczania fosfora-
néw mozna tlumaczy¢ nastepujaca zalezno$cia. Rozpusz-
czanie fosforandw nieorganicznych w glebie przez PGPB
czyni je dostepnymi dla roslin, co bezposrednio stymuluje
ich wzrost. Z kolei dobrze rozwinicta roslina moze
produkowaé¢ wigcej wydzielin korzeniowych, ktore jak
wspomniano wcze$niej, stanowig dla bakterii zrodlo
pozywienia 1 dzialaja, jak chemiczny atraktant. Stwier-
dzono, ze niektére z bakterii glebowych moga przenikac
do wngtrza korzenia i dawaé poczatek nowej populacji
endofitow (Compant i wsp. 2005) w lodydze, lisciach,
bulwach i innych organach (Gray i Smith 2005). Zdolnos¢
takich bakterii do kolonizacji nowych nisz ekologicznych
moze $wiadczy¢ o ich zdolnosci do selektywnej adaptacji
w zmiennych niszach ekologicznych. W konsekwencji
miedzy bakteria a gospodarzem roslinnym tworzy si¢
zalezno§¢ oparta na wspolnych korzysciach. Zaleznos$¢
taka moze by¢ prawdopodobnym wytlumaczeniem tak
powszechnego wystepowania (63%) wsrod badanych
endofitow zdolnosci do rozpuszczania fosforanéw nieorga-
nicznych na pozywce PVK. Korzystne dziatanie bakterii
wykazujacych taka zdolno$¢ =zostalo potwierdzone
doswiadczalnie (Kannapiran i Ramkumar 2011; Sharma
i wsp. 2011; Kelel i wsp. 2014). Uwaza si¢ rowniez, ze
rozpuszczanie fosforanow przez bakterie i tworzenie na
pozywkach stalych otoczek (stref halo) wokét kolonii,
zwigzane jest z uwalnianiem przez nie kwaséw
organicznych, takich jak: kwas cytrynowy, glioksalowy,
jabtkowy, ketomastowy, czy bursztynowy (Park i Kloepper
2000). Bakterie rozpuszczajace nieorganiczne zwiazki
fosforu nie musza by¢ zwigzane ze strefa korzeniowa
roslin. Moga one wystepowac w innych niszach ekologicz-
nych, np. w $rodowisku wodnym (Przemieniecki i wsp.
2015).

Blisko polowa (49%) badanych bakterii endofitycznych
wykazywata zdolno$¢ do produkcji proteaz. Zdolnosé
bakterii do ich wytwarzania byla rowniez badana dla
bakterii glebowych (nie endofitow). W strefie ryzosferowej
pszenicy stwierdzono wystepowanie bakterii Azospirillum
brasiliense wykazujacych zdolno$¢ do wytwarzania wielu
enzymow, tj.: chitynazy, pektynazy, proteazy, fosfatazy,
pektynazy i lipazy (Radif i Hassan 2014). Obecno$¢
bakterii produkujacych fosfatazy oraz inne enzymy
hydrolityczne w glebie, ma zdecydowanie pozytywny
wplyw na wzrost roslin. Stwierdzono, ze na aktywno$¢

tych enzymoéw bakteryjnych moze mie¢ wplyw wiele
czynnikoéw, tj.: sklad chemiczny gleby i jej odczyn.
Fosfataza bakteryjna ma szczegdlne znaczenie dla wzrostu
roslin w glebach kwasnych (Huang i wsp. 2011).

