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Wykaz skr -t - w

2,4-D 1 kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy (syntetyczny herbicyd);

AB1137 Acid Blue 113 (barwnik azowy);

ACN i acetonitryl,

AMR T Amaranth (barwnik azowy);

AZ i azoksystrobina (syntetyczny fungicyd);

AzoR T azoreduktaza;

BLAST (ang. Basic Local Alignhment SearchTool)inar zfidzi e bi oigrufUiNcreat y
do por-wnywania sekwencj.i ami nokwas - w, bi agek
cLP 1 cykliczne lipopeptydy;

cLP-Bc T cykliczne lipopeptydy produkowane przez szczepy Bacillus;

cLP-Ps i cykliczne lipopeptydy produkowane przez szczepy Pseudomonas;

CMC (ang. Critical Micelle Concentration)i kr yt yczne stiUenie micel ar
DCT (ang. Drop Collapse Test)it est zapadaj Ncej sin kropli;

HAA (ang. 3-(3-hydroxyalkanoyloxy)alkanoate) i kwas 3-(3-hydroksyalkanoyloksy)

alkanowy (prekursor RL);

ISR (ang. Induced Systemic Resistance)ii ndukowana odpornoSi syste
KMPi B iU&atedr a Mi kr obi ol oRjotechnoldii Ieiwersygeflio w e j i
G-dzkiego;

IBipodgoUe mi krob-Besthnpgi czne Luri a

LCi MS/MS (ang. Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry) i
chromatografia cieczowa z tandemowN spektr ome
LDPE (ang. Low-density polyethylenei pol i et yl en ni skiej gfistoSci
LPSN (ang. List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature) i lista nazw
organizm-w prokariotycznych prowadz dabaiz-pr zez |
Institut DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH);

MALDIi TOF/TOF (ang. Matrix Assisted Laser Desorption and lonisation i tandem time

of fighty i desorpcj al/jonizacja wspomagana matrycN |
czasu przelotu;

MET 1 metolachlor (syntetyczny herbicyd);

MP i mikroplastik;

MSipodgoUe Murashige and Skoog;

NADH (ang. Nicotinamide Adenine Dinucleotide Hydrogen) i forma zredukowana
dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego;

NCBI (ang. National Center for Biotechnology Information) i Narodowe Centrum

Informacji Biotechnologicznej;



OD (ang. Optical Density)i gfist 0 SI optyczna;

PBS (ang. Phosphate-Buffered Saline)i s - | f i zj ol ogi czna buforowan
PC 1 fosfatydylocholina;

PDA (ang. Potato Dextrose Agar) i agar glukozowo-ziemniaczany ( podgo Ue
mikrobiologiczne);

PE i fosfatydyloetanoloamina;

PG i fosfatydyloglicerol,

PGPF (ang. Plant Growth Promoting Fungi)i gr zy by promuj Nce wzrost r
PGPM (ang. Plant Growth Promoting Microorganisms) i dr obnoustr oj e pron
wzrost roSlin;

PGPR (ang. Plant Growth Promoting Rhizobacteria) T bakt eri e ryzosferowe
wzrost roSlin;

PR 1 propamokarb HCI (syntetyczny fungicyd w postaci kompleksu z kwasem solnym);

QUEChERS (ang. Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe)i s zybka, gatwa, t
skuteczna, wytrzymaga, bezpieczna (metoda eks
RB5 1 Reactive Black 5 (barwnik azowy);

RL i ramnolipidy;

RO16 1 Reactive Orange 16 (barwnik azowy);

ROS (ang. Reactive Oxygen Species) i reaktywne formy tlenu;

SDS (ang. Sodium Dodecyl Sulfate) T dodecylosiarczan sodu;

SY i Sunset Yellow FCF (barwnik azowy);

VOCs (ang. Volatile Organic Compounds)i or gani czne zwi NzKki |l ot ne


http://sklep-aabiot.com/pl/p/Potate-Dextrose-Agar-PDA-5-kg/301
http://www.btl.com.pl/produktopis/1/0/276/
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I. Wprowadzenie

Ochrona Srodowi ska i =1t ajimMo waolroanze braorldnziicetjw

dla zapewnienia dgugoterminowego bezpiecze@&st

bada® podst awawyk hepbpunankowane na komercjalizac
zasoby naturalne oraz ograniczal uUOycie zwiN
chemiczny. To z kol ei przyczynia sin do zape)
oraz zdrowia zwierzNt i ludzi

Szacunkowe dane podaj N, Ue ponad 70% chor -
powodowane jest przez fitopatogenne grzyby (Tian i in. 2020). Rozw- j t ej gr

szkodniobnwUa , @ Iwo kopsekwencji prowadzi do znacz Ncych str
ekonomicznych ios Jabi eni a bezpi ecze (Ekwomaauiibly2028;0Sci o we
Savary i in. 2019). Dane przedstawione przez Savary iin. (2019)ws kazuj N, Ue Swi a
straty plon-w dla pificiu podstawowych roSlin
kukurydzy ,opowodowaneyize? szkodniki mi e s z ¢ z N przedziale w
od 17 do 30%.

Szczepy zaliczane do rodzaju Fusarium nal e ON do grupy dzi
naj waUniejszych grzyb-w fitopatogennych, st a
Swi at owego (Deanliimi20l2)wa Dr obnoustroj e t e maj N w
adaptacyjnN, cCo pozwal a im dostosowal sin
klimatycznych oraz zakaUal (Mikiteiine2023). OMa¢iN ma®l i
r-wnieU zdol noSi do djgugotrwagego utrzymywar
zakaUony c(kwomads li inn2023). Na i n f e fitapatagennymi szczepami
Fusaiums zczeg- |l ni epopodmit na, sjNiczmi e E, kukurydza,
(Burgess i Bryden 2012). Patogeny te mogN wywogal tak zwa
sifn zgniliznN korzeni i Jodyg, windnificiem nac

r o S(Nikitimiin.2023). Wi el e sz c z Eysariumvey k zdwjag ur - wni e U z o

do produkcji my kot oksyn, kt -re mogN akumul ow
w nasionach). Wef ekci e dochodzi do znaczNcego spadk.!l
zagroUenia zdr owi(Rampemsade2020)NW z a | el (indozG§ci od pog
geograficznego i klimatu danego obszaru, fuzarioza moUe byl powo

szczepy r - Yth gatunk- wz rodzaju Fusarium (Nikitin i in. 2023).



I.1. Syntetyczne i biologiczne fungicydy

W celu ochrony roSlin uprawnych przed r oz
powszechnie stosowane sN fungicydy. Od zako GEc
produkowane przez przemysg chemiczny, odgrywaj
infekcjom grzybowym. Jednak w ostatnich | atach wuUycie p
budzi coraz winksze obawy ze wzglndu na ich n

rozpowszechni ani e s i(Rampersadz262p): Mv noop otron yv hwi Nk s z

kraj-w dominuje r all miegt woy klood zrwesntaujjdNrc e synt et
dozwal czani a (Sawsyoid.@01®.Wyni ka to z faktu, Ue syn
dziagajN szybko, sN skuteczne, charakteryzuj N
trwagoSci N. Niemniej jednak, winkszoSi syntet
w Srodowisku oraz jestzm-oksiycayah wobEc doc glac
s zk odn(Ruomemngiin. 2023). Dane | iteraturowe wskazuj N, 0
mogN zmienial aktywnoSi mikroorganizm-w gl ebo\
jest korzystna (Aliim 2020z Prastsatiin. 2016)S | i n

WdroUeni e skutecznych met od ograniczani
powodowanych przez grzyby nie jest gatwym wyz\
(r-wnieU grzybBusasiumy spbpdybBpurozwija opornoSi n

rolni k-w synt e {Ekwomadei inp2028)pNaar aptryz y k gad, po okogc
stosowani a fungicyd-w naleUNcych do metyl ob
opi sano szczepy naleUNce niemal do 100 gatun

oporne na t @A gr up AHawkins iNFzakije ®016, Corkley i in. 2021). Dane

|l iteraturowe donoszN, Oe w niekt-rych przyp
syntetycznego fungicydu, mo U rnGrimmey ii ie 8014).w a | S Z
Wzwi Nzku z tym, z roku na rok coraz bardzie

fitopatogennych grzyb-w za(Tigndim@@0. met od bi ol o
EkologicznN alternatywN dla syntetycznyct
bi ofungicydy. PowyUszym terminem opisywane sN
kom-r ki drobnoustroj-w i/1lub i ch met abolity,
wy wo gy wa ny c htopatpgerme zgrzybly.i Biofungicydy, podobnie jak inne
bi opestycydy, oferuj N szereg &korzySci, kKt -r
popul arnoSci w pr ak {Ojuedereh in.202h, rAgilary i in. 2032).i n
Wodr - Unieniu od chemibzofohgpceggdgpralN- mniej t o
zwi erzNt oraz Srodowiska, c¢co przyczynia sihi
bi or - Uno (GpdréamS2020). Wy soka specyficznoSi dziagan

na rozkgad bi ologiczny zmni ej sza ryzyko r
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orazbi oakumul acj i (Kumar$in.@a2bawWelu - wnani u do syntet
odpowi edni k- w, stosowani e bi opestycyd-w skut
cieplarnianych (Ayilara i in. 2023). Dodat kowo, rosnNca Swiadomo:
spogeczeE&tw, regul acje prawne, a takUe postn
rozwi Nz a G, kt - re sN skuteczne, dost osowane d¢
zar -wno dla zdrowi a | udaziojurgjniatka. i dgugot er mi no
Fungicydy pochodzenia biologicznego i synt
mechani zmu dziagania. Podczas gdy syntetyczne
i nhibicjn oddychania kom-rkowego i/l ub biosyn
nawieler- Unych sposob-w, w zaleUnoSci od tego,
kom-r ki drobnoustroj - w(Gikasd n. 202%; Fdata i Mekohnenme t a b o |
2024).WSr - d zr - Unicowanych mechanizm-w dziagani a
znajduj N einigjakonkwurzestrze® i skgadniki odU
hamuj Ncych wzrost fitopatogen-w (m.,chny tnablybi
indukcja naturalnych mechanizm-w obronnych r
systemicznej (ang. Induced Systemic Resistance; ISR) (Fenta i in. 2023, Fenta
i Mekonnen 2024).

Pomi mo, UOe biofungicydy pochodzenia mikro
powszechne ich stosowanie wci NOUO wi NUe sin
efektywnoSi dziagania takich preparat - w, WYy zZr

cznisto ul ega o gnkach potwyehrRentaiMekonaen 2024). Co wi fncej ,
czisto takie biopreparaty wymagaj N specjalneg
a takUe, W por-wnaniu do fungicyd-w syntety
wraUliwoSci N na c¢ zy nmazibiklagiczhei (Eeptk iovekorneni 2622)n e o
Niekt-re badania wskazuj N, Ue zintegrowane
pol egaj Nce na pogNczeniu mikrobiologicznych bi
syntetycznych fungicyd:- w, mo Ue(Orsaimp 20800 i al | eps
WS r papularnych modeli badawczych, ¢ z i stosowanych w opracowywaniu
bi of un gpoahgdzkeniamikrobiologicznego,z naj duj N izyb- w zx zre@d/z aj u

Trichoderma oraz bakteriiz r o d Baxijlus ilWwseudomonas (Fenta i Mekonnen 2024).



|.2. Drobnoustroje wspomaga j Nce wzdmewo trnooS3ii n

Do drobnoustroj - -w prodSfRGPW ¢ yamgh Plamt ZGrooth t
Promoting Microorganisms) n a | ez(aN - wn®z e py  rbakiéni yzosferowych
(PGPRi ang. Plant Growth Promoting Rhizobacteria), jakig r z y (PGRF i ang. Plant
Growth Promoting Fungi). Mikroorganizmy st ymul uj N r oz w-: | [ zdr o\
popr zez szereg r - Un yBadania maxlc drebmousirajamiw PGP,
koncentruj Nce sif na zrozumieniu mgehacizyim w

odpowiedniewar unki ni epymaizhcief d @t ywnoSci biofungicy

na tych drobnoustrojach. Co wi ncej, wi el e szczep-w PGPM
dorozkgadu i usuwania zanieczyszcze@® z gl eby,
dopoprawy wzrostu i.Podwdwewatenabgiadmo ®niie jest s

w pracach p orBikedbidlagiozney cemmediacji gleb oraz ryzofitoremediacii
(Maiin. 2019; Arantza i in. 2022; Veerapagu i in. 2023).

Drobnoustroje PGP ws pomagaj N wzr ost roSlin zar-wno
bezpoSrednie, kt-re bezpoSrednio oddziaguj N n
kt -re np. hamuj N r o@abelag 1) f(Olancewaguti in. g 2007). w
Dzi aparmsizeczeg- Il nych szczep-w PGPM moUe opiersa
mechani zmach promuj Ncych wzrost roSlin, przy
warunk-w Srodowi skowych. Co wincej, t en sam
mechanizmywz al e Uno Sci od war unk -(@anewajuaik. 20dMN. si A zn.



Tabela 1. Mechanizmy dzi agani a drobnepszyppj NcePGRzr o
izdr owot n o Sgracowano & bparciu o Jeyanthi i Kanimozhi (2018) i Kumar i in.
(2021Db).

Mechani zmy bezpo Mechani zmy poSre
1. zwi nksaasiti pnoSci g1 Ochronaprzed szkodnikami poprzez:
odUywczych np. jon; A. konkurencjii z fitopatogenami o
fosforanowych, potasu, cynku. miejsce na powierzchni korzeni

(zdol noSi do szybk

2. Ujatwianie pobiera przemieszczania si
przez roSliny przy biofilmu);
drobnoustroj owych g B. ograniczenie dostff

UOelaza dla fitopat

3. WiNzanie azotu at mg drobnou;stroj.w
zwi fkszaj Nce dostfj _
orzyswajalnych dla C. synteznmetabollt-~w 0ogl
wzrost i/ 1lub Uywot

. ) ) (produkcifiant ybi ot y k- w,
4, Wpgyw na poziom fif . .
litycznych oraz organicznych
poprzez: o .
z wi N wnldtnych (ang. Volatile
A.syntezin hormon- w )

Organic Compounds; VOCs));
zaliczanych np. do giberelin,

cytokinin, auksyn; D. stymulacji ISR.

B.syntgrzékursor - w f 2. Ochrona przed stresem abiotycznym

C.synterdsymengul uj N poprzez:
poziom fitohor mon A.syntezn egzopolisa
deaminazy ACC (ang. 1- do wiNzania wody (
Aminocyclopropane-1-Carboxylic negatywny m ogranigzpneje m
Acid i kwas 1-aminocyklopropano- dost Aopwodys

1—karb0ks~ylowy)powode“ N¢ B.syntezfi polimer- -w
obni Ueni e zawartadg . . .
wi Nzania jon-w sod

negatywnym pvwmpdwyvilesm
zawartoSci jon)w s

C. wi Nzanie, akumul ac
przeksztagcanie to
pochodzenia antropogenicznego /
antropogennego (ochrona przed
niekorzystnym dzi a

zani ecz)SsodoevE .k ow




I.3. Bakterie z rodzaju Bacillus

Bakterie z rodzaju Bacillus to Gram-dodatnie,t | enowe | ub wzgl Aadni e
laseczki, zdolne do wytwarzania pr zetr wal Dirlobwoustroje t e s
rozpowszechnionew Sr od o wWyssktunpuj N zar -wno w wodach sgo
w glebie, UywnoSci, w ukgadzie pokarmowym r - C
(jako endofity) (Schultz i in. 2017; Lopes i in. 2018).

