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PRODUCTION OF MICROBIAL PREPARATIONS: SYMBIOTIC BAC TERIA OF
LEGUMES AS AN EXAMPLE

Summary

In agricultural practice microbial preparations (@tulants) are used to control plant pathogens aest$ (biological con-
trol), particularly in the integrated and ecologicagriculture, and to stimulate growth and yieldscoops. Inoculants con-
taining symbiotic bacteria of legumes were usedmexample to describe a technology of productibmiarobial bio-
preparations. This technology includes the follayvatages: - collection of various microbial strainsmaintenance and
quality testing of these strains, - proliferatiof maicroorganisms and purity control, - preparatiof carriers (powdered
peat or brown coal), - mixing of bacterial culturegth carriers and packaging. In this review thepontance of the purity
control of bacterial cultures during the entire lewlogical process has been emphasized.

WYTWARZANIE PREPARATOW MIKROBIOLOGICZNYCH NA PRZYKL ~ ADZIE
BAKTERII SYMBIOTYCZNYCH RO SLIN MOTYLKOWATYCH

Streszczenie

W praktyce rolniczej preparaty (szczepionki) mikotiigiczne stosowane; rzede wszystkim w ochroni&lin do ograni-
czania rozwoju patogenow i szkodnikow (biologicanhrona), zwtaszcza w rolnictwie integrowanym ile§@znym, oraz
do stymulowania wzrostu i plonowaniaskio. Na przykiadzie szczepionek zawigcgich bakterie symbiotycznestio mo-
tylkowatych opisano technolegivytwarzania biopreparatow mikrobiologicznych. Teclogia ta obejmuje nagbujgce
etapy: - zgromadzenie kolekcjizriych szczepdéw drobnoustrojow, - kontrolowanie ozgst jakasci tych szczepdw, - wie-
loetapowe rozmmnanie mikroorganizmOw i kontrolowanie czystiouzyskiwanej biomasy, - przygotowywanienika
(drobno zmielony torf lub ggiel brunatny), - mieszanie biomasy bakterii zZnikiem i konfekcjonowanie szczepionki.
W opracowaniu podkgtono konieczn& kontrolowania prawidtowéci przebiegu proceséw rozmismia bakterii,

a zwlaszcza zachowania warunkow sterytna catym cggu technologicznym.