Trzy cechy wykazywane w najwigkszym nasileniu
przez badane endofity, czyli: zdolno$¢ do rozpuszczania
fosforanow nieorganicznych, zdolno§¢ do produkeji
proteaz 1 lipaz wplywaja korzystnie na zdolnoSci
adaptacyjne 1 przezycie bakterii w glebie wsréd innych
mikroorganizméw. Produkcja proteaz i lipaz moze stano-
wi¢ mechanizm obronny przed innymi mikroorganizmami
oraz umozliwia¢ zdobycie pokarmu w $rodowisku
glebowym bogatym w substancje organiczne, np. pocho-
dzace z rozktadu innych, martwych mikroorganizméw.
Natomiast zdolno$¢ do rozpuszczania fosforanow
nieorganicznych jest cecha preferowang przez roSliny
1 wzmacniang we wzajemnej zalezno$ci bakteria-roslina.
Biorgc rowniez pod uwage opisang zdolno$¢ niektoérych
bakterii glebowych do wnikania do wnetrza ro$liny
i kolonizacji jej tkanek bez wywotania objawow chorobo-
wych, mozna w ten sposodb tlhumaczy¢ czeste wystepowa-
nie tych trzech cech biochemicznych w populacji
endosymbiontéw pochodzacych z réznych gospodarzy
roslinnych.

Wartym podkreslenia jest fakt, ze oprocz izolatow
wykazujacych silne lub bardzo silne nasilenie reakcji na
badang cechg (3 i 4 w skali od 0 do 4), na wszystkich
(oprocz CAS) sprawdzanych pozywkach, stwierdzono
grupe organizméw wykazujacych S$rednie lub stabe
nasilenie badanych reakcji (tab. 1). Jest to istotne, ponie-
waz w do$wiadczeniach laboratoryjnych zwraca si¢ uwage
na izolaty wykazujace najsilniejsze reakcje, poniewaz
z zalozenia nalezy wyselekcjonowac takie, ktore w dos-
wiadczeniach begda dawaty najwigkszy, najbardziej wi-
doczny efekt oraz z ktéorych mozliwe bedzie przygo-
towanie dobrze dziatajacego biopreparatu. Nalezy jednak
pamietac, ze w warunkach naturalnych kumulatywny efekt
dzialania wielu potencjalnie ,$rednich” Ilub ,slabych”
szczepOéw, moze by¢ nie do przecenienia dla wzrostu
roslin. Dlatego w praktyce rolniczej bardzo wazne jest
utrzymanie dobrego stanu gleby, a w szczegb6lnosci
zrdznicowania i zywotnosci mikroorganizmow ja zasiedla-
jacych. Izolaty bakterii wykazujace w testach zrdznico-
wane nasilenie danej cechy mogg by¢ réwniez cenne dla
nauki. Mozna je wykorzysta¢ do pordwnan z innymi
izolatami tego samego gatunku u ktorych stwierdzono duze
nasilenie badanej cechy. Przyktadem moga by¢ izolaty:
Ce07 i Ce08a nalezace do gatunku Serratia liquefaciens
wykazujace réznice wzglgdem siebie pod katem badanych
cech biochemicznych (tab. 1). Na zjawisko rdéznego
nasilenia danej cechy biochemicznej wspomagajacej
wzrost roslin, u réznych szczepow tego samego gatunku,
naktada si¢ rowniez oddziatywanie srodowiska. Efekt jaki
konkretna bakteria wywiera na rosling moze si¢ zmieniac
w zaleznosci od zmiany warunkéw, np.: bakteria wspoma-
gajaca ro$ling poprzez wigzanie azotu, czy fosforu nie
spetni swojej funkcji, kiedy znaczne ilosci nawozu dodane
sa sztucznie do gleby. Oprocz tego zaobserwowano, ze
poszczegolne szczepy bakterii moga oddzialywac na rézne
rosliny w odmienny sposob. Przykltadowo Pseudomonas
Sfluorescens (szczep BSP53a), zmutowany tak, by wykazy-
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watl nadprodukcje kwasu indolooctowego (indoleacetic
acid — IAA), stymulowal rozwdj korzeni u czarnej
porzeczki, natomiast hamowat rozwoj $cian komérkowych
w korzeniach wisni. Zjawisko to zinterpretowano w ten
sposob, ze poziom IAA w korzeniach czarnej porzeczki
byt suboptymalny, dlatego nastgpita stymulacja wzrostu.
Natomiast poziom IAA w korzeniach wisni byt optymalny,
co przy dodatkowym IAA od bakterii, spowodowalo
zahamowanie ich rozwoju (Glick 2012). Dlatego nalezy
bra¢ pod uwage mnogos¢ czynnikdw dzialajacych
jednoczesnie w Srodowisku naturalnym, w glebie, miedzy
bakterig i rosling gospodarza, ktora moze powodowac, ze
wyniki eksperymentow beda si¢ roznity od zaktadanych.