We d § bagy danych LPSN (ang. List of Prokaryotic nhames with Standing
in Nomenclature (https://lpsn.dsmz.de/genus/Bacillus), z dnia 12.09.2024, rodzaj
Bacillus obejmuje 634 gatunki. Ze wz gl idu na fil ogenetyczne i f
gatunki Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus licheniformis i Bacillus
pumiluszost agy pogKomphe kw tBzaubtilis(ang. &. subtilis species
complex) (Berkeley i in. 1984; Fritze 2004; Rooney i in. 2009). W ostatnich latach z tego
kompleksu wy o d r i b dodatkewo tzw. o p er acy j nBlamygldliquefatienso
(ang. operational group B. amyloliquefaciens), kt-ra obejmuje cztery
B. amyloliquefaciens, B. siamensis, B. velezensis oraz B. nakamurai (Faniin. 2017).

Kl asyfikacja genetyczndo kanpleksueh subtilis wa li (d@Nc y c h

zmienia i jest oparta nabwj mupNcyclnymhi deyt c
1) hybrydyzacjii DNA-DNA (ang. DNA-DNA hybridization) wzbogaconN o analizn
bioinf or;anafzG@Emaf i | i kwas - w sekwiencprmowanie wy §dérg o 3)
genomu (ang. Whole Genome Sequencing) oraz 4)techniki poz waé @jkNe S1 i |
uSrednionN =zawartoSi p oS zc zeAverdga YAmiho Aaidni no k wa
Identity) [ nukIl e o Averdge Wucléotide ddentity) (Auchiin. 2010; Faniin.

2017).

Szczeg-lnym at r ¥todedjueBacillisg lketser izido | no Si prze

wSrodowhslkaarakteryzuj Ngyech déian oekani € mawn wa
temperatury, pH i promieniowania, n i sd&ds t ficpiodg i/lub o b e ¢ o iottksyn.
Cechn t i zawdzifnczaj N umi ej AitnoSci .wytwar
WzaleUnoSci od gaturBhkciluszaszczape badlktdter psychr
lub termofili. Wwi fikszoSci powyUsze drobnoustroje dobr
10% stinUenie NaCKomwr &i odvewieslkaa.ywne maj N niew
pokar mowe, d hodatvle Bacitug mangi N by | prowadzone z uUy
zawi eychatjyNck o j eden zwi Nzek organiczny.

Dzi bhrdzo wydajnemu systemowir asze kzrdeocljnio Sicis
produkcjir - U nmectha b od zhaczeni komercyjnym( m. i n. antybiotyk:- - w,
bi osurf akzzeapyBacus maj N szerokie zad¥ihgsbwamije zwe
przemys@y Zd ol no Si bakt eBadilis do rsgdz a&jzy zwi Nzk-w o
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przeciwgrzybowym powoduj e, Ue der s Do b U ® © U prifddelemm
badawczym wykorzystywanych w badaniach ma j Ntcna celu opracowanie wysoce

skutecznych HKRyoifiadngi cyd- - w

Enzymy biorace udziat
w regulacji quorum

sensing *

Peptydy ‘ Enzymy lityczne

rybosomalne -
Bakteriocyny

Poliketydy (PKs)
np. makrolidy,
tetracykliny

Zwigzki Cykliczne lipopeptydy (cLP)
przeciwdrobnoustrojowe Peptydy np. surfaktyna, ituryna i fengicyna
wytwarzane przez szczepy nieryhosomalne
nalezace do kompleksu (NRPs) Siderofory
gatunkéw B. subtilis
Hybrydy
PKs/NRPs

Zwiazki lotne

Rycinal.Podzi ag zwi Nzk - w pr zewtivawzanyah proea szezepy o0j o wy ¢
nal eUONce do kompB.asubtdisy z gatvagk - wvna i ch budowh
i mechanizm biosyntezy. Opracowano w oparciu o Caulier i in. (2019). * Quorum sensing

ichemiczne porozumiewanie sifn kom-rek na pozi

Szczepy z rodzaju Bacillus s & z i1 s mgdaem badawczym wykorzystywanym
do opracowania rolniczych bi opr epamaatNcwc h zma - eawspgoruaganie
wzrost u zwmalezénleisre kodnak twwk Ue p rezbjofemediaci gleby i
(Olanrewaju iin. 2017). Na przykgad bi op Baifuathuingignsisz a wi er a
s Nbowszechnie wykorzystane jako biopestycydy (m.in. insektycydy, nematocydy,
fungicydy) orazjakoSr od ki ws p oma g aj Boozani Mnz20k)st r oSl i n

Szczeg-I nN uwagn wSr-d metabolit-w wytwar :
Bacilus pr zyci Ngaj N cykliczne | ipopeptydy (cLP),
wyso&kWt ywnoSci N powierzchniowN, jak i przeciw
zaliczane sN pgewidiNe&zeaSpowi@ozchni owo a@aynnych,

antybiotyk:- w.
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I.4. Bakterie z rodzaju Pseudomonas

WSr-d kluczowych drMobnauduf Nj -sw APGP wnieU
z rodzaju Pseudomonas. Drobnoustroje te, to Gram-uj e mn e , ni eprzetrwal
iwwi fkszoSci wzgl ndni ePodomie jak secrepyvBacillys,sbgkeeriez k i
Pseudomonas powszechnie wy st ipuj N w ryzosferze or az w n
gatunk-w rChSilriarkt er yzuj Mo mddukcji gzdrokiego oz&keesuN
metabol it -w, w tym r,zalczanglld @i oas mmn é(RLKpcaRh t w w
(Raaijmakers i in. 2010; Geudens i in. 2018). Ponadto, bakterie Pseudomonas c z nst o
wy kazuj N zr méchanizmy wa oemo ¢ j i Wzrostu i zdr owot |
zdolindo8ozkgadu r-Unego rodzaju zaklWizevéi Ngkacze
ztym,s N wskazywane jako potencjalne modele uUyw
iprodukcj N bioorpaezs tstcymdulwat or (Meliaw 20050 Sirtghuiinr o S1 i n
2022).

I.5. Biosurfaktanty

Bi osurfaktanty sN to zwi Nzki ppochodzeniaz c hni ow
biologicznego. Zwi Nz kina jtNe amf (i & mfl iopvaNtsyt czurkN)ur i cz Nst e
cooznaczazawlUepagN zar - wn bydrofilawN $ak i hydrofobowN
Taka budowa u mo U | hiosuifaktantomgr omadzeni e si i na granicy
powi nowact wi e do wody. Dzi nki t emu dochodzi
coprzejawia swar tsp@dikieapi ici a mi ndepywyZoae go .
zwi Nm&kdgN stablidh zdwaiabi |l i zowal (piaoykieausje). dwu f a z
Jednym z waUnych par amet bioswfaktanty gestakiytyezmey z uj Nc

stnUeni e mi cCaticahMiaele Cqneentrgtion, CMC), oznaczaj Nce mini
stnUeni e biwlksturrfyarktzatna zaposaaiNUn e g o ugrapowards u

(np. mi cel e, pncherzyki , (Paraszkigwicziinc 2019). d wu war
Biosurfaktantymo g N mi e | char akt ey, ajionowy vaypnfotefyéziayl i on o w
lubni ej onowy. Wi fkszoSi syntetycznych surfakta
UsN one bardzo toksyczne. Z kol ei bi osurfakt a

lub neutralny (Santos i in. 2016).

Biosurfaktanty mog Byl prodwkawapmezez roSliny (np.
mydInicy lekarskiej, Saponaria officinalisL.),ni ekt wirer zinta (np. sur f ak:
jak i drobnoustroje, kt -re wytwarzaj N naj@®iaficaj iGilaP®Po eizy p
2015, Simw@l@)k Bi osurfaktanty klasyfikowane sN
np.n a podstawi e wi el ko Sci chemizmés tgeacdzuenkk,u  bouzdioSwey

hydrofil owejw, opa@iu d pk @g nal edallsormBicznN or gani zm- w
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(Santosiin. 2016; Paraszkiewicz 2016, Roy 2017). P o d z i rabgousttbjowych
biosurfaktant: w uwz gl ndni aj Ncy r - -Unicin w majdoai ®cicaje
obejmuje cztery klasy: 1) glikolipidy; 2) lipopeptydy i lipoproteiny; )k wasy t guszczow
lipidy, fosfolipidy; oraz4)z wi Nz Kk i p dRydima 2y @Favaszkiewicz iin. 2019;

Sharma i in. 2021).

KWASY TLUSZCZOWE
LIPIDY
FOSFOLIPIDY
i
]
1
! polimiksyna lichenizyna
emulsan ! \ / surfaktyna
|
O IWIAZKI e . ;
alasan POLIMEROWE BIOSURFAKTANTY LIPOPEPTYDY ituryna
| / \
dispersan ’ fengicyna
! wiskozyna amfisyna
i
]
i
ramnolipidy — GLIKOLIPIDY — trehalolipidy
soforolipidy

Rycina2. Kl asyfi kacja biosurflakdawi - evh @ mN smzeytll ziedku
oraz przwikNalkdyw. Opr aco Bamaiinw20dlpar ci u o

Drobnoustrojowebi osur f akt anty mogN pegnil r-UOUne fu
w odniesieniudop oj edynczych #oacnm-gryeckh, pjSeptmd iia.c2P2i).
Do dziagania ze wnbNtorszukrofmanketkaenitg-gwn a u a tzwik mide
pobierania hydrofobowyphz2awi Korka 2av kabadhryomcaz ykechm -
przed toksynami, w tym j oW zakrdsie fomkdjial i c
wewnNtrzkomvg kaoawwaine s N hi p onoeyfikgcji ok tmyowin d Svo Sc
enzym-w oraz prinsgwnz kayan.cokk®konsekwencji moUe
wpgyw na szereg pr ocesMiwid znyekt canb- ail ki iocaw@aynd he
bi osur f awdber npopulacji obejmuje mi ndzy iwspanyaganie ruchu
S1 i z g dang giding / swarming motility) , udziag w chemicznym por
k 0 m- mapgoziomie populacji (ang. quorum sensing) orazudzi agUwych et apac

funkcjonowania biofimu.Powy Us z e p kluozoveesllgu ts Nz y my wpopulagi s i fi

bakterii w(SHKumaidno2021s k
Mikrobiologiczne surfaktanty to z wi Nz K i o duUym pot,encij al e
kt-crzehnst o zzastopodianie \v r ol ni ct wi e, p r ontedyéywig, i Oy wr
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farmacji orazw r - Unych techni kach biargnediacjzsyka ovayngtc h
SrodowWsplor - wnani u do soydnpt oewti yecdznni ykc- hw , bi osu
charakter niz Wjstlohksiyrc z wo S&iphbMd at noSci N na, biode
aich produkcja zazwyczaj pr zebi ega w podgoUawhNzzkawi ke @ N e
odnawialnymi ¥r ardigwn g | @nergii. Wcel u obni Ueni a koszt - w
bi osur f alkt grtz-yyyot owani a pzazgzajlvykoroystywane a Ny ¢ h
odpady pr zemp Py wc(Bukfagadiniin. 2018). Co wadmavdaeg ,

grupa zwykizjez ar - wgsokN aktywnoSi (psiwNmmabBhnio
ni skich iacwarcM@)Scjak izr - Uni coavatnyWNiwn ®d$ ol ogi cznN
(Paraszkiewicz iin. 2019). DuUm- UnorodnoSi budpwywalhae mid clzmeai
rodzaj biosurfaktanta do wymaganych w danym procesie w a r u n fieykeechemicznych

(np. poziom- w zasolenia, wa r t opHcczy temperatury). Pomimo wielu zalet,

bi osurfaktanty pos,takikgak WMysokhai e@naady duUa 1z
strukturalna. Poni ewaU biosurfaktanty najczfiSciej w)
kil ku bardzo podobnychzmiterurka umalUei by izwi 8l @e v
powierzchniowa oraz biologiczna takiego biopreparatu (Santosiin. 2016; Jahaniin.

2020).

I.6. Biosurfaktanty Bacillus

CLP produkowane przez bakterie z rodzaju Bacillus (cLP-Bc) s N j ed ny mi
znaj l epi ej poznanych bi osurfaktant -w miKkrobi c
zwi Nzk-w poparibdsekgjaa d a mi yoozkiwSacsio wp  pvt s k djvaad je |
mogN wchodzil zbjakiD@aomi inokmwasyon)z a | kwasu t gus z
jak rtwmpi e NN @ambleazn Sity pewN i DoclPiBdoaviNi. czane s N
trzy gr upy opisywandl jko:- Irodzina surfaktyny, 2) rodzina ituryny oraz
3) rodzina fengicyny (Mnif i Ghribi 2015; Ma i in. 2016a, Sharma 2018).

Do pierwszej grupy, p 0 z a s u t rf aalKa ¥ w Npumildcydyna, lichenzyna

oraz esperyna. PowyUsze zwi Nzki spggtlagbBbnsigh
wi Nzaniem | aledzttihb-owgdymoksy kwasu tJuszczowego,
wchodzi od 13 do 1Rycinat3SAAMbw waédgtiany( ituryny
bacillomycyna, mykosubtilina i ituryna. PowyUsze birosnz&ktami W

heptapeptyd, alej est on presgNb-zmintyo zk wa s u t(§uaswz cbr cawy eNgco
od 14 do 17 awio Nz avamiddvgym §Rycina 3B). Z kolei w rodzinie

fengicyny wyr-Uniane sN .pNiicpha sg lkagd a doyhliozayr adzz if e |
dekapeptyd pogdgNczony wi Nzam ineork wd sakrh o rt gjwysmna ¢ z
zbudowanym z od 13 gcinadC)at ®m- wywkhiglzac(i cznS:
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dochodzi w wyniku ut wor zeni a wi Nzani a Ir ®&lstza Nowe gme groi

idz i eegoiaiihokwasu.

A)
CO — '‘Glu — “eu —PLeu
CH,
| LVal
CHz — (CHz), — CH
O — 'Leu—"PLeu — “Asp
B)
CH,— CO —"'Asn— DPTyr — PAsn
CHy— CH, — CH, — (CH,),—CH LGIn
|
NH — Ser —PAsn —Pro
C)

CH;— (CH,) ,— CH— CH—CO—'Glu—POrn— PTyr—°Thr —'Glu—PAla —-Pro—'GiIn — Tyr —tlle

OH
0
Rycina 3. Wzory strukturalne A) surfaktyny; Aidmo Ue si i mi eScil w przed
13;B)ituryny; Anmo Ue si i mieScil w g)rfengcyny;iAanwoeU e ds i9f do
mi eScil w przedziale od 9 do 17. z@uds.yfi kowan
Synteza cLP-Bc | es't katali zowana przy udzi al e

nierybosomalnych, co skut kuj e znacznN zmi egobScziwN Ng kFr w!
Pecciiin. (2010) zaproponowali, a b y wari ant ycLRBr Mgt escy el j ako
homologi (r - Uns N6 dgugoSci N gaGE ucha kwasy tgus
(char akt es iyordumi Neemenlwe ncj N a nmw ncozkpegtgsione)). Dane

|l iteraturowe wskazuj N, BeaciuSradwwiczlap wewyszéc e
biosurfaktanty wpostaci mi es zani ny r - Unyic/hl ubo mozxld®Pme w- w
R- Unorodsesk8hd i procent owy rcPUprogukdwanyeta prieant - w
szczepy Bacilus zal eOy mi ndzy i nnymi od warunk - - w

zastosowanych podgd- - U (Huangkin.o 2015p IBartglii is. z2038c h
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Nurfarahiniin. 2018; Paraszkiewicziin. 2018; Nazarethiin. 2021; Moreno-
Velandia i in. 2021).