1. Wprowadzenie detoksykacji maj przede wszystkim mikroorganizmy gle-
bowe. Ich niezwykte bogactwo, zl aktywnd¢ i zdoIndgci
Ocenia s, ze biomasa mikroorganizméw w glebach sta-przystosowawcze powodyjze nie tylko srodki ochrony
nowi okoto 85% calej biomasy wszystkich organizm@ia-  roslin, powszechnie stosowane w nowoczesnym, intensyw-
cych w tymsérodowisku i & 90% dwutlenku wgla (CQ) po- nym rolnictwie, ale réwnie inne substancje, np. zanie-
wstapcego w glebach ma pochodzenie drobnoustrojowe. Darszyszczenia przemystowe, ulegajmikrobiologicznemu
te swiadcz o duej aktywndci metabolicznej i ogromnym rozktadowi do zwizkéw prostszych, na ogdt mniej aktyw-
znaczeniu mikroorganizméw dla akiszaici proceséw zacho- nych biologicznie.
dzacych wérodowisku glebowym [2, 3, 6, 9, 10]. Do najwa 3. Ksztattowanie wigciwosci fizycznych (warunki wodno-
niejszych funkcji organizmow glebowych nale powietrzne) gleb [2, 4, 9, 16]. Udziat mikroorgamiaw w
1. Rozkiad i mineralizacja materii organicznej ftek or-  ksztattowaniu wiéciwosci fizycznych gleb polega przede
ganicznych pochodzenia dmnego i zwierzcego) [3, 9, wszystkim na przyczynianiu gsido formowania gruzetko-
16]. W procesach tych oprocz mikroorganizmowemgarole  watej struktury gleby. Produkty przemiany matetékie
odgrywa take fauna glebowa @dzownice, roztocza), ktéra jak réznego rodzajuiluzy wytwarzane przez bakterie oraz
przyczynia si do rozdrabniania i mieszania tych resztek zsubstancje produkowane przez gitd grzybow, take mi-
glela, w wyniku czego utatwiany jest rozktad i mineralifa  koryzowych (glomaliny), przyczyniajsic do zlepiania cz
materii organicznej przez mikroorganizmy, czyli teale i  stek glebowych, czyli formowania esigruzetkéw glebo-
grzyby glebowe. Rozkiad resztek organicznych jestdbo  wych, ktére korzystnie oddziatujnie tylko na rozwéj ko-
wazny nie tylko ze wzgldu na uwalnianie mineralnych form rzeni rglin, ale take powoduy zwickszenie odporrii
sktadnikow odywczych, ktére stanowiwazne zrodio po-  gleb na erozj wodno-powietrza.
karmu dla rélin uprawnych, ale réwniedlatego,ze w wy- 4. Ograniczanie rozwoju szkodnikdw i patogenéwlino
niku proces6w mikrobiologicznej transformacji materga-  [1, 7, 9, 12]. DzialaIn& ta zwhzana jest przede wszystkim
nicznej tworzona jest prochnica glebowa, ktérejad®¢ w  z wystpowaniem w glebie konkurencji, m.in. o pokarm,
glebie jestiednym z najwaniejszych czynnikéw decydaj  pomicdzy jej mieszkacami, a take zjawiskiem antagoni-
cych o zdolnéci gleby do magazynowania wody i skiadni- zmu i nadpasgytnictwa. Na przykiad, wiele bakterii glebo-
kéw pokarmowych, a tak o fizycznej strukturze (gruzet- wych hamuje rozwoj grzybdéw fitopatogennych prodgkuj
kowatds¢, wymiana gazowa) gleby. réznego rodzaju substancje antybiotyczne lub enzynay ro
2. Rozktad i detoksykacja zdych substancji zanieczysz- kladapce strzpki grzybéw. Z kolei niektére grzyby glebowe
czapcych gleby (ksenobiotykéw) [10]. Udziat w procesachmaja zdolng¢ pasaytowania na nicieniach i owadach.
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5. Tworzenie uktadoéw symbiotycznych Zlinami [8, 11, wczeniejszym jego opatentowaniu lub zgtoszeniu wzoru

12]. Najlepiej znanym przyktadem symbiozy mikroatga uzytkowego) wymaga wieloletnich batldaboratoryjnych i

zmoOw glebowych z dinami jest wspdtycie bakterii bro- w warunkach ,pét-techniki”, ktére obejmugwykle nast-

dawkowych (rizobiéw) z rdinami motylkowatymi. Wy-  pujace etapy [7, 8, 11, 12, 13, 17].

miana sktadnikéw ad/wczych pomidzy partnerami tej

symbiozy odbywa sgiw brodawkach korzeniowych, w kté- 2.1. Zgromadzenie kolekcji czystych kultur mikroorga-

rych bytupce tam rizobia przekazujoslinie motylkowatej  nizméw

azot (ktory pobraly z atmosfery) w zamian za cujako

zrodto energii nieztdnej bakteriom do przeprowadzania W przypadku bakterii symbiotycznychétim motylko-

procesu redukcji azotu atmosferycznego. Procesjesn watych r@&norodne szczepy tych bakterii wyebnia sg

wigc bardzo korzystny zaréwno z ekologicznego jakli ro najczsciej z brodawek korzeniowych wymienionych ro-

niczego punktu widzenia. Uprawaslio motylkowatych $lin. Czyste, czyli pozbawione innych drobnoustrojdaul-

nie wymaga na ogét stosowania naamia azotowego. In- tury wyodrbnionych bakterii naley nastpnie podda

nym rodzajem symbiozy jest mikoryza, czyli symbiozaidentyfikacji w oparciu o cechy morfologiczne icbrkérek

wielu gatunkéw grzyboéw glebowych z korzeniamélim. i kolonii oraz widciwosci fizjologiczno-biochemiczne lub