PGPB produkujace siderofory odgrywaja wazna role
we wspomaganiu wzrostu roslin. Zwiazki te wiaza zelazo
ze $rodowiska, przez co staje si¢ ono mniej dostgpne dla
patogenow, co posrednio korzystnie wpltywa na wzrost
roslin (Alexander i Zeeberi 1991). Zdolno$¢ do wytwa-
rzania sideroforéw odnotowano u rdéznych gatunkéw
rodzaju Bacillus (Gardner i wsp. 2004; Wilson i wsp.
2010). Cecha ta wystepuje u bakterii Gram-ujemnych
(Pseudomonas sp.) oraz u Gram-dodatnich (Bacillus i Rho-
dococcus) (Tian i wsp. 2009). Obecnie znanych jest
przeszto 500 rdéznych rodzajow sideroforow, sposrod
ktorych dla 270 okreslono strukture chemiczng (Boukhalfa
i wsp. 2003). Siderofory produkowane sa rowniez przez
bakterie endofityczne. Jasim i wsp. (2014) badali endo-
fityczne izolaty pod katem produkcji sideroforow przy
uzyciu agaru CAS. Zdolno$¢ do wytwarzania sideroforow
stwierdzono u trzech endofitycznych izolatéw: ZoB1 (Ba-
cillus sp.), ZoB2 (Pseudomonas sp.) i ZoB3 (Stenotro-
phomonas sp.). Na tej samej pozywce wszystkie badane
w tej pracy izolaty bakterii nie wykazaly zdolno$ci wytwa-
rzania sideroforow. Stwierdzono jedynie zdolno$¢ do
wytwarzania pyowerdyny w pojedynczych izolatach
pochodzacych z: cebuli, soi i rozy (tab. 1).

Bakterie PGPB badane i zidentyfikowane w pracy na-
lezag do gatunkéw wystepujacych powszechnie w $rodo-
wisku naturalnym, majacych zdolnos¢ do samodzielnego
przezycia w glebie, wodzie czy resztkach pozniwnych.
Gatunki te czgsto sa polifagiczne i tatwo adaptuja si¢ do
nowych $rodowisk. Przykladem takich bakterii sa gatunki:
Pantoea ananatis, Pantoea agglomerans i Enterobacter
cloaceae subsp. dissolvens. Wystepuja one powszechnie
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Whioski / Conclusions
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jatkiem zdolnosci do produkcji enzymu celulazy)
wystepuje grupa bakterii wykazujacych silng reakcje na
dang cech¢ oraz towarzyszaca jej grupa bakterii
wykazujacych $rednie lub slabe nasilenie tej cechy.

2. Miegdzy szczepami tego samego gatunku wystepuja
roznice metaboliczne pod wzgledem badanych cech,
mogace $wiadczy¢ o zdolnosci bakterii do adaptowania
si¢ do srodowiska, ktore aktualnie zajmuja. Badanie
tych réznic moze przyczyni¢ si¢ do lepszego poznania
mechanizmow dziatania bakterii oraz pomoc zidenty-
fikowa¢ markery genetyczne kodujace cechy bioche-
miczne bakterii wspomagajace wzrost roslin.

3. Badane i zidentyfikowane w pracy PGPB naleza do
gatunkéw powszechnie wystepujacych w srodowisku,
stosunkowo odpornych na jego zmiany, mogacych
przezywaé w glebie i w wodzie oraz majacych szeroki
zakres gospodarzy. Swiadczy to o ogromnym poten-
cjale biochemicznym bakterii.
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