CLP-Bc wy k a zaukjtNy W biao§icznN woweel u r - Unych drobno
is Nzaliczane do ant y b i .oMeghknizaw ich d z i a Joapniiear a si i na zak:
struktury [ f unkcj on o wahhoibae c b glfPa dochodzd do gi czny
destabilizacji stchpkzapys ddgaakonsew@acipnaweudo
zni s zcz e ni(Raaijknakers iine2R10; Bernat i in. 2016). Biosurfaktanty te mo g N
wykazywal dziagani e zar,wimsom, jagigrzybani(MnkiGhribia kt er i
2015; Wangiin. 2024).Szcze g wl Niz& i z nal e UNc eifedgmyngmaujpV i t u
silne wgaSci wo S c Mnifp Ghzibe 2015Kglimashi bim 20&7).

Dane l iteraturowe wskazuj N, Oe r-UOUne k
synergistycznie, wzajre mjiaeScwawoaScrii gjrNdeci wdr ob
jakii nne rodzaje aktywdeScti thbi gledginczne@jowod- w,

i nt er es unodélanyi mhiadawczymi oraz potencjalnie efektywnymi Sr o d k a mi
biologicznej kontroli f i t o pat o g e n n(@vibaechgiinz3018; Wang i in. 2020;
Datta i in. 2024).

I.7. Biosurfaktanty Pseudomonas

Wi el e s zRseudomenas jest zdolne do produkcji bi osur f aktkdantr-ew ze
wzglidu na swoj N bklagyfikewane c lsgdymi verzineN do cLP or a

Cykliczne lipopeptydy produkowane przez szczepy Pseudomonas (cLP-Ps)s k Jadaj N si fi
z reszty kwasu tguszczowego pogNczonej z ol iog
cLP-Bc, cLP-Psr - Unimli isdzty pedbiNzgl ndem d gresghyok®asa i sk g
t guszczowego oraz |iczby, tgpipeptydavejntednakur acj i

rr Unor o hudon@ cLP-Ps j est o wiied ew wyrldagymadku biosu
Bacillus. Z tego powodu dotNd nie ma wujednolicone
Raaijmakers i in. (2006) podzielili cLP-Ps na cztery g § -enklasy o bej muj Nce gr up
1) wiskozyny, 2) amfisyny, 3)tolaasyny i4) syringomycyny. Natomiast Geudens

i Martins (2018) podzielili cLP-Ps na 14 grup (Tabela 2).
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Tabela 2. Klasyfikacja cLP-Ps na podstawie budowy chemicznej. Zmodyfikowano na

podstawie Geudens i Martins (2018).

Liczba
Kwas

ami nokwa

Grupa tguszc: _ . . Literatura
. W cznSci

peptydowej
wiskozyny 3-OH C10:0 9 Group® i i n. 1951
orfamidy 3-OH C14:0 10 Grossiin. 2007; Ma i in. 2016b
amfisyny 3-OH C10:0 11 SBrensen i in. 200
syringomycyny 3-OH C10:0 9 Segre iin. 1989
syringopeptyny 1 3-OH C10:0 22 Ballio i in. 1991
syringopeptyny 2 3-OH C10:0 25 Ballio iin. 1991
tolaasyny 3-OH C10:0 18 Rainey i in. 1991; Bassarello i in. 2004
bananamidy 3-0OH C12:0 8 Nguyen iin. 2016
ksantolizyny 3-OH C10:0 14 Liiin. 2013
entolizyny 3-OH C10:0 14 Vallet-Gely i in. 2010
putisolwiny c6:0 12 Kuiper i in. 2003
pseudofaktyny C16:.0 8 Janek iin. 2010
korpeptyny 3-OH C10:0 21 Emanuele iin. 1998
fuskopeptyny 3-OH C10:0 19 Ballio i in. 1996

Kwas

Podobnie jak inne biosurfaktanty, cLP-Ps p 0 z a

cziisto wykazwg®lSci woSci przecioweilj onbip e £t rroi jHody
innymi zdolnoSi do ham8wan Nat aiiheichpracesgch iy b - w.
jak przemieszczani e spowierzphaipulf acmowakokobi p&ci

Poza cLP-Ps, szczepy Pseudomonas mo g N

opisywane

b-rhydr oksyt guszczowych

resztami

atom- w

RL. RL

kwasuj @ gtuszrc-zbmiegowana i
w rridolusaeiny ( it | 2020; Behrensiin. 2016; Guntheriin. 2005).

skgadaj N sin z

t us zc z traygrupy fyavdksylone j1Nc ywhegWwi Nz a E po.dw-j nych

aktywnoSci N

wy t tva k Basirfaktanty

pad Nkoaryyowywm Nz gnreidennN O
ramnozy. RL klasyfikowane s N jako mono-ramnolipidy (mono-RL)
lub di-ramnolipidy (di-RL) (El-Housseiny iin. 2020; Zhouiin. 2019a). Liczba wn g | i

Wreszci

zwykl e
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Wysoce z r - Un iacstruktara RL jest silnie z al e@dnuaz dol ni e met abol i

szczep-w, kt -re j e zastosowanykhu walr uonrka-zw ohde d o w1l i
Housseiny i in. 2020; Rahmaniin.2 01 0) . R-Unice w budowie struk
na ich wgaSci woSci fizykocheemt kokindecyduje doichopoo gi ¢ z n ¢

potencjalnym zastosowaniu (El-Housseiny i in. 2020; Zhao i in. 2018).

RL u Uy wapizede wdaiystkim do przyspieszania procesu bioremediacii
Srodowi sk z a ni éydmfgbsveymiz ksengbotitkami, do wspomagania
wydobycia ropy naftowej orazjako Sr o d k i przeci w@uabrBim2624)r oj owe
Podobnie jak cLP, pednipr Zzerine swz ¢ z a ni baktesiiii formpwarmguu | acj i
bi of i Wprwzypadku chor ®bot ewPraeraginaséy, RL mo g N
odgrywal rrolviniwe (p a(Xwin.024)z i e

18.Bi eUNce wyzwani a

Jednym z kluczowych wyzwa®& w stosowaniu b
roSlin sN ich interakcje z zanieczyszczeni ami
syntetycznych pestycyd- w, mi kropl astik ( MP)
np. barwniki azowe.

Pomimo zmi eni aj NegzmorsziNidze ® dotyczNcy,ch och
rosnNcej wi edzy na toesmaztwi Mk 9paejsloejy d psmoiSc i
alternatywnych Sr od kynietycznec pestyrydy nadalo &6 minnuj N
wzwal czani u .sWw202idroku KS-ww at pwByci e pestycyd-w
3,53 miliona ton kwadratowych, z naj wi i ks zy Brazyli dorzaz St nv
Zjednoczonych Ameryki, gdzie wy n o o @dpowiednio 719,53 oraz 457,39t y si Nc a
ton(Ferng§nddDODb2e2dSI syntetycznych pestycyd-w w
na ich dgugN trwagoSi mingoepi 2ys majUanipa owahl zp
podczaswzrostu,a c o0 za t ym,niad zniiee kdozr i z@dSd o wijre 2045;

Yadav i in. 2015; Tudi i in. 2021; Pathak i in. 2022; Ansari i in. 2024).

MP ( wi el koS 5mmNwtUek by i pi produkowany ycelowoyy
stosowany np. w kosmetykach) | ub (wto-wsnyady w wy npirkzue df mri aogt mewn t
wykonanych z tworzyw sztucznych). MP j e st powszechnie obecny
wSrodowi skacghako @l nyi®dwyeryj pdwstaje w wyniku fragmentacii
np.pl asti kowych opakowa G, ubra® zawierajNcych
samochodowych (Duis i Coors 2016; Kole i in. 2017; Zhou i in. 2019b; Ghosh i in. 2023).

W glebie uprawnefMP mo Ue sizie zwmzadleffdu na stosowanie 0s.
jako nawozu (Corradini i in. 2019; Gui i in. 2019).
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Dozani eczyszczen@ Il SrbN danwkiazend, uUywane pr zec
wszystkim w procesach barwienia tkanin. Wi el e bar wni k- w aziohwy ch i
rozkgadu wyskatedkjsey c za o Siwobec z wi e,r z Mpj&kliiludzi
(Pinheiro i in. 2022). Wkrajachr oz wi j aj Ncych sifn, wm&dgNrlygh Sc
wykorzystywane do nawadniania upr aw,prbawnwi ki
zmi eni aj Nc i ej wgaSzcmwioSicszrapdNok oywrmaPie rolr
izagr abagNieczeEtWoplywnpo Baa ih@oM)a

Powy Usaznd ex zy s z ¢c zzema caz Nhtoog Mvgp gmiwlkad obi ot i gl e
w tym na korzystne d | a  rmiki®drgamizmy oraz wprowadzane do gleby biologiczne
Srodki ochrony roSlin

Biofungicydy, meé knol olhpea cb@Bnaj Nwin dla synt
fungicyd-w, maj N s woyjdenicbanieanas lc zteeb, my o Bllad jellc a
przede wszystkim zod siotycangch i abiatycanyth evdc iunk - w
Srodowi skowych. Dpl oagt gerigboi  awnai Uen ew$ jpenlszty b m adet ie anG a n i
grupy bi o p e s t,yiah yinterakeji z syntetycznymi odpowi edni ke

zanieczyszcze@® Srodowpskewy wiyrzg bakviNy wno Si
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II. Cele pracy

Nadrzindny aelem ni ni ej szej gemaavwcpyg ywywgjazaomi eczysz
antropogenicznych (wybranych herbicyd:- w, fung
mikroplastiku) na a k t y W npé&iwgrzybowN ryzosferowych s z ¢ z e Bacilus
i Pseudomonas, zdolnych do produkcji c y k1 i ¢ zny c h , i p opcohpoedpzt Nycdy- cwh 2
Srodowi sk o potencjalnie zr-Unicowanym.poziom

Og:- I ny cel badawczy r eacleilzowasac zzeag - § @y
wskazanych poni Uej

[1] Identyfikacja / analiza poziomu pr odukcj i b i wydzielanfych lprcea nt - w
szczepy Bacillus i Pseudomonas.

[2] Ocena aktywnoSci ipwskazargei nwegcrhzaynbiozwre-jw ogr ani ¢
wzr ost u sFasarium grzeabakterie Bacillus i Pseudomonas.

[B] Charakterystyka wybranych szczep-w bakter

ki egkowanie nasion i wzrost siewek o0g-rka
[4] Analiza produkcij i b i eovs hodofvlack tndeszanyolr bakteryjno-
grzybowychor az w hodowl ach zawieraj Ncych kom:- r}
Bacillus.
[5(] Ocena wzrostu bakterii, produkcji biosurfa
w hodowlach Bacillus i Pseudomonas pr owadzonych w obec

zanieczyszcze@®.Srodowi skowych

[6(] Opracowani e efektywnego dg oybdredbaszcaegur oSt 0 we
bakteryjnego charaktveysyoskuNafbhaddialobecnoSci
zani eczyasktcywr® Sci N przeciwgrzybowN oraz p

kiegkowanie i wzrost.siewek og-rka siewneg
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M.Materi agy

W tej cznSwat eorpiassayn ®owane W ni eopubli kowar
Met ody uUywane wygdgNcznie w badani acrh- wipdnseany c
wpodrozdzi aBathki) 6lhdaz .06 5MAxr t ykugdg 2naukowy

l1l.1. Drobnoustroje
[11.1.1. Szczepy Bacillus i Pseudomonas

W badaniach wykorzystywano 80 szczep- wbakteryjnych (77 z rodzaju Bacillus
oraz trzy z rodzaju Pseudomonas). Wobr ibi e tejszgzepygwho/d®zi go
zszeSciu Sr-olbnoyieci hplot encj al nie zrieantewayy mcpec
antropogenicznych) zlokalizowanych terenie Polski (Tabela 3). Jeden szczep (B. subtilis
DSM 3257, wyizolowany z Natto) pochmdzimj ez ki ej kol ekciji s z
(niem. Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen).

Wszystkie wykorzystywanhe wW pracy szczepy
wkol ekcji szczep-w Katedry Mikrobiologi. Prze
G-dzkiego (KMPiB UG).
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Tabela3.Mi ej sca i zol acj i r BacitusifPeeudomoyas hdolisyehdae e p - w

produkcij i bi osurfaktant - w.

Miejsce poboru gleby ryzosferowej Symbol szczepu

Tereny miejskie

Skgadowi sko O¢SkrAgdorazn u me r y glaby i hadany numer
Niebezpiecznych, Zgierz, szczepu
woj ew-dztwo §-(np.Zg1l.3)

Al eja Klon-w ! 5
stanowi Nca fr «¢SkrASKo o madany numerszczepu
u.Og-1 nej w gm (np. ASK 10)

i zanieczyszczone WO | e w-odjz tdeg K i

Rafineria Ropy Naftowej,
Czechowice-Dziedzice, _ 1-Ba (P § aidna2015)
woj ew-dztwo SI

IM8(w pr ac yiinP2@la apsany jako KP8);
IM 13 (Paraszkiewicz i in. 2017);
IM 14 (Paraszkiewicz i in. 2017)

Par k Helen- w,
wojew-dztwo @-

Tereny
i wiejskie

Kaszubski Park
Krajobrazowy,
woj ew-dztwo pt

S k r AKASooraz numer p r y dleby i nadany
numer szczepu

e Sk rKdoorazskrdolkgadniej opi
pobrani a p(rABmgosfgra eaitwinka
pospolitego, Vinicaminor L . ; i dldbaprzy

dr odz & ryzoddradipy, Tilia; A Bzpsfera
sosny, Pinus L.; Aidi r y z os f er Picéawi e
Dietrich) i numer szczepu

(np. Kol B1)

Wi eK8lnica,
woj ew-dztwo wi

[11.1.2. Grzyby Fusarium

W pracy wykorzystano cztery szczepy z rodzaju Fusarium:

9 Fusarium sambucinum IM 6525 i wyizolowany z korzeni zainfekowanej

mal iny wBubSdaeuwsej )(i udostnpniony do bad
Li di APas3tapsof. Instytutu Ogrodnictwa w Skierniewicach (10);

f Fusarium culmorum DSM 1094 i pochodz Ncy z ni emi ecki
szczep- - w, WRBdbd&any z pszenicy zwyczajnej (Triticum
aestivum L.);

f  Fusarium oxysporum KKP 458 i p o c h od z Nkolekcji zKultur
Drobnoustroj - -w Przemysgowych Il nstytut
Rolno-SpoUywczego im. prof. Wacgawa DNbr ow

f FusariumsolaniIM450i pochodzNcy z kolekcji szcze

Wszystkie wykorzystywane w pracy szczepy grzybowe pr zec howywane s

wkol ekcji szczep-w KMPi B UG.
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N.2.PodgoUa

N.21.PodgoUe bulionowe zestalone agarem
Bulion wzbogacony (f. Mapol) 159
Agar (f. Biocorp) 2049
Woda destylowana uzupe gdoilGdhnol
pH 7,5

Sterylizacja w autoklawie w temp. 115 A Cprzez 20min. Pod o Ue w post a
skos-w wykorzystywano do Baciluei®dewomomaani a szcze

N.22.PodgoUe brzeczkowe zestalone agarem

PodgoUe brzeczkowe zestalone agarem zawier

Agar (f. Biocorp) 20¢g
Brzeczkal 2 ABI g uzup e JdoilcHohno
pH 6,5

Sterylizacja w autoklawie w temp. 115 A Cprzez 20min. Pod o Ue w post a
skos-w wykorzystywano do pusaitenc howywani a szcze

N.23.PodJo Ue P Patatd Dextrgse Agar) (f. Difco)