W tym przypadku grzyb mikoryzowy nie ma zdadobdo  wykorzystupc do tego celu najnowsze techniki molekular-

asymilacji azotu atmosferycznego, a jego wspétpmca- ne. W odniesieniu do rizobiéw vae jest réwnig prze-

$ling polega przede wszystkim na utatwianiu partnerowprowadzenie biotestéw z dsmami motylkowatymi, w kto-

pobierania wody i soli mineralnych, a t&kna ochronie ko- rych okrdlane jest powinowactwo wyogbsnionych izola-

rzeni przed grzybami chorobotwdrczymi. Mikoryzatjes téw do tworzenia uktadéw symbiotycznych z poszckego

szeroko rozpowszechniona w przyrodzie; twojez zarow-  nymi rodzajami tych rdin. Nie stwierdzono bowiem do-

no drzewa lgne (ekto-mikoryza) jak i iny zielne (endo- tychczas wysipowania w glebach uniwersalnego gatunku

mikoryza), w tym wikszas¢ roslin uprawnych. bakterii symbiotycznych, czyli gatunku twarego bro-
Badania prowadzone od wielu dzigsoleci nad wyej  dawki na korzeniach wszystkich rodzajow i gatunkdaw

wymienionymi zagadnieniami i procesami zach@mymi w  $lin motylkowatych. W tabeli przedstawiono nazwy teys

glebach przy udziale mikroorganizméw miaty na cele  pujacych w naszych glebach rizobiéw orazlim, z ktérymi

tylko wyjasnianie ich natury, asto bardzo skomplikowa- tworza symbioz.

nej, ale take aspekty praktyczne. W praktyce rolniczej

preparaty (szczepionki) biologiczne stosowanepszede Tabela. Rodzaje oraz najwaejsze gatunki bakterii bro-

wszystkim w ochronie i&in do ograniczania rozwoju pa- dawkowych i rdliny, z ktérymi tworz symbioz

togenow i szkodnikow (biologiczna ochrona), zwtaszev  Table. Genera and main species of root-nodule bicte

rolnictwie integrowanym i ekologicznym, oraz domty-  and their hosts

lowania wzrostu i plonowania $lin. Chocia zakres prak-

tycznego wykorzystywania biopreparatow jesgt maty, Rodzaj/gatunek Rbina-gospodarz

ma on jednak tendencje wzrostowe. Przyktadowo Taknal | phizobium

[14] podajeze w 2004 roku wartg rynku preparatow bio- | R jeguminosarum

logicznych (opartych na makroorganizmach i mikraorig biovarviciae Pisum, Viciae, Lathyrus, Lens
zmach) stosowanych w ochronieslio wyniosta tylko " trifolii Trifolium

2,1% wartéci ogdlnej rynkusrodkow ochrony rélin, ale w " phaseoli Phaseolus

roku biezacym udziat ten prognozowany jest na 4,4%. | sinorhizobium

Wzrastajce zapotrzebowanie na biopreparatyazane jest | S. meliloti Medicago, Melilotus, Trigonella

prawdopodobnie gtéwnie z rozwojem proekologicznych

i i : Bradyrhizoni
metod uprawy réin, w tym rolnictwa ekologicznego [5]. |g caorhaor

. ) . . 4 ; g B. japonicum Glycine
O ile rejestracja biologicznyclkirodkow ochrony rélin, Bradyrhizobiumsp. Lupinus
zwtaszcza opartych na wirusach, bakteriach i grelybad-
bywa st prawie identycznie jak chemicznycirodkow Nalezy tez zaznaczy, ze wymienione gatunki bakterii