D-glukoza 209

Agar 15¢g

Skrobia ziemniaczana 49

Woda destylowana uzupedgni annol do
pH 6,5

Sterylizacja w autoklawie w temp. 115 A @rzez20min.Pod gw Upost aci pgyt
by gugkorzystywaned o anal i zy aktywnoSci przeciwgrzybo

wobec s zIREugagum: w
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N.24.PodgoUe MuandaSkdog @8) (f. Sigma-Aldrich)

ZawartoSi

Skgadni k N
podgmyu)

Azotan amonu 1650

Kwas borowy 6,2

Bezwodny chlorek wapnia 332,2

Chlorek ke®baltu A 60025
Siarczan medzi A 50025
Naz-EDTA 37,26
Siarczan UeDazawy A 278
Siarczan magnezu 180,7
Siarczan m#Egnezu A 169
Kwas mol i bdenowy 20s 0,25

Jodek potasu 0,83
Azotan potasu 1900
Jednozasadowy fosforan potasu 170
Siarczan #ynku A 7HS86
Agar 8000
Glicyna (wolna zasada) 2
mio-inozytol 100
Kwas nikotynowy (wolny kwas) 0,5
Pirydoksyna A HCI 0,5
Sukroza 30 000
Tiamina A HCI 0,1
pH 6,5

Sterylizacja w autoklawie wtemp. 115 A @rzez20min.Pod o Ue wy kor zy sty

wbadaniachz uUyrcd ®imon og-rka siewnego

1.2.5.P o d § o Ue-Bertani (LB (f. Sigma-Aldrich)

NaCl 10 g
Trypton 10g
Ekstrakt dr obg
Woda destylowana uzupegniannlL do
pH 6,5

Sterylizacja w autoklawie w temp. 115A Cprzez 20min. Podgo Ue LB
wykorzystywano do przygotowania hodowli p gy nnwe h i p(n ywgha St ), wy ¢ h

szczep- wBacillus, Pseudomonas i Fusarium stosowanych w niniejszej pracy.
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N.26.Pgynne p ovdzgroolset o w e zawieraj Nce odpad

spoUywczego

W badaniach opisanych w podrozdziale V.10 opr acowano warianty |
poddjoUa wzrostoweglme; aawiosSrcaj Nc e
f  wodnej zawiesiny d r o Wabbhdowych (0,1; 1; 2 lub 5% v/v);
1 wodnego ekstraktuzes k - r e k 102y Oc5 kulwi% v/v);
1 10% wodnego roztworu tryptonu (f. Sigma-Aldrich) (0; 0,1 lub 1% v/v).

Po uzupegnieniu podgoUa wodN destyl owanN,
anastnpni e poddawano dwukrotnej s tAeQprgdzi zacj i
20 min).

Dr oUdUe o dfpFarmhantis 8V34/70, nr partii 2201427 KB) pochodzi gy
z dolnej fermentacji piwa i z 0 s t ppayskane z Br owar u Rzemi eSl niczegc¢
wPi otr kowi e Trybunal skim w Pol sce. Do przyg
stosowanowodnN zawi esini droUdUy odpmdabwych o gfis

W celu uzyskania wodnego e k st r a kt ek marehwissk - r ki zawi esza
wwodzi e destyl owanej stosujaNc n gstofpprricg e s t2erly
w autoklawie (temp. 115 A Gorzez 20 min).

[11.3. Zanieczyszczenia antropogeniczne

111.3.1. Barwniki azowe

~

W badaniach wykorzystano pi i | barwni k-w azowyABH3;, Aci d
nr CAS: 3351-05-1), Reactive Black 5 (RB5; nr CAS: 17095-24-8), Amaranth (AMR,;
nr CAS: 915-67-3), Reactive Orange 16 (RO16; nr CAS: 12225-83-1) oraz Sunset Yellow
FCF (SY; nrCAS: 2783-94-0). B ar wn i kakupiane ad f. Sigima-Aldrich. Roztwory
wyj Sci owe bar wno&t wUeaangmly't frzygotowane w wodzie

destylowanej, sterylizowano w autoklawie (temp. 121 A (orzez 20 min).
[11.3.2. Mikroplastik

W badaniach wykorzystano MP w postaci proszku LDPE (ang. Low-density
polyethylene i pol i et yl en ni ski ej g fs t-50G @ (j. Abifor). wi el k o |
Wcelu przygotowani a MPyrieStenying VDPE (1,5 g) raiviessonan y
w5mL96% etanolu i inkubowano przez godzinn. P
wstrzNsano. Nast nphs tee rdyoldrmesjanwo dly0 dej oni zowan

wpr -bie koEowy pozi omgmiP! wEmosedecryn 1®0zepr o\
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w warunkach sterylnych. Za wi esi nii  MP s tagoklgwiei(temp.vw 21 i drzez
20 min).

[11.3.3. Syntetyczne pestycydy

W badaniach wykorzystano:
1 herbicyd kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy (2,4-D) (f. Sigma-Aldrich);
1 herbicyd metolachlor (MET) (f. Sigma-Aldrich);
T fungicyd a z o k s yaawa rhantlowa iA mi( AZar B.C;250
250 mg Lt substancji czynnej) (f. Target S.A.);
1 fungicyd propamokarb w postaci kompleksu z kwasem solnym (PR;
nazwa handlowa Proplant 722SL; 722 g L substancji czynnej) (f. Target
S.A)).
Rozt wory ww§ By d tokwiec h uUy wapneyscthy c wd -pw az g st
przygotowane w 96% etanolu (f. Avantor Performance Materials Poland S.A))

i wysterylizowane w autoklawie (temp. 121 A Gdrzez 20 min).
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IV. Metody

W t e]j cziSci opi sano metody zastosowane Ww
Met ody uUywane wygdgNcznie w badani acrh- wipdnseany c
wpodrozdzi a@achkivg olhpadaz W.eiMHxr t ykug 2haukowy

IV.1. Izolacja bakteriipr odukuj Ncych biosurfaktanty

Wykorzystane w pracy szczepy babptebyjgneby
zgodnie ze schematem przedstawionym na Rycina 4.

107 107 107

5 g:‘e?’ R Posiew 0,1 mL zawiesiny
+40 mL wody na podioze krwawe (K)
zestalone agarem
120 obr./min
28°C

1 godz.
Przesiew bakterii
na podtoze plynne LB

Przesiew bakterii hemolizujacych
na podioze krwawe

Ocena obecnosci ) -
biosurfaktantow * Przesiew bakterii na
poditoze buliohowe
zestalone agarem
oraz zabezpieczenie
wyizolowanych szczepow

J‘\
120 obr./min ‘ '
28°C
24 godz. Barwienie metoda Grama
Rycina 4. Sc hemat izol acji bakteridi produkuj Ncych
bi osurfaktant -w prowagadaa NbggRCTii msgk@app | i (

Collapse Test;opisanymd ok gadni ej wVpDdrozdzi al e
W celu zabezpieczenia wyizolowanych szczej

eppendorf dodawano 05mL j agowe gou @dziOSent 2#i-godz. hodowli
bakteryjnej (otrzymane|j w podgoUun2LBC. Pr - by

27



IV.2. Genetyczna identyfikacja bakterii

W pracy stosowano szczep P. koreensis ASK 10 (GenBank: MZ707723.1) oraz
szczep P. fluorescens ASK 68, kt - r e poddang tsekWyeycjonowaniu w firmie
Genomed S. Azidentyfikewarsepraeg yrof.drhab . Gr a UwinstytuBigy a z i
Ekologii Teren-w Uprzemysgowionych w Katowica

Identyfikacja genetyczna 20 wybranych s z ¢ z e jBacMus oraz szczepu
Pseudomonas sp. Zg9 . 3 zostaga przeprowadzona podc z:
wZakgadzie Mikrobiologid.i i Ryzosfery w | O w !
Sas-Paszt, prof. 10 oraz dr Anny Lisek.

EkstrakciiDNA z kom-r ek b akobneor ypjrnzyyc hu Cpyrcoiwa dkzo me r
zestawu GeneMatrix Bacterial & Yeast Genomic DNA Purification Kit (f. EURX).
ZawartoSi DNA w pr-bach mierzono dijagpémocN as
r- wn2e6j0 nm. Do dalszych annoaltiak pabypyuzpzialeE
st A0eni e DN Rrocestampiifikacjigenu16SrRNAor az gen-w warunkuj
podst awowe f umprovwagzan ok osm-orskuij Nc 10 st dabeligdr - w opi
zgodnie zprocedur N podanN Prkxewenpjodowania. wykon:
Genomed S A. Il dentyfi kacj a szczepu bakteryjnego 0
uzyskanych sekwencji z danymi NCBI (ang. National Center for Biotechnology
Information)z a p omo c N n ar Zahgl BasialocBl lAliyr8rient Search Tool).
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Tabela4.St art ery zastosowane bdkteryjingdrent yfi kacij i i zC

Wi el koSi
Nazwa i o produktu .
Sekwencja (5 ® 3 ) Literatura
startera [liczba

nukl eoty

27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG
1492 Lane 1991
1492R TACGGHTACCTTGTTACGACTT
tufGPF ACGTTGACTGCCCAGGACAC Caamafo
750 Antelo
tufGPR GATACCAGTTACGTCAGTTGTACGGA iin. 2015
rpoBF AGGTCAACTAGTTCAGTATGGAC
600 Xiao i in. 2009
rpoBR AAGAACCATAACCGGCAACTT
recAF TGAGTGATCGTCAGGCAGCCTTAG Kwon i in.
900
recAR CYTBRGATAAGARTACCAWGMACCGC 2009
gyrA4TF CAGTCAGGAAATGCGTACGTCCTT Thorsen i in
1000 '
2011

gyrA1l066R CAAGGTAATGCTCCAGGCATTGCT

IV3.Hodowle w podgoUu pgynnym

IV3.1.Wstfipna i wga Sbaktarginalwo powlga Uu pgynnym
W celu uzyskania hodowl:i wstnpnej (inoku
bakteriami pobranymi z hodowli prowadzonej na podgo Uu bulionowym

agarem. Hodowli prowadzono w kolbie st o Uk preee R4 godz. w warunkach

wy t r z NE20nobrdamin), w temp. 28AC Na s t dopkolejreej, porcji pod g o U

P § y n ndedgwano 1% (v/v) uzyskanego inokulum. Hodowlii w § a S cprowadzono

wkol bie stol&k®gmjwwarzerzkach opisanych powyUej
W zal e Urea@ibia dadhodowliw g a S chidedgwano barwniki azowe,

MP lub syntetyczne pestycydy.
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IV.3.2.P § y n noglowla mieszana zawi er aj Ncadwkoanm: rikiUnych

szczep-w bakteryjnych

W celu otrzymania hodowli wgaSciwej zawier
do podgoUa LB d@dawamnw|l po wswnpnej kaUdego 2z
szczep-w balNaesit ywjthadowd inkubowano w warunkach opisanych
w punkcie IV.3.1.

IV33.Wstfipna i wgdgaSciwa hodowla grzybni w p

Hodowl a wstninpna dusariynb la yadrzygotovdywang wi d w- ¢ h
etapach w celu uzyskania jednolitej zawiesiny grzybni. W pierwszym etapie,pod o Ue L B
zaszczepiano shemygplkammi hodawhkth na poddoUu br :
zestalonym agarem. Hodowln prowadzono przez 24 godz.
(120 obr./min, temp.28ACWdr ugi m et api e, k o LBezpsackepignor cj i1 p
st os UQ¥N(@/\v) uzyskanej wc z e Smodolj i inkubowano w w.w. warunkach.
TakuzyskanN h o d owkoriystywano dopmyijotowania hodowliwg a Sci wy ¢ h .

Hodowln wgaSciwN uzyskiwano poprzez zaszc
hodowl i WwWaklpaeij n pmrzex Wagddz. o temp. 28 A €120 obr./min.

IV34.Pgynna hodowla mieszana zawierajNca kol

PodgoUe LB zsatsas @@ bakteryjnej hodowli ws t i pmaz |
10% (v/v) grzybowej hodowli wst nphekubacjn pr owa dgpda.n o pr z
w temp. 28 A Cprzy 120 obr./min.

IV4.0cena intensywnoSci wzrostu bakterii w

IV41.Wy znaczenie ghst oScOptiomRehcityg ®D) dgdowlian g .
bakteryjnej

Hodowl i bakteryj nlr gtorzicd e 9B ¢ N iomieazahtd) OD
za pomocN czytnika pgytek Mu | t if. ShermoFish&rC  Mi cr
Scientific) prr - zvwyrb20j fru \W\mi& edhoszbr dd wyniku uzyskanego

dal0-kr ot ni e rozcie@®zonego podgjoUa LB.

30



IV4.2.0cena intensywnoSciw vhzordoosml u bpaokdtGeprdiiaie m

stagego

Oznaczenie liczby bakterii obecnych w hodowli prowadzonejwp §y np g thg o U u
wzrostowym zawieraj Ncymzemys @kt y pomibgaawneqgo
zuUyciem szal ek Pet rpoedggodllianawei zestamreNagaremh
Na powierzchni p o d gratbszono1000hodowl i wgdaSci wej rozci e E
jagowN wodN ®esbyl owavmM.mi erni e rozprowadzano
g § a s z Tak lprzygotowanN hodowli inkubowano przez 48 godz. w temp.2 2 AC
Woparciu 0 ot r zy rhd rchkdionii bakt eryjnych wyznaczano gn
bakteryjnych obecnychwwy j Sc hodowkg gy nnej

IV5.Anal i za biosurfaktant - - w
IV5.1.Wst ipna ocena obecnoSci bi pgvunhakt ant -

Akt ywnoSi powi erzchni owN bi osurfaktant -\
zmodyfikowanego testu DCT (Jain i in. 1991). Wtymcelu,10e lp gy nu pohodowl an
uzyskanego po zwirowaniu hodowli p g y n(h0&Q@0 obr./min, 10 min) umieszczano na
polipropylenowej p owi er zc hni [ po godzkiopli e Janker xoma r 8
negat pwall p o aWty wwédlLodpowiedniop o d J o Ua 5SkeBvodoeya z
roztworu dodecylosiarczanu sodu (SDS; f. Chempur).

IV52.Ekstrakcja bi a@s throfdokwvtl antp-gw nnej

A) EkstrakcjacLP

| zol al®iBeii cLP-Ps pr owadzono eksbosakbN¢in HNmodyf i
metodN QUEChERS (Paraszkiewicz i in. 2017). Do ekstrakcji wykorzystywano p § y n
pohodowlany otrzymany po zwirowaniu hodowli (10 000 obr./min, 15 min). Proces
obej mowag s ze Sl seperaamntuwhodovlilorazs5 mL wody destylowane;
umi eszczano W prob- wb¢ it fY dofmEsrénmndodawano
10 mL acetronitrylu (ACN, f. Chempur) i wytrzNsano enemig;i czni e
3Ydoprob- wki dodawano mi:d290MgSOk(fi Sigtna-Aldrichg @5g s ol i
NaCl (f. Poch), 0,5 g CeHsNaO; T 2CH(f. Biomus) i 0,25 g CsHeNa2O; I 1 ..6 H
(f. Biomus)) i ponownie wytrmnNgpnobfmrpezostanini ano na
55odbi erano fazn o dogamalizy;c6fchaN prg-pr aNpdzono kol e

porcjmLACO i powtarzano procedurn ekstrakcij.i
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B) Ekstrakcja RL

W celu ekstrakciji R lizyskany oy awiropvanin dhadowlv | a n y
(10 000 obr./min, 15 min) doprowadzano do pH 3 poprzez dodanie 2N HCI (f. Chempur).
Pr - mkubowano w temp. 4 A Qorzez noc (George i Jayachandran 2013; Bernat i in.
2019). RL ekstrahowano zaf.RochmaciNaschpmiue et 92 pus z
odparowywano pod zmni &iyskanp osgdmozpusz<and & h mle m.
ACN i analizowano MMDIIFTORTORE (Eng.tMatdxhAssisted Laser
Desorption and lonisation i tandem time of flight i desorpcja/jonizacja wspomagana
matrycN | aserowN z tandenoadCias/Ms (amgNiqudz asu pr
Chromatography Tandem Mass Spectrometryi ¢ hr omat ogr afi a ci eczowa
spektromégtri N mas

IV.5.3. Analizabi osurfaktant - w

A) AnalizaclLP
CLP-BcorazcLP-Psanal i zowano L@ M3MS (uLUg cli2uo00 sprznUo
z tandemowym spektrometrem mas Sciex QTRAP 3200, f Agi | ent) wy posalUc

w¥Fr-dgo ESI. Separacjin zwi Nzk-w pCriBe r5dwandhz dn
2,1 mm, wi el koS (f. eherdreenex)k utrzynbywarejny temp. 40 A C
Doseparacij.i zwi Nzk-w stosowano f a&)fimetamotiho mN s |

(B) (f. Sigma-Aldrich), uzupedgnionych 5 mM (f.rBigmawAdach).n e m a me
Stosowana szybkoSi prglemndgy wtiz ansy naorsd Igiainy6 OOy n o S
Gradient rozpuszczalnika rozpoczynano od 40% B, po 0,.5minz wi ikszaj NB do 10
wci Nguminlkt5- ry Dby § utraymgvany praez 85min. Do pocz Nt kowe g ¢
skgadu r ok povacazoaw n ci Nqim. t2 - dgo jon-w spektr
masowego dziagagdo. wDamghbarealdiodawanon z uUycienm
AnalystE v1.5.3 (f. Sciex). W badaniach wykorzystano standardy surfaktyny i ituryny
(f.Sigma-Al dri ch) . Dl a solMoeNaybbmobkzolgtwcgekfaktyny
C15 i C16 monitorowane pary MRMwy n o sfz §080i 391, 1044i 391, 1058i 391 oraz
1072139 1 . DI a sodowych j on -AwC13h €Mp Cibgi-@l6, i t ur yn
monitorowane pary MRM wy n /s 10§1y5/1051, 1065.5/1065, 1079.5/1079 oraz
1093.5/1093.

ObecnoSi fengicyny poMAMDIEORITORS800 (fpSciexy u Uy c i
Mi eszanienn ek,sG r 8kt u rokzki e EcraLometawph) i 0,5 e2L
roztwor u zawimgmld}DNR (@rg.a2,5-tilydroxybenzoic acid i kwas 2,5-
dihydroksybenzoesowy; f. Sigma-Al dr i ch) rozpuszczonego w ACN |
MALDI. Analizy MALDIi TOF/TOF prowadzono w trybie jonizacji dodatniej w zakresie
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m/z900i2000 przy stagej intensywnoSci l asera wyn
intensywnych sygnag-w wybierano do automatyc

intensywnoSci |l asera wynoszNcej 5000.

B) Analiza RL

RLanali zowano wedgug metodin (®milLgn ejr zpyr uelzy
LCIiMSIMS(LC 1200 sprziUonej z tandemowym spektr

4500, f.Agi |l ent ) . Separacjn zwi Nzk-w przeprowadz
GOmm T 4,6 mm, wi elsnp@® PhenomeNex)tugzkmywadej \6 temp.
37AC Do separacji zwiNzk-w stosowanod)ifA@Nfn ruch

BuzupeN®inmol LY mr - wc z anem (f.8igmarAldrich). Stosowana

szybkoSIi przepgymuminly n®zsa sj aa rbaDl0i mip. Gragiemto s i § 2
rozpuszczalnika rozpoczynano od 40 % rBin Zwi nKk
iutrzymuj Nc 9n5a% tBil@mie.zDecoz pocz Nt kowego skgdadu f
powracano w czasie 2min.t r - dgo j oome&t rsipekasowego dzi agac

ujemnym.
IV6.Ocena aktywnoSci przeciwgrzybowe]j bakt e

Akt ywnoSi przbakwgriybowBni anot aypwedsabj Nc ho
culture pr owadzone na wdgedrpkofdarowyEhDokaz dwukomorowych
szalkach Petriego,a t ahkoldeo wl e pp ®wmmne one w. podgoUu LB

IV.6.1. Hodowla typu dual culturen a p o dzgsvaldoym agarem

Na Sr ode k PDAwmigsacZonego w jednokomorowej szalce Petriego
nanoszono fragment grzybast gmwBidéegiovcbok3 tm
grzybni, posiewano punktowo bakterie pobrane z 24-godz. hodowli prowadzonej na
podgoUu bul i onowy m Wkegsatdael no nkyorm targoalrneytm by a gr z
w nieobecnoSci bakteridi

W celu oceny zdol noSci b a k t e preeciwgrzylmowygh rMOGsu k ¢ j i
wykorzystano dwukomorowe szalki Petriego. W jednej komorze szalki umieszczano
podgoUe uni wer sal nwdrugiejkdmarzeawumieszcaag ar pmd go Ue PDA
Na Srodek podgoUa PDA nanoszono fragment gr zy
bakterie posiewano liniowo na ¢ z i Sc i zawioegajUceuynUwgadamne
odni esi eni a gyl prowadzahaw | mi eobecnoSci bakteri.i

Pr-bykubowano ww teinge @124 5 Cdb czasu pokrycia przez
rosnNcN grzybnipowioat zohmiN . WadupdyhaczemaDpala

powierzchni zajmowanego przez grzybnin S t opregoama@maroe
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SketchAndCalcE , a nastninpni e obliczano procent zahai
i nkubowane|j wW obecnoSci bakteri.i w odniesie

(przyjntego za 100%) .

IV.6.2. Hodowla typu dual culture prowadzonaw podgoUu LB

AktywnoSi przeciwgrzybowa w hodowlach pgyn
bi omasy grzybniprocenthy om@dasiya hjoadlowl i kontrolnej,
Strzipki grzybmgyouddpokRostmws @pbBgoacij fOsgr - Uni ov
grzybni suszonowtemp.60AC aU do uzyskania stadgej masy.

IV63.Analiza przepus mgeyal noSci bgon

Do oceny przepusoamz aggleyhoByxd h bomnblbgchoSci
bakteri.i wykorzystano me t iond {2021). pW e ncdlu, pr z e z
1 mL hodowlip § y nmraavano (12 000 obr./min, 10 min). Nast fipni e, pdgyn po
usuwano ido osadu dodawano 1 mL buforu PBS (ang. Phosphate-Buffered Saline,

f. BioShop) o pH 7,4 oraz 2  (vbdnego roztworu jodku propidyny (f. Sigma-Aldrich)

ost i1 U6 hmgunL™. Kolejne etapypr zy g ot o waonbi eaj nporw aii@nsywnel )

mieszanie przez 30s.; 2) inkubacjwi ci emnoSc imin;p3) aeocavanies

(12 000 obr./min; 10 min); oraz 4) u s u n isaperhatantu i dodanie 1 mL PBS do osadu.

Po dwukrotnym przemyciu osadu roztworem PBS, do p r - Hogawano 1 mL PBS.

Takpr zy got owa mrieszgzone lwiistudzience 24-d o § lejopwgky titracyjnej

i prowadzono pomiar fluorescencji na spektrofotometrze SPECORD 200, st os uj Nc
dgugoSi fali wzbudzenia r-wnN @36 Weyskane d §ugo !
wyniki odnoszono do fluorescencji supernatantu ot r zymanego po zZWwirowa
badanej (12 000 obr./min, 10 min). Biomasa grzybni obecnaw pr blyig@a nast idpni
filtrowana, suszonad o0 s t a Jie j w andsyskane wyniki w y r amdw jednostkach

fluorescencji (U) na miligram suchej biomasy przedstawianow pr ocent ac h, przy

za 100% wynik uzyskanydlau k adu kontr ol nego.

IV.64.0znaczanie zawartoSci fosfolipid-w kom:

Do 100 mg mokr ej bi omasy uzyskanej] z hodowl
wpodgoUu LB dodawano kul ki szklane (o Srednic
tert-butylowo-me t yl owego ( f . Poch) [ met anol u (f. Po

pr-bnAn umieszczano w mgynie kulowym MM400 (f.
30 dr grzeéBmin.Po przeprowadzonej jednoczeSnie de

ekstrakcji fosfollH®i d- wrdddamwd rGwanm przez pr
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przez 3 min. NastfiApnie g-rnN warstwi przenosz
rozpuszczano w 1 mL metanolu (f. Sigma-Al dr i ¢ h) [ anal iTM8MS&no tec

przy uUyciu LC Agilent 1200 sprzinUonego z ta

QTRAP 4500. Do analizy stosowano kolumnn Kine
czNsteczek: 5 em) oraz ndaldstA®,uj MNrcied kwoaSiu ngkri z e p
ruchomej mh@b0 tael dgo jon-w spektrometru mas oW
ujemnym.

IV.6.5. Ocenaki e g k oazwaamiodni k- w

W celu uzyskani a z a fwisagiam p g wi zearrzocchmii kn- wh o d
grzybowej (prowadzonej na  p o dbizeckkowym zestalonym agarem) zmywano
jagowdNdN destyl owanN za\wive Teegn@ Nf. KoBh-Lilet 5 %
Laboratories). Uz yskanN zawprzsjiandiowesNNc zsoznkol anN w cel u
strzipek Zagodnikiylitzonb st osuj NcThémamorwly znaczano zawal
zarodni kmbpr why

WeceluokreSl eni a wp § Bacillus inPseudomandsinta- Wi ek owan i
z ar o d nsupkrnatant otrzymany po zwirowaniu (10 000 obr./min, 15 min) 72-godz.
hodowli bakteryjnejd o d at k o w @ preelrnembranowy filtr strzykawkowy ( Sr edni c a
por 0,20 m f. Bionovo). Do tak przygotowanego supernatantu dodawano wo d n N
zawiesiniz ar odniok -we zeSni ej u&bal pset&g s ugj fiNsct opSrcoip o r ¢ |
(v/v). Pr - bn i 48kgadh w weaunkach ptatyzzeyzh w temp. 22-24 A C

Mor fol ogin zarodni k- w i strznpek obser wo
Swi et |lhzeygsok ane wyni ki wyraUano jako intensyw
iodnoszono do liczby zarodni k., kt -orbNcmiyzhg ovt opw.
mi eszaj Nc wodnN zawi esi nii(lia/v)ddon ipko-mv az up addjguogld
strznpek sprograntowania SketchAndCalcE .

IV.7. EKstrakcjaianalizaher bi cyd: - w

Herbicydy 2,4-D i MET ekstrahowano met odN QuEChERS, a na
anal i zowan &Ci M¥MShzgodrikeN: metodami opisanymi odpowiednio przez
Nykiel-Szy ma EmK2017) or aimn. (20225 i Es k N

Pr-bn hodowl i pr owhebrynhimogeninowanc dwok®imie
z kulkami szklanymi (0 Sr e gamm)w mJyni e kul oRemsMM3 0Bt Ofs.uj
warunki wysdrzds &@nd mpnrNzaez i potrzgnamyjchhomogenat - w
dodawano 10 mL ACN oraz sole (2 g MgSQs; 0,59 NaCl; 0,5g CeHsNaO- | 2CH

i 0,25 g CsHsNaz07 | 1 .® ipkdwadzonoe k s t r e tc QIIRChERS. Do dalszej
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analizy wykorzystywano uzyskany w wyniku zwirowania supernatant (10 000 obr./min,
10 min).

Herbicydy anal i zowano pr z ¢lRLC Agilenty 1200 {fyAgilent)
i spektrometru mas 3200 Q-TRAP (f. Sciex). Ek st r akt r wmieszamifiEEwod@dyn o
i metanolu (80:20, viv). Separ acj i prowddadzokna kolumnie Kinetex C18
50mm 1 2.1 mm, wi el kem) [f. Phenani¢sex) e uirzymywine;
wtemp.37AC Do separacj.i zwi Nzk-w stosowano f az
zwody (A) imetanolu(B) uzupegniSmNMy cnir - wc z a n e.mStosowaoan u
szybkoSi pr ze B@)yewnintvbyadiensrozguazczalnika rozpoczynano od
20%B,ipolminzwi fkszaWdwdai N\ignu 2 nastfiApnie utrzymy
25min.Do poczNtkowego skgadu r oezpsie8 mic Paldzasi ka p o\
analizy 24-D ¥r - dgon-w spektrometru mas o wjengiym, dzi aga
natomiast w przypadku MET i w trybie dodatnim. Pary MRM dla 2,4-D wy nongi gy
219.9-160.9 i220.9-16 2. 9, nat omi ast ndzl284.0MBZ2 i @840B si Jy
176.3.

IV8.Dekol oryzacja barwni k-w azowych

Wg a SciodoNii hgy nporlbwadzonN B zpdodatkiesnUbarwnika
azowego odwirowywano (10 000 obr./min, 10 min). Nast nfpni e mMms$erkanoj ra
supernatantu za po mASPECORDP2OKS tr s mjd oneit e dini N d|
poszczeg- | ny dhiy ulgaiSenmKABLL3); 598 nm (RB5); 529 nm (AMR);
493 nm (RO16); 482 nm (SY).

Poziom dekoloryzacji (D [%]), wyznaczanowe d Jug nast fipuj Ncego wz

o)

$Pp ,pgdzie:

A absorbancjapr -;by
B i absorbancja supernatantu hodowli bakteryjnej bez dodatku barwnika (kontrola

biotyczna);
Ciabsorbancja podgoUa z dodatkiem barwnika (kor
Diabsorbancja podgoUa
IV.9.Ak t y wnazoBdduktazy (AzoR)
Akt ywnoSi AzoR byga oznaczana metiindN opi s

(1982) z uUyci em | alB5. W pidrestym @tapie, 1oma hodowli k a

p gy nwir@vano (10 000 obr./min, 10 min)po czym pgdgyn pwodnoido wl any
osadu dodawano k u | K i szkl ane (ituforSasferahawy o yH r - wmi®,pm
(przygot owany #RO,0lHykHPOM f.Rodh). Tak przygotowanN g
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poddawano dezintegracinamgdy ni e kautl oswyjmNo war urrkdr gvay@E/rsz Ns &
przez4min)ya nastfipnie wirowano stosuj Nc warunki u
Do 2 0 Quzyskdnego supernatantu dodawano mieszaninfi reakcyjnN , kt -ra

z awi er aglhbuforud4o8f@anowego oraz 200 ¢ Lroztworu barwnika RB5 (125 ¢ M).

Pr - bn i nkprdep wrmaim Nast npni e dodaw206oLwddoegopr - by
roztworu NADH (ang. Nicotinamide Adenine Dinucleotide Hydrogen 1 forma
zredukowana dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego; f. Sigma-Aldrich) o st nUeni u
10 mg mL™ i monitorowano proces odbarwianiap r zy d § us§7onf w czasfe & iin,

st o s spgeKitafotometr FL UOst ar E (fGM@ bahtech). Wy znaczonN zmi

wart @a®sior bancj i uUy waankot ydvm o 8b | i cAzerRi,a wg . na
WZzoru:
y o 0o .
5 T,gdme.

@Abisr - Uni ca aWwezasie bvgznaczona w 0 i 120 sekundzie pomiaru);
Veai obj it oSi poradpwita

U = 39%mh M

Veiobjisafbrnatantml);w pr-bie

pticzas pomindzmnpomi ar ami

Jednost ka (V) AzoR by ga definiowana j ako
zredukowania 1 emol barwnika RB5 w czasie 1 min.