ochrony, czyli wymagana jest szczegdtowa ocenao®h prodawkowych charakteryzyjsie duza specyficznécia
dziatywan ekotoksykologicznych [14], o tyle wymagania te symbiotyczm w stosunku do rdiny-gospodarza. Na przy-
nie g stosowane w odniesieniu do preparatéw mikrobioloytad Rhizobium leguminosarutiovar trifolii tworzy sym-
gicznych rejestrowanych na potrzeby rolnictwa eB@p-  hioz tylko z korzeniami koniczyny, &. melilotitylko z
nego, m. in. jakasrodki poprawiajce wiaciwosci gleby.  korzeniami lucerny. Z tego 2epowodu w praktyce szcze-
Wykorzystup to niektorzy producenci lub dystrybutorzy pionki rizobiowe produkowanezoddzielnie dla kadej ro-
réznych biopreparatow wprowadzajna rynek w naszym  gliny motylkowatej. We wspomnianych \sj biotestach
kraju produkty, ktorych jaka z mikrobiologicznego punk-  okresla sic réwniez efektywngé symbiotycza poszczegol-
tu widzenia pozostawiania wiele dgczenia. ~nych izolatéw, m.in. w oparciu o takie cechy jakgleyl i
Celem niniejszego opracowania jest przedstawieaie |iczba brodawek na korzeniach czy aktywhenzymu ni-
sad wytwarzania biopreparatow mikrobiologicznydton- trogenaza (il& zwiazanego azotu) [6]. Znajonsd tych
troli ich jakdici, na przyktadzie szczepionek zawigmich  ¢ech jest oczywtie bardzo wzna ze wzgldéw praktycz-

bakterie symbiotyczne (rizobia)dm motylkowatych. nych, poniewa do produkcji szczepionek rizobiowych wy-
bierane g szczepy najefektywniejsze pod wadgm sym-
2. Wytwarzanie preparatow mikrobiologicznych biotycznym. Zidentyfikowane i scharakteryzowanezspy

bakterii lub innych mikroorganizméw przechowujeg si
Wdrozenie do produkcji kadego preparatu zawiesaj (w 4 C) na paywkach agarowych, uformowanych w posta-
cego mikroorganizmy (ktore najgriej odbywa si po ci skoséw w probéwkach laboratoryjnych. Utworzona
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w ten sposo6b kolekcja, oltana te jako kultury muzealne, ustroju innymi mikroorganizmami, np. w kulturze mez-
wymaga cigtej troski o zachowanie czyst i dobrej ja- nej, mae bowiem doprowadzido zdominowania, a nawet
kosci zgromadzonych kultur mikroorganizméw. W ramachcatkowitego wyeliminowania z hodowli wdeiwego drob-
troski o dobry stan kolekcji konieczne jest na jtag  noustroju w dalszych etapach. Jest to szczegolameww
okresowe, zwykle co 6 miesy, przeszczepianie czyli przypadku takich bakterii jak rizobia, ktére chamakzup
przenoszenie kultur drobnoustrojow Wwieze paywki,  sie znacznie wolniejszym tempem rozniaaia (podziatu
m.in. po to aby kultury te nie obumarly. €&te przeszcze- komorek) nk inne bakterie, np. z rodzaRseudomonakib
pianie mikroorganizméw na nowe podéohodowlane mo- Bacillus W zalenoici od przygtej technologii produkciji
ze powodowad jednak pewne niekorzystne zmiany w ichbiopreparatu, uzyskana w fermentorze biomasa migeso
fizjologii, a nawet morfologii. Aby temu zapobieallkury  nizméw jest odseparowywana od pilynu pohodowlanego
drobnoustrojow mezna przechowywaréwniez w zamrae-  lub, jak to ma miejsce w przypadku szczepionekhiiao
niu (krioprotekcja) w roztworze glicerolu lub w fare lio-  wych, cala hodowla wykorzystywana jest w dalszyapit
filizowanej biomasy (hodowli) mikroorganizméw. Kdy  produkcji, w ktérym nasgpuje wymieszanie zawiesiny bak-
zaktad zajmujcy sk produkcp preparatéw mikrobiolo- terii z ngnikiem.

gicznych powinien posiadataky kolekcg odpowiednich Wczeniej wspomnianoze nie produkowaneasszcze-

mikroorganizméw. pionki zawierajce mieszanig wszystkich gatunkéw bakte-
rii  symbiotycznych. Teoretycznie wytworzenie takiej