St nUeni ewbipa gobriaczano z godni e z protokogem ze
(ang. Bicinchoninic acid 1 kwas bicyncholinowy) Protein Assay Kit (f. Thermo

ScientificE Pierce). Akt ywno Si Az v/ wngr o0 agk a .
IV.10. Techniki mikroskopowe

Analizy mikroskopowe pr owa d z o n omisk ros sk dNg(Nikow Ectipsd n
50i z k ame r {§i3 WazkzoaprogiarBowaniem NIS-Elements D 5.11.01).
Obserwacje pr owanikkawome preparatg pj Ny Uy oraz preparaty
utrwalone, wybarwione roztworem fioletu krystalicznego u Uy wa ndg rbarwienia
drobnoustr ojGrama (mMet,ddMN roztw-r fioletu krystal
rozcie@®zony do stnUenia 0,8% (v/v) przy uUyc
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IV.11.Ocena wpdryounoustroj -w na ki egkowani e

siewekog-rka siewnego

Nasiona o g - rskewnego (Cucumis sativus L.; odmiana o g - rSerke ms Kk i F1
f. Legutko) umieszczano w 5% wodnym roztworze NaClO (f. Warchem). Po 5 min
i nkubaciji w temp. pokoj owe|j nasi onawuweluel okr ot
dok adunseugnoi nci daNa@r@®ygotowane nasiona uUywana
WzaleUnoSci od celu badania wstfipnie przygot
wwodnejz awi esinie kom-rek wyblulwwodze, sacrnaptunpmik

umi eszczano na powierzchni podgoUa MP, na wil

A) Ocenawzrostu siewekna podgoUu MS

Napowi er zc hniMB umpiesztipeefgbaw szalce Petriego nanoszono
10 sztuk nasion (wd w- ¢ h r z Apdiafsdtuk). pPla s t f, paktere pobrane z 24-
godz. hodowl i p r o waduichevgne restalomym pgardny pokiewano
liniowo tak, abyk aUde nasiono bygJgo w r -Rnepnotdhkgho®an
w ciemnoSci p rteme.22-2 A Cg @ d n a wwaiunkadh eozproszonego
Swi stgdpa e c prze29 godz.

Oddzielone o d  § &Gouzgnig suszonodo st ag®pl masgno Sredni N
korzenijednejsiewki,a nastfipnie uzyskane wyni ki por - wnyyv
(przyjnantym za 100%), w kt-rych nasieonbhekn®Bciin
bakterii.

B) Ocena wzrostu siewek na wilgotnej bibule
24-godz. przesi ewowN hodowl A b a k(10®00whr.mM, o dwi r
15 min). Supernatant usuwano, a do osadu kom- 1j @k owddddia wa n o
destyl owanN wstahpwt l6ejobpdfoa®daini it ego pyy

pohodowlanego. W tak przygotowanej zawiesinie inkubowano nasi ona pae- r k a

15 min w temp. 22-24 A Cw warunkach statycznych. Nast@mpnhb@ zawieraj N
nasiona oraz zawumbeshcbakdengjivi Mowejj |jagow
destyl dnikwaa,nuﬁdlieszczonejwszalce Petriego. Pr - bin i nkubowano w ci

przez 24 godz. wtemp. 22-24AC a n a svtwargnkacherozproszonego Swi at § a
s gonecprzee9% godz.

Oddzielone od godyg korzenie suszono do st

korzeni jednej si ewki a nastnpnie uzyskane wy
(przyjntym za 100 %) , w Kkt -rych nasi ona by g
wni eobecnoSci bakteri.i

38



C) Ocenaki e g k camasion i wzrostu siewek w glebie
WstApni e przygot owane nasiona o0g-rka i Nkt
(przygot owane|] zgodnB enizni @p is  eyypozez 23oddddiz i a § u
wwar unkach w$90tobr.mipsvatemp.22 ACR- wnol egl e prkziyagdot owa
kontrony, w Kkt -rym nasiona inkubonNasotfnwgaiweeshadno

bakterii usuwano, a nasiona umieszczano na suchej j a g o we | filtdadyjhep | e

umieszczonej w szalce Petriego. I nkubacj nwprcowagrzed digodz.
w temp. 22-24 A C
Glebfi(zawi eacbdj Norf wysoki, kompost, wiiglan

rogowa; war t o S1 -7p0Hf. CBmp6b Bio) umieszczano w doniczkach. Do gleby
dodawano wodfi destylowanN lub wo d n Kawiesini z ar o d n iFlksariam
(przygotowanN wg metody opisanej w punkcie IV.6.5) w takiejo b j i taobSyc is,t anowi §a
ona 1% obj fpkehy.Sddst fpdoi egl eby wprowadzonm hasio
ggnbokoSi . WkaU®Rynmmukgadzi e b apoabnOy m azsniaolna zoyg: rs

siewnego( szeSi powt -rze® po 10 nasion)

Pr -by i nkubowalg® gode. wptenmp.e 22-24 A C w warunkach
rozproszonego Swi at §a s gN\bansetcfizpnnei geo, oddzielone od gody
do stagej masy . Obliczano Sredni N masfi korze
wyni ki por-wnywano z ukgadem kontrolnym (przyj
inkubowanew gl ebi e w nieobecnoSci drobnoustroj - -w

IV.12. Analiza statystyczna

Wszystkieu k § a d y przygbtawywano w conajmniejt r zech powt - r zen
Uzyskane wyniki przedstawian o j ako wart oScano S6eddnéeei odbhy
standardowe. Kor el acjnedowo@azynpi kowN analizn war i
przeprowadzono przy u @l Wicrosoft Cerpocation)s.o f R - (Enxicced Ep r(
wa r t p<$00b uznawano za istotne statystycznie. R- Uni ce st atystyczne n

oznaczanosy mbol em gwi azdki ( &fabethuebc imBskyimdgd.i t er am
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V. Wyniki

Vi.Charakterystyka profilu produkcji cykl ic

Bacillus i Pseudomonas

W pierwszej ¢ z i Sci  sbtharakier§zowano 80 ryzosferowych szczep- w
bakteryjnych (77 s z ¢ z eRncillws oraz trzy szczepy Pseudomonas)pod k Nt em pr of
produkowanych przez nie bi osur f a kiabala t5). wWs t fip naiket y wno S1i
powi erzchni owN biosurfakt ai51)wW eelo &aolacjiochFo met o ¢
st os owa n o ekstraktjicQUIEEChERS (IV.5.2A). Anal RLzpir owadzono met oo
opi s przeNBernataiin. (2019) (IV.5.2B). Uz y s k a n g analizowamo technikami
LCi MS/MS oraz MALDIi TOF/TOF (1V.5.3).

SpoSr77szczeRaciwswybranych do niqapripgjzftchctbaz
100%) 40s z c z eBneillus (51,9%) produkuje surfakt@yctima i1tury
5. Zdol noSi do produkcj i wykakue @20 saia £ eBatilysn y | i
(26,0%), przy czym p i fzinich produkuje s ur f a lna lardZo niskim poziomie
(<1mgL?).Dzi e wizitiz eBncillus (11,7%) produkujet y | ko i t urjgdenii, 2z ¢ z
z nich na bardzo niskim poziomie (< 2 mg L'%). P i $4dczep- wBacillus (6,5%) produkuje
tyl ko surf akttygy A nich na bamz gnskin poziomie (<1 mglL?).

Dwa szczepy Bacillus (2,6%) nie p r o d u &nusgurfdktyny ani ituryny ani fengicyny.
Jeden szczep (Kol L2; 1,3%) produkujet y | k o s ufrd rmdit ggynmn i

WSr i dol at - wrobzajkRseudomaonaszvybranod o b gedlen €&czep
pr odukfug INicpyeASK ¥0njie den sz czepwips loaaiak awpsi¢3y
hydroksyalkanoyloksy)alkanowy (HAA) b i d Npeekursoremb i osur f akt ant - w z ¢
(ASK68) or az j eden szczep p ICo (Zak3) j(Tabeya 6mi | ki sy

Nie stwierdzono produkcji RL przez analizowane szczepy z rodzaju Pseudomonas.
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Tabela 5.

A) wyizolowane zpr - b

Produkcja bi osur faktant - w przez
p o ¢ h o Komibyc B) wylizolawvane z

z Kaszubskiego Parku Narodowego;

Bacilus:o s f er o v
pr-b pochodzNc

C)wyizolowane z pr - b pochodzNcy

zeSkgadowi ska Odpad-w Ni ebezpDeavgkarzystandh wew Zgi e
wczeSniej 0 p upbakaickk & WM& i B c. hKberem zielonym oznaczono
nadprodulsmgLt)sur faktyny | ub i fdengcpgny. | ub produk

*Wyniki DCT dI a
(kontrol a

p o(kbrifrold)reegatyvBia) oraz wodnego 5% roztworu SDS
pozytywn a)3omyanms Odghylenie dtgndavdowe dlila i o

wynkuDCTukdad-w badanych to 1,5 mm
A)

DCT cLP .

Lp. Szczep [mm]* Surfaktyna lturyna Fengicyna
[mg L] [mg L] [+/]

1. Kol B1 8,0 109,2 N14,3 258,3 N39,0 -
2. Kol B2 8,0 94,8 N16,5 289,7 N43,8 E
3. Kol B3 8,0 29,3N4,4 65,8 N9,9 +
4. Kol B6 8,0 56,2 N 8,5 224,2 N33,9 +
5. Kol B8 8,0 65,6 N9,9 252,8 N 38,2 e
6. Kol B9 9,0 39,5N6,0 205,1 N31,0 +
7. Kol D2 8,0 75,5 N11,4 176,3 N 26,6 +
8. Kol D3 9,0 71,3N10,8 172,5 N 26,0 +
9. Kol D4 9,0 88,7 N10,1 190,2 N 28,8 +
10. Kol D5 7,0 85,7 N12,9 161,5 N24,4 e
11. Kol D7 4,0 0,0 N0,0 6,8N1,1 -
12. Kol D8 9,5 92,4 N13,9 236,0 N 35,7 +
13. Kol D9 9,5 84,8 N13,8 217,7 N32,9 +
14. Kol D10 3,0 0,0 N0,0 0,0 N0,0 -
15. KollL1l 8,0 46,6 N7,0 133,3 N 20,2 +
16. Kol L2 5,0 18,0 N2,7 0,0 N0,0 +
17. Kol L3 8,0 49,0N7,4 181,1 N 27,4 +
18. Kol L4 8,5 30,0 N4,5 156,1 N 23,6 +
19. Kol L5 5,0 8,5N0,0 18,6 N2,8 +
20. Kol L6 8,5 31,4 N4,7 175,3 N 26,5 -
21. KollL8 8,0 15,2 N2,3 46,9 N7,0 +
22. Kol S1 8,0 59,6 N9,0 362,3 N54,8 +
23. Kol S2 7.5 59,3N6,9 359,8 N54,1 +
24, Kol S3 10,0 10,2 N0,9 51,2 N7,1 +
25. Kol S5 6,0 25,2N3,8 0,0 N0,0 -
26. Kol S7 8,0 29,4 N3,9 230,8 N34,9 +
27. Kol S8 9,5 32,2N4,1 169,3 N 25,6 +
28. Kol S9 8,0 24,1 N3,6 243,8 N 36,8 +
29. Kol S10 4,0 0,0 N0,0 25,9N3,9 -
30. Kol S11 8,5 45,7 N6,9 517,1 N78,2 +
31. Kol Si1 3,0 0,8N0,2 0,0N0,0 -
32. Kol Si3 8,0 38,3N5,7 264,7 N40,0 +
33. Kol Si4 8,0 36,8 N5,5 420,1 N63,5 +
34. Kol Si5 8,0 39,1 N5,9 94,9 N14,3 +
35. Kol Si6 8,0 22,7 N3,4 379,3N57,3 -
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B)

DCT cLP
Lp. Szczep [mm]* Surfaktyna lturyna Fengicyna
[mg LY [mg LY [+/]
1. KAS 1.1 5,0 0,0 NO,0 34,5N5,2 -
2. KAS 1.2 6,0 24,7 N3,7 12,8N1,4 -
3. KAS 1.3 11,0 22,8 N34 105,6 N 15,7 -
4. KAS 1.4 4,0 0,0 N0,0 6,8 N0,9 -
5. KAS 1.5 6,5 31,4 N4,7 29,9 N4,5 -
6. KAS 1.6 6,0 0,9 N0,3 10,1 N1,5 -
7. KAS 1.7 11,0 21,6 N3,2 185,2 N 28,0 +
8. KAS 1.8 4,0 0,0 N0,0 5,4 N0,8 -
0. KAS 1.9 5,0 0,0 N0,0 13,8 N2,0 -
10. KAS 1.10 5,0 0,0 N0,0 22,7 N3,4 -
11. KAS 1.11 6,5 84,0 N9,9 58,9 N8,9 -
12. KAS 2.1 8,0 13,7 N2,8 58,3 N8,8 -
13. KAS 2.2 9,0 52,7 N7,9 241,7 N 36,5 -
14, KAS 2.3 6,0 74,1 N11,0 41,5 N6,2 -
15. KAS 2.4 10,0 35,3N5,3 267,4 N40,3 +
16. KAS 2.5 10,0 41,1 N6,2 29,1 N4,4 4
17. KAS 2.6 10,0 30,6 N4,6 24,8 N3,7 -
18. KAS 2.7 4,0 0,0 N0,0 0,0 N0,0 -
19. KAS 2.8 6,0 42,8 N6,4 71,0 N 10,7 -
20. KAS 2.9 5,5 0,9N0,5 5,4 N0,6 -
21. KAS 2.10 6,0 13,5N2,5 45,1 N6,8 -
22. KAS 3.1 5,0 0,0 N0,0 1,7 N0,5 -
23. KAS 3.2 6,5 11,9 N2,0 48,1 N7,2 -
24. KAS 3.3 8,0 50,4 N7,6 291,7 N44,1 +
25. KAS 4.1 5,0 0,9N0,4 13,1 N2,0 -
26. KAS 4.2 5,0 0,0 N0,0 8,9N1,0 -
27. KAS 4.3 5,0 0,2 N0,1 2,0N0,7 -
28. KAS 4.4 8,0 44,4 N 6,7 10,9 N1,1 +
29. KAS 4.5 4,0 0,3N0,1 1,9 N0,9 -
30. KAS 4.6 9,0 19,1 N2,8 48,5 N7,3 +
C)
DCT cLp
Lp. Szczep [mm]* Surfaktyna Ituryna Fengicyna
[mg L] [mg LY [+/-]

1. Zg1.3 8,5 65,0 N6,5 130,1 N15,6 +
2. Zg 1.4 8,0 15,9 N3,3 458 N4,9 +
3. 79 3.7 8,5 11,2 N3,2 32,7N4,9 +
4. 79 3.8 8,5 20,9N2,9 0,0N0,0 -
5. 297.6 75 79N1,2 17,9N2,7 -
6. 79 8.6 9,0 12,1 N1,8 36,4 N5,5 +
7. 79 8.8 8,0 4,9N0,9 24,7 N3,7 +
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D)

DCT cLP
Lp. Szczep [mm]* Surfaktyna Ituryna Fengicyna
[mg L] [mg L] [+/]
1. DSM 3257 4,0 0,7 N0,4 0,0 N0,0 -
2. IM 8 4,0 0,5N0,3 0,0 N0,0 -
3. IM 13 8,0 65,5 N9,9 142,4 N21,5 +
4. IM 14 7,0 19,6 N 2,9 7,2N1,2 .
5. | -Ba 7.5 8,32 N2,3 52,0N7,8 +

Tabela 6. Biosurfaktanty produkowane przez ryzosferowe szczepy Pseudomonas.
*WynkiDCT dla podgoUa LB (kont r ob%roztwerg 3DSy wna)
(kontrola pozytywna) wynosOdghylen® dtgndavdowedlai o 3 o
wyni ku ukgad-w badanych DCT to 1,5 mm

DCT )
Lp. Szczep [mm]* Biosurfaktnat

1. ASK 10 7,0 folipeptyna
2. ASK 68 7,0 wiskozyna oraz HAA
3. Zg93 75 milkisyna C

Na podstawie uzyskanych wpab6kybdinyck daowi er dzo
analizy 77 ryzosferowych szczep- wBacillus 62 szczepy (80,5%) zdolne s Ndo
wydzielania d w- cht t mbch bi o souwudbvaekclLRBtt(Ryevna 5). W puli
szczep-w znalazgo sin teU kilka szczep-w proc

Bacilusl ub teU nie chRwealeuk uj Ncych

Szczepy
produkuj i Szczepy
surfaktyne produkuj ¢

6% surfaktyne i
fengicyne

- 3%

Szczepy nie
produkuj

1% '

Szczepy
produkuj i
ituryne
12% Szczepy

Szczepy

_ produkujagce
produkuj s surfaktyn

surfaktyn fengicyne
26% 5204
Rycina5. Procent owy podBdcug(bédtlzgphwmodel ami bad
W niniejszej pracy) z e wz gl n drofii produkcji cLP-Bc. Cagkowita I i
anali zowanycgh pszyzeap -aw na Jil P@atowano na podstawie
wyni k-w pr zed ddbaivei Bmygmrd pwod wuwagn produkcjn

0 mg L™
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V2.Charakterystyk @&acillug d zPsqudomonas pod kNt em

aktywnoSci przeciwgrzybowej Jvoshreum wybr anyc
Po przeprowadzeniu charakterystyki szczep-
bi osur f adokomanotocewy a kt y wno Sci p r zweychirwagnryzcyhb oswzecjz e p

bakteryjnych wobec dw- ch szczep Fwambuciumn i 8625 draz

F. culmorum DSM 1094. W tym celu wykorzystano hodowle typu dual culturen a p o d § o Uu
zestalonym agarem (umieszczonym w jednokomorowych lub dwukomorowych szalkach

Petriego; IV.6.1) or az w podly8&Wwe@jynnym

V21.Hodowle na podgdgoUu stagdgym
A. Akt ywnoSi pr z e bakterj wabgchosanabucinum IM 6525

Oceniono aktywn oSi75hakterymych sweger zzeypb-omv Nt y Zz o s f er
w tym 72 nal eUNBaciub i trdech do mdzajia Pseudomonas), kt - r e
wc z e Sni e jmodelame battawayymiw pracach K MP i B(Tab&a 5A,B,C; Tabela
6). Wt ym celu wykorzystano hodowl e na poddg
w jednokomorowych szalkach Petriego (IV.6.1). W badaniach zastosowano szczep
F.sambucinum| M 6525, wybr any n awsptondpsmgakwa zeu j wNycnyi ckh- wn
jego wysokN opornoSiBaciivs. dzi agani e bakteri.i

N a podst awi e uzyskanych vayalizowanewszczegywi er d z «
bakterynec har akteryzuj N sif zr - Uni cowa(RyNinadkt ywno$S
Ni ekt -re szcze pywasmaestgzym b 6525, podczas gdy innemi a gy
jedynie ni ewi el kia wpdzyw- j. Najf wylge®RnozSI do ograni
wzrostupowy Us zej(oakrd@) bnhwi er dzono 8dciliussp.zKolBZ p - w
Bacillus sp. Kol B9, Bacillus sp. Kol D3 oraz Bacillus sp. Kol D 8 , nat omi ast na,j
(0%) dla s z ¢ z e Bacilus sp. Zg 3.8, Bacillus sp. Zg 7.6 oraz Pseudomonas sp.
Zg 9.3. Stwierdzonos §ab N uj e mnRN40kmrr&ed acminar(kowanN uj emn !
(-0,52) p o mi fnwy g okmMNo d uddpojiddnio surfaktyny i ituryny przez szczepy
Bacillus,ai nt ensywnoSci N. wzrostu grzybni

w przypadku 22 uk jzaadwinwe r hjaN@ay g Babilus akt er i
zaobserwowano intensywny, dendrytyczny wzrost populacji bakteryjnej w kierunku
macierzystej kolonii bakteryjnej. Pr oces ten skutecznie uniemodUl i
powierzchni podgo QRycing 17)z dmalizas rhikroskbpgowai grzybni
brzegowej pozwol i a zaobser wowal ppoawiydremgamnie starkz
Stwierdzono r - wn i (kelp, o wy U2 szczepy bakteryine, char akteryzuj N
statystycznie wy Us z N akt ywno Sci N(p<00%erd iOvgtrek y bowslh ni

obserwowano kol oni zacj i streasdbpR&r -gwnzuyj bNci ulzM skane
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zdanymi dotyczNcymi puryayd(Telkela p)iprzez baddna dedzgpy v i
zauwaUo nbakterielDedl a kt-rych odnotowano zdolnoSi
grzybnil M 6525 cznSciej produkuj N mgtborryanzi cw fi 9 coi Secj
wykazujN zdolnoSi do produkciji f edngtowanony ni U
obecnoSci tego zjawiska.
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1K ONEI O] 21/

Kol B1 =
Kol B2 =

Kol B3 =
Kol B6 =
Kol B8 =
Kol B9 =

Kol D2 =
Kol D3 —

Kol D4
Kol D5
Kol D7
Kol D8 —
Kol D9

Kol D10

Kol L1
Kol L2
Kol L3
Kol L4
Kol L5
Kol L6
Kol L8
Kol S1
Kol S2
Kol S3
Kol S5
Kol S7
Kol S8

0 20 40
I ntensywnos$¢

Nazwa szczepu bakteryjnego

BASRa SRR ARalE

Rycina 6.1 nt ensywnoSi

80

Kol S9 =

1K OINTI O 1/

Kontrolo 1

KAS 2.9 | |
Kol S10 KAS 2.10
Kol S11 :
Kol Si1 y KAS 3.1 | |
Kol Si3 — KAS 3.2 =
Kol Si4 —
. | — |
Kol Si5 = KAS 3.3
S Kol Si6 N o KAS 4.1 =
© KAS1.1 Q KAS4.2 —
% KAg 1.: ! % KAS 4.3 =
L KAS1. : 3]
§ KAS 1.4 | § KAS 4.4
- KAS15 " 5 KAS45 =
| S KAS16 T KAS 4.6 =3
N KAS17 | S
(& o Za 1.3 ——
O KAS 18 | o g
S KAS 19 | g Zgl4 =
N KAS 1.10 | N Zg37 =
Z KAS 1.11 Z 7g38 =
KAS 2.1
KAS 2.2 2976 —
KAS 2.3 | 29 8.6 =
KAS 2.4 — Zg 8.8 =
KAS 2.5 ! Z299.3 =
KAS 2.6 — SK10
KAS 2.7 — ASK1 =
KAS 2.8 | ASKG68 —
100 0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
WZro I ntensywnos$¢é wzr i I ntensywnos¢ wzr

w E.sambucioum ¢vr 6535bhndowanej n a

podgdoUu sotbaegcynno S c i

b a KBac#lus ilub

Pseudomonas (hodowle typu dual culture) przez 120 godz. Kolorem czarnym oznaczono i nt e n s ywarostuSgtzybni kontrolnej hodowanej

wnieobecnoSpi z Wjmka%. Kalorem szarym oznaczono szczepy bakterii zdolne do kolonizacjis t r z.fi p e k
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A) B)

Rycina 7. Hodowla typu dual culture grzybni F. sambucinum IM 6525 oraz bakterii
Bacillussp. KolB9 pr owadzona na pod greed 120 gotza igkyhbacji. P D A
A) ocena makroskopowa; oraz B) obraz mikroskopowy preparatu barwionego fioletem
krystalicznymz awi er aj Ncego grzybnifn brzegowN

B. Ak t y wnpoz&diwgrzybowa bakterii wobec F. culmorum DSM 1094

Oceniono aktyWwnpiSzeci wgr2gbosiNc zBguilusy ( kt - r e
wpoprzednim etapie wykazagy o»rdybrl)wab&bzczépy kol oni
F. culmorum DSM 1094. W tym celu ponownie wykorzystano hodowle typu dual culture
na podgo Wmiesscroayinwijednokomorowych szalkach Petriego (1V.6.1).

Nie stwierdzono kolonizacji s t r ek fiFpcumorum DSM 1094 przez badane
bakterie (Rycina 8). Naj wy UszN aktywnoSi przeciwgrzybowhN
wzrostu grzybni) wyznaczono dla szczepu Bacillussp. KolB 2, kt -ry r- wn
wpoprzednim etapie bada® wykazywad wysokN sku

najni UszN aktywnoSi (16, 4% zahamo wBadllussspwzr ost
KolS9, charakteryzuj Ncy sifi najwifnkszN r-0OnicN
grzybni Fusarium. Nie zaobserwowanoe wsaOtnwobBcir: - gntk

F. sambucinum IM 6525 i F. culmorum DSM 1094 wo b e ¢ badanych 22 sz«

Bacillus.
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Kol B1
Kol B2 =
Kol B6 1
Kol B9 1
Kol D2 =
S, KolD3 =5
2 Kol D8 ==
? Kol L1 =S
£ KollL3 =y
8 Kols3 =
3 Kols7 =
g Kol S8 =
N Kol S9
c Kol Si3
E Kol Si4 ——
cz5 Kol Si5 A
Kol Si6 =
KAS 2.4 ——
KAS 2.7 ——
KAS 4.2 ]
KAS 4.4 I
Z9 3.7 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
I ntensywnos$¢é wzrostu grzybr
Rycina 8. I ntensywnoSi w z F. oudmorum [BSMZAG94 rhodowanej

napodgstagwnmbecnoSci b aBatiles (hodowle typu dudl zudtyre)
przez 72godz.Za 100 % p nt ejn s ywarostu §rizybni kontrolnej hodowane;

wnieobecnoSci bakteri.i

N a podstawi e zr -Uni cowaolPchr aproéakt ywnp=BSo
przeciwgrzybowej wobec F.sambucinum IM 6525 oraz F.culmorum DSM 1094
zawnUono puln badanych pwezcazzenpdw baksewy.yghnypah
Grupa ta objnga:
1 14 szcBaifuspvr odukuj Ncych surfaktKolrBd,, it ur )
Kol B3, Kol B9, Kol D3, Kol D4, Kol D8, Kol S1, Kol S2, Kol S8, Kol L8,
Kol Si4, Zg 1.3, KAS 2.4, KAS 2.5);

T pi sdczep- wBacilluspr oduychig Ncf akt y n Kol B1, KotLG,r y n i (
Kol Si6, KAS 2.2, Zg 7.6);

f jeden szczep Bacillus pr odukuj Ncy iturynn oraz barc
surfaktyny (< 1 mg L%, szczep KAS 4.1);
dwaszczepy produkujKelS20otayKAR D10k t ur ynn (
jedenszczepBaciluspr odukuj Ncy t KoI8%) surfaktynn (
jedenszczepBaciluspr odukuj Ncy surf HKkRynn i fengi c
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9 oraz trzy szczepy z rodzaju Pseudomonas 1 ASK 10, ASK 68 oraz Zg 9.3,
produkuj Nce kolejno folipeptyni, wiskozy.l
WSr - d wybranych s zKokBa, Kol B2, KobBd,iKel D3, Kol D8
Kol S8, Kol Si4, Kol Si 6, KAS 2. 4) wy k kolprizgwania zpowietzehmi S | do
st r z k. sanbucinum IM 6525.
Dodatkowo d o dal szych bada@& wy Bacilusnsiosopanycth szcze
wwczeSni prazwach KMPi B UG:
f B.subtilis DSM3257i produkuj Ncy tyl ko surfaktynn
(<1mgL?) ( P g aim 2015; Bernat i in. 2016);
! Bacilussp. M8 (wczeSniej opisywaodukajkNc KPBY |
surfaktynin na (Rlmgdt)thPp aiz B0AShi e
f Bacillus sp. I'-1a, B. subtilis IM 13 oraz B.subtilis IM14 pr odukuj Nc ¢
wszystkie trzy cLP-Bc (P § aidna 2015; Bernatiin. 2016;

Paraszkiewicz i in. 2017; Paraszkiewicz i in. 2018).
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C. Akt ywnoSi przeciwgrzybowa bakteryj-mnmych V
F. culmorum DSM 1094 oraz F. sambucinum IM 6525

W poprzednich etapach pracy g § - w ncgymnikami h a mu j Nrcoyzamw - | grzybn
bygy met abol ity bakteryjne wydziel ane do p
UOavakt ywnoSi przeciwgrzybowN bakedjpe VOCswibyte U z aan
zbadal , zastosowano dwukomor owe szal ki Petr
metabolit-w twakp @dgolak wezlrpoosztwoawyam Nc j ednoc z e ¢
wp § Y@Cs na wzrost grzybni F. culmorum DSM 1094 oraz F. sambucinum IM 6525.

W badaniach wykorzystano szczepy bakteryjne wy t y powa ne poprzedkig Ec u
sekcjitegoppodr oz (W2ilB).guOceni ano aktywnoSIi przeci wgr
VOCs napodstawiei nt en sy wn o §\.6.1) impriologs draybni powierzchniowej

| powietrznej.

Najsilniejsze zahamowanie wzrostu powierzchniowego grzybni F. culmorum
DSM1094 wyznaczono w tzécksnolSepkoMdd Ka K10 drdaz
KAS22, z intensywnoSci N wzrostu grzybni wynosz
(Tabela 7). Dla siedmiuszczep-w nie stwierdzono produkc]
wzrost grzybni powierzchniowej ( i nt ensywno Si Q@®WoWp oz gszgdHyndc h
ukgadach wzrost powi erzchni owyodg9&do®36% mi e Sci
powierzchni w odniesieniu do kontroli ( gr zy b ni i nkubowanej .w nieol
W przypadku grzybni F. sambucinum IM 6525 nie stwierdzono ograniczenia wzrostu
powi erzchni owego przez Uaden z badanych szcze

Obserwowano wpgyw bakteryjnychF.cdd@Ewsn na gr :
DSM 1094 (Rycina 9) . N a podstawi e Zzmi an W intensyw
powietrznejst wi er dzono, Ue wszystkie badane bakter.
VOCswpgywaj Ncych na morfol pgwyiUgz @y d(@abelapoevp et r
7). Podobnie jak w przypadku grzybni powi er z
bakteryjnych VOCs na grzybnifan powietrznN I M 6

St wi er d zdmobszystkibdadane bakterie ryzosferowewy k a zwjoN no Si
do produkcji VOCs, w przewaUaj Ncej wiinneszoSci

j est wy s tdazaamavpnihavarostu grzybni powierzchniowej.
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Tabela7. Wpgyw VOCs

produkowanych

przez

szczepy

ipowi et r zn NF.sulmoraneSMwW094 i F. sambucinum IM 6525 po 120 godz. inkubacji.