2.2. Rozmnaanie bakterii szczepionki jest mdiwe, ale w praktyce jest to bardzo

trudne. Przede wszystkim, dlategm nie mana rozmnaaé

Wytworzenie jakiegokolwiek handlowego preparatuwszystkich tych bakterii jednocgge, tzn. w mieszaninie,
z zywymi kulturami drobnoustrojow wymaga odpowied- poniewa prawie kady gatunek ma inne wymagania po-
niego ich rozmngenia. Proces ten rozpoczyna sd wybo-  karmowe i charakteryzuje ¢sirGznym tempem rozwoju
ru z kolekcji szczepu o najkorzystniejszych cechach(podziatlu komorek). Na przyktad wszystkie gatunkicz
w przypadku bakterii symbiotycznychedrie to zwykle dzajuBradyrhizobiunrozwijaja sie w pazywkach ptynnych
izolat charakteryzapy sk duza efektywndcia symbio-  znacznie wolniej diinne gatunki bakterii symbiotycznych i
tyczm i konkurencyjnécia, czyli zdolngcia do zasiedlania w zwiazku z tym w hodowlach mieszanych zostatyby one
i indukowania brodawek na korzeniachklimy motylkowa- zdominowane, a nawet wyeliminowane przez gatunkbsz
tej. Kultura wybranego izolatu powinna dpdmiodzona, ko rosmce [8, 11, 14, 16, 18]. To samo dotyczy wszystkich
tzn. przeszczepiona naviezy skos agarowy i po odpo- innych grup bakterii i grzybéw. W tym miejscu nale
wiedniej inkubacji namnimna biomasa przenoszona jest zepodda w watpliwos¢ rzetelnd¢ informacji podawanych
skosu do jatlowej pogywki ptynnej znajdujcej sk w jatowej  przez producentdw i dystrybutoréw niektorych preypéuw
kolbie szklanej zamkniej korkiem z waty. Kolba taka (np. mikrobiologicznych znajdarych s¢ aktualnie w handlu.
0 poj. 1 | zawierajca 300 ml paywki) umieszczana jest Podaje si m.in.,ze preparaty te zawietapawet 80 gatun-
zwykle na wytrasarce w celu napowietrzania pogho co  kéw bakterii i grzybow, ktére dodatkowo najesamemu
sprzyja szybkiemu rozmaeniu s¢ hodowanego mikroor- rozmnay¢! Prawidiowe rozmngenie tylu gatunkéw w
ganizmu. Sprzyja temu réwrieprowadzenie hodowli w mieszance wydaje sibardzo mato prawdopodobne, tym
optymalnej temperaturze. Na przyktad bakterie symbi bardziejze proponowana metoda rozmaaia tych mikro-
tyczne rozmnza st w temp. 28C. Na tym etapie uzyskuje organizméw nie zapewniaadnych warunkéw jatowdei,
sie tzw. ,kulture mateczn”. W kolejnych etapach chodzi o a wiec i jakasci, standaryzacji oraz bezpieéstwa uzyski-
dalsze rozmnienie mikroorganizméw w wyniku ich prze- wanego w ten sposéb produktu.
noszenia do pojemnikéw hodowlanych (fermentoréow) za
wierajacych coraz wjksze obgtosci sterylnych paywek.  2.3. NGnik, jego przygotowanie i konfekcjonowanie
Liczba tych etapéw uzateiona jest oczywécie od skali
produkcji. Na przyktad przy matej skali produkcpdowla
z kolby przenoszona jest w sposob jatowy do ferorenb
poj. 5-10 I, a z niego do fermentora produkcyjn@gpoj.
50-100 I. W przypadku niektérych biopreparatéw, npie-
rajacych Bacillus thuringienis skala produkcji jest bardzo
dwza, z wykorzystaniem fermentoréw o etmsci 100 000
litrow [11, 12]. Fermentoryasurzadzeniami, w ktérch roz-
mnaanie mikroorganizméw odbywaesiv sposéb kontro-
lowany, jatowy i optymalny. G#cia centralm fermentora
jest zbiornik, najcgsciej wykonanymi ze stali nierdzewnej,
ktory wyposaony jest w agregaty umbwiajace wyjala-
wianie wprowadzanej do niego pavki ptynnej oraz jej
napowietrzanie i utrzymywanie statej (optymalnejinpe-
ratury w czasie calego procesu hodowlanego. Rozamia
mikroorganizmoéw w fermentorach trwa zwykle kilkaidn
konczy sk, kiedy g:stos¢ hodowli osiga 16-10" komérek
bakteryjnych w 1 ml poywki. Bardzo wana czynnécia,
od ktoérej zaley finalna jaké¢ wytwarzanego biopreparatu
jest kontrolowanie czys$§oi hodowli mikroorganizmu na
kazdym z ww. etapdw przenoszenia i pekgzania ohjto-
sci hodowli. Zakaenie hodowli rozmnanego drobno-

Wigkszas¢ biopreparatéw mikrobiologicznych produ-
kowana jest w postaci preparatow statych, suchiofili¢
zowanych) lub wilgotnych. Tylko nieliczne maposta
ptynma. W obydwu przypadkach mikroorganizmy wymie-
szane g z nanikiem, ktérego ral jest zapewnienie mnit-
wie jak najlepszych warunkéw do pezsvania mikroorga-
nizmoéw w preparacie handlowym, oraz jak najefektigjn
szego sposobu jego aplikacji. W przypadku szczegbion
rizobiowych liczne badania wykazalye takie materiaty
jak drobno zmielony i odkwaszony torf lub pykgla bru-
natnego g doskonatymi nénikami, zapewniajcymi nie
tylko odpowiednie warunki do przgwania bakterii sym-
biotycznych, ale tale dobre przyklejanie siszczepionki
do nasion rélin motylkowatych [11-18]. Mate porcje (100-
500 g) zmielonego torfu lub pylugglowego umieszczane
w woreczkach foliowych poddawane sastpnie proceso-
wi sterylizacji za pomag promieni gamma lub w autokla-
wie, w celu wyeliminowania zanieczyszcaajch je drob-
noustrojow. Wyjatowione porcje Qoika zaszczepianeas
w nastpnej kolejndci matymi porcjami (15-30ml) hodowli
bakterii symbiotycznych z fermentora i tak przygetme
porcje szczepionki po dokladnym wymieszaniu inkuaew
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ne s, przez okoto 2 tygodnie w temp. Z8w celu dalszego [4] Kandele E., Murer E.: Aggregate stability aradl snicrobial
rozmnaenia s bakterii na néniku. Po tym czasie kontro- processes in a soil with different cultivation. @eama,
lowana jest jak& wybranych losowo porcji szczepionki 1993, 56 : 503-513. o .

z kazdej partii produkcyjnej i jéi spetniaj one okrélone [5] Kus J., Jaczyk K.: Rozwdj rolnictwa ekologicznego w Pol-

P . . ; " ) sce. J. Res. Applic. Agricult. Eng., 2009, 54(3y81182.
standardy, tzn. zawiergjodpowiednio dizo bakterii sym [6] Martyniuk S.: Systemy biologicznego agania azotu. Nawo-

biotycznych (_16109 komérek/g) i mato lub weale drobno- 2y | Nawaenie 2002, 1 : 264-277.

ustrojow zanieczyszczgjych, to takie szczepionki M@g (7] Martyniuk S., Martyniuk M.: Selection and tesi of micro-

by¢ skierowane do handlu. organisms antagonistic towaf@ephalosporium gramineum

] Bulletin PAN, Biological Sciences, 2001, 49 (4) : 3¥14.

3. Podsumowanie [8] Martyniuk S., Ora J., Martyniuk M.: Diversity and numbers

of root-nodule bacteria (rhizobia) in Polish so#gta. Soc.
Na przykladzie szczepionek zawiei@jch bakterie Bot. Pol. 2005, 74 : 83-86.

symbiotyczne rélin motylkowatych opisano technolagi [9] Nannipieri P., et al.. Management od soil miimda. In:

wytwarzania biopreparatéw mikrobiologicznych. Techn “Biological Resource Management”, Eds. Balazs E. gt al
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