IntensywnoSi wzr| IntensywnoSI wzr
Lp. Nazwa DSM 1094 IM 6525
szczepu powierzchniowej powietrznej | powierzchniowej powietrznej
* [%] o [+] (%] [+/-]

1. Kol B1 93,0 N +++ 100,0 -
2. Kol B2 89,6 N ++ 100,0 -
3. Kol B3 74,9 N +++ 100,0 -
4. Kol B9 98, 6 N ++ 100,0 -
5. Kol D3 87,6 N +++ 100,0 -
6. Kol D4 96, 88N +H++ 100,0 -
7. Kol D8 79,8 N ++ 100,0 -
8. KollL2 85,7 N ++ 100,0 -
9. Kol L6 88,8 N ++ 100,0 -
10. Kol L8 97,9 N +++ 100,0 -
11. Kol S1 85,7 N ++ 100,0 -
12. Kol S2 90,8 N + 100,0 -
13. Kol S5 88,8 N + 100,0 -
14. Kol S8 80,8 N + 100,0 -
15. Kol S10 75,3 N + 100,0 -
16. Kol Si4 82,3 N ++ 100,0 -
17. Kol Si6 86,9 N +++ 100,0 -
18. KAS1.10 93,6 N +++ 100,0 -
19. KAS 2.2 71,0 N ++ 100,0 -
20. KAS 24 97,4 N +++ 100,0 -
21. KAS 25 98, 4 N ++ 100,0 -
22. KAS4.1 82, 24N + 100,0 -
23. Zg1.3 89,4 N + 100,0 -
24. 7976 91,1 N + 100,0 -
25. 72993 88,8 N + 100,0 -
26. ASK 10 87,1 N + 100,0 -
27. ASK 68 92,9 N + 100,0 -
28. DSM 3257 99,0 N +++ 100,0 -
29. |-Ba 83,0 N +++ 100,0 -
30. IM8 91,7 N ++ 100,0 -
31. IM13 92,3 N ++ 100,0 -
32. IM14 95,4 N ++ 100,0 -

* Wynik uzyskany dla grzybni inkubowanej w
100%; * *

Przykgdgadowe

wy ni ki

ni eobecnoSci

dl a

bakteri:i

kaUdRgcin®9.0znaczeni a

51

bakter

stanowi

pr



Rycina 9. P r z y &wy wzost grzybni F. culmorumDSM1 094 na podgoUu zes:
agarem umieszczonym w dwukomorowych szalkach Petriego po 120 godz. inkubacji

w.:A)ni eobecnoSci bakterii; or azBacllusBpkolcSaop Sc i b a
C) Kol B9; D) Kol L8 oraz E) Kol D4. Wzrost grzybni powietrznejw p r - b-BBstahowB

przykgad dl arabeli 7zoyzjnratcyeoghdE), (¢++), (++++).
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V22 Hodowle w podgoUu pgynnym

Oceniono aktywnoSi bapearizzculWygcizgmowddowl i v
p gy nn@cenie poddano 32 szczepy bakteryjne wybrane do b pod &ddiec
podr ozdz iBaigbadan¥ w2podiozdziale V.2.1C oraz dwa szczepy grzybowe i
F. culmorum DSM 1094 oraz F.sambucinum IM 6525. Hodowle prowadzono zgodnie
zmet od N ow posrazdzidle IV.3.4, a aktywnoSi przeciwgrzyl
zgodni e z mewpodrdzdzaalp iVS.2 n N

St wi er dzono KolSbewykszjez @ jpwy kz N\wpo Seci wgr zybo
wobec obu badanfkusaniums zpoewpdwj Nc spadek intens
grzybni DSM 1094 do 18,2%, a grzybni IM 6525 do 19,4% (Rycina 10). Natomiast szczep
Zg7.6 wykazuenaj ni UszN aktywnoSi przeciwgrzybowN w
obni Uaj Nc i nt e ngaybminDSM L094vworar B1s6626 do kolejno 68,5 oraz
75,5%.

Stwierdzonor - wn, i el

f wysokaaktywnoSi pr aécoiwogdruziyNbcoaw spadek int
wzrostu grzybni do 0O35%) wobec obu szczep- w Fusarium
charakterystyczna jest dla dzi ewizid82 badanych szcze|
bakteryjnych (Kol B1, Kol B3, Kol B9, Kol D3, Kol L2, KolL6, Kol S8,

Kol Si4, Kol Si6);

f Sednia a k't y wpraeSivgrzybowa (p owoduj Nca spadek int
wzrostu grzybni do od 35 do 65%) wobec 0 b u Fusadumz e p - w
wyznaczana jest dla j edenast u bakeyjpyep (ASK1 0 ,-1a,1 6
IM 13, IM 14, Kol B2, Kol S1, Kol S2, KAS 2.2, KAS 2.5, KAS 1.10, Zg 1.3);

f niska aktywnoSi prowediuywdNic ay bsoppead ek i nt
wzrostu grzybni do O65%) wyznaczana jest d | a trzech szc.
bakteryjnych (Kol S5, Kol D8, Zg 7.6).

Pozos da§ e wiadahych szczep- w (Kol L8, KAS 2.4, DSM 3257, IM 8,

ASK 68, Kol D4, Kol D10, KAS 4.1,Zg9 . 3) wykazywago zr - -Unicowan
grzybni Fusarium, z a | edJlhyt eogdo wszczepulgazybbwego.

Ust al ono, Ue bakterie Zz d oFl sambuciduon INK 65P50 ni z a ¢
(V21A) cziSciej wykazywagy wysokN aktywnoSi prz
wobec obu badan Fusdriums z avz epo rw- wnandlua dlot -tryycchh,
stwierdzono takiej z d o | n p $&0B). Ppnadto, wyznaczono umi ar kowanN nega'f
korel-846) ppmi(hdzy poziomem produkciji ituryny a
F.culmorumDSM 1094.Taka zal eUno Si  natomiasiy mzypadkwdwgidga

szczepu grzybni ani w przypadku poziomu produkcji surfaktyny.
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Kontrola
Kol B1
Kol B2
Kol B3
Kol B9
Kol D3
Kol D4
Kol D8
Kol L2
Kol L6
Kol L8
Kol S1
Kol S2
Kol S5
Kol S8

Kol S10
Kol Si4
Kol Si6

KAS 1.10

KAS 2.2

KAS 2.4

KAS 2.5

KAS 4.1
Zg1.3
29 7.6
Z299.3

ASK 10

ASK 68

DSM 3257
I'“1a

IM 8

IM 13

IM 14

i

o
N
o

40 60 80 100
Intensywnos$s¢ wzrostu gr:

B DSM 1094F 0OIM 6525

Rycina10. 1 nt ensywno Si w E. cutmerunu DSi111094 draz iF. sambucinum

IM 6525 hodowanej w podgoUu pgwnaoalyec ndBSci b a kKBacélusi i z

i Pseudomonas przez 72 godz. Kont { ok @y j At Ns tzan awlbiiOd@yskany dla

grzybni inkubowanej w ni e o b ec n o Koloramibrak treyrciiin.i e oznaczon
przedziagy aktywn o SwysokNp rkaoe zidlomygr z wbewesjy wno Si v
gr zyb3%; SOeNink ol or, oddanigzenje wzrostu grzybni do od 35 do 65%;

oraz niskNi kolor czerwony, ograniczenie wzrostu grzybni 065%.
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V.3.0cena wpgzyonvzue pbakeeryjnych na wzrost korzeni siewek

og-rka siewnego

W kolejnym etaegniom whbggdmAE bakteryjnych sz
ryzosferowych ( wy br anych w Kk podicmavees i affua SMrdsRkorzeni
si ewek 0g-r k Badasia pwowgdzono w war uzuklacch ema o
podd M8 oraz wilgotnej bibuyst osuj Nc met o godrozdziale $valh e w
Uk gadami k ¢gkntt-rroylcnhy miwy nzaklD0%)phr yz gggsiona mkubowane
wni eobecnoSci bakterii

W oparciu o wyniki przedstawione na Rycinie 11 st wi e r d z komenmie Oe
si ewe k siegnegokirkubowanew obecnoSci bakMewy kamnwmj \bod

wy Us z N i nti wzostyw npooS - w n tgch inkubodamych na wilgotnej bibule.

Anal iwpgWw szczep-w bakteryj ny ethierdzamo wzr os't
wzrosltl1 o), spadek| U6 brakowp)yymwa i(®tlensywnoSi
korzeni. St wi er dzono, Ue niezaleUnie od zastosowane

1. bakterie 10, s p o Sr 9, d@nali2owanych s z ¢ z e Bacillus ograniczaj N
wzrost korzenis i ewek ;09 -r k a
2. wszystkie trzy uUOyt e w tszwak@y n Psaudomonas powoduj N
ograniczenie wzrostu korzeni sieweko g - [ k a
3. szczep Bacillussp. KolB9 j ako jedyny spoSr-d anal i z
stymuluje wzrost korzeni sieweko g - r k a ;
4. szeStczep- - w bakKdB2rKolBs,Kal B9, Kol D3, Kol D8 oraz
KolS10), nie ma negatywnego wpgywu na rozyv
Uzyskane wyniki ws k a z a J2gstosowane w badaniu szczepy bakteryjne
wykazuj N zr, ale nazwycray asgatywny, wp § y wi mtae n s ywarostuS |
korzeni siewek o g - rskeanego (Rycina 12). Jedynie szczep Bacillus sp. Kol B9
stymul owadg wzrost korzeni og-rka siewnego ni ¢
metody.
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Kontrola ' S—
KOl 3] — |
Kol B9 ﬁ
Kol D8 ——
Kol L2 _=|_“_|
Kol L6
qg)_ Kol S8 _=I_“__|
s Kol S10 _:E_—||
é Kol Si6 I ——
KAS 2.4 _:|H—-I
KAS 4,] | ———|
Zg 9.3 q—|
ASK 68 I——
-1 ———
M 14 Seeee——
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
I ntensywnos$é wzrostu korzeni [
mPod}t ozeOWNS gotna bibut a
Rycina 11. I nt ensywno Si wzrostu Kkor zeinkubowsanyehwe k 0g

wobecnoScinab apkotddd tibina wilgotnej bibule umieszczonej w szalkach
Petriego. Kont rol n (przyj mtzMazaornN O 8oz esrt vgowpmki I§i ni N
uzyskane dl a si ewakubakterin Ncych bez
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A) B)

6,3% 3,1%

53,1% 40,6%

Legenda:

yiograniczenie rozwoju kor z
ibrak wpgywu na rozw-j kor
yistymulacja wzrostu korzen

Rycinal2.Pr ocent owyzppedpiwgbazktwzg| ngohna wpgyw w)
nawzrostk or zeni o0g - rokcae nsiiaenwn epghpp ¢ d g ¥S) B)iwilgotnej
bibugy .

Na koniec tego etapu pracy ponownie zawin Uono pul i badanych
bakteryjnych (Tabela 8). Do planowanej identyfikacji genetycznej wybrano szczepy
r-Uni Nce siih pod wzglndem profilu wytwarzan
aktywnoSci przeciwgrzybowejFusswioblhecas zwpg@pww @ :
wzrost kor zenisievnége.weWSro-gd rwkyabr anych szczep-w z

Bacillus sp. Kol B3, Bacillus sp. Kol S10 oraz Bacillussp. KAS 2. 2, kt-re jakc

wykazywagy zdolnoSi do produkcji VOCs hamuj Nc
w o0ko€glt%n 2pbodr oz dzCi @fela V). 2 Db pul i wi Nczeodio r - v
szczep- - w, kt-re nie miagy negatywne&gd2;, wpgywu

Kol B3, Kol B9, Kol D3, Kol D8 oraz Kol S10) (Rycina 11). Ws k gad wybranyc
szczep-w weszgy t akUe Psesdonyoras. WM peocesierselakcjidoz c z e py
identyfikacj.i genet yBarillug ] kpgomieninfiteo wsyzkcazzeapdyy
produkcij.i bi osurfaktant -w oraz te, kt-re zost
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Tabela8.Podsumowani dowy i iz Ncw produkajiba loisauy f akt ant - w,
przeciwgrzybowe|] oraz wpgywywewybmnedoz Woj] ekayezén

b a d az@epy bakteryjne.

Produkcja cLP AP @ Wpgyw
[+7-] wobec szczepu Kolonizacja rozw: |
VOCs _
Lp. Szczep strznp korzeni
DSM IM @
Surf.  ltur. Feng. IM 6525 og-r ki
1094 6525 )
siewnego @
1. Kol B1 + + - wysoka  wysoka + +/- -
2.  KolB2 + + + SredrSred + +/- 0
3. Kol B3 + + + wysoka  wysoka - ++ ++
4. Kol B9 + + + wysoka  wysoka + +/- +++
5. Kol D3 + + + wysoka  wysoka + + 0
6. Kol D4 + + + Sr edr niska - +/- -
7. Kol D8 + + + niska niska + + 0
8. KollL2 + - + wysoka Sr ed - + - -
9. Kol L6 + + - wysoka  wysoka - +/- -
10. Kol L8 + + + wysoka Sr ed - +/- -
11. Kol S1 + + + SredrSred - + -
12. Kol S2 + + + SredrSred - +/- -
13. Kol S8 + + + wysoka  wysoka + +/- -
14. KolS10 - + - Sr edr niska - ++ 0
15. Kol Si4 + + + wysoka  wysoka + +/- -
16. Kol Si6 + + - wysoka  wysoka + +/- - -
KAS . N
17. - + - SredrSred - +/- -
1.10
KAS . N
18. + + - SredrSred - ++ -
2.2
KAS -
19. + + + Sr e dr wysoka + +/- -
2.4
20. Zg7.6 + + - niska niska - + - -
21. Zg9.3 milkisyna C niska Sred - + -
22. ASK 10 folipeptyna SredrSred - + - -
23. ASK 68 wiskozyna SredrSred - +/- - -

OAPiakt ywnoSIi pr ziskaiwignrtzeynbsoywan o ST wwyrUosszt&6%n§ rle gibmi ie s z c z Nc a
si i w pr3sesthzoiaawysokaii nt ensywnoSi  wnzir(bsszt3h%, ngioditiesieniu do kontroli);

@ (+/-) produkcjaVOCsma j Ncy c htylkeep & yaur zy b ni iDSM 4084; @)tsrgzafk0%) ograniczenie

wzrostu grzybni powierzchniowej DSM 1094; (++) ograniczenie wzrostu grzybni powierzchniowej DSM 1094

mi eszczNce si n-3e%;,przedziale 20

©®) (+++) pozytywny w przypadku obu u Uy t y c h  metog; (+&)cppzytywny w przypadku jednej metody;

(-) negatywny w przypadku jednej metody; (- -) negatywny w przypadku obu metod; (0)i br ak wpgdy wu
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V4.l dentyfi kacja wyblbakteryjmydh szczep- - w

Dla 20 wy br anych Baitug erpz- tiwech s z ¢ z e Psewlomonas
przeprowadzono wstiApnN ldentyfikacjASKHEerarepcCy
IASK68 wykonano w |Instytucie Ekologidi Teren-w
pod kierunkiem prof.drhab.Gr a UPgdmzl dent y fpiokzaocsjti@s@yg ale p - w
przeprowadzono podcza<Zakjadui eaMkaweddOoivogi i
wSkierniewicach pod opi-RakztbrapdrAnhy.Lisskpo&sgbgu)]l Ndi i
sifn met od Npodrpziziale WR. w

Uzyskane w wyniku analizy sekwencje n u k | e o uimyedzezano w Tabeli 10.

Na podstawie analizywy n i kt-wi esr d zIon oz, bUeed any Bhcillsszczep - \
nal e (kgmpieksug at u nBksuldilis,ad zi ewi Al ¢ h ropetaeyjde grupyo
B. amyloliquefaciens, b i d Nc e j cznSci N k oBngubtiisk(Sabelag®at unk - w
Anal i dajndc dotyczNce pmrdodbde rtBEBSwWavgio genetyczneg
s z ¢ z e pstwierdzono, U e naj pr awdosiem ¢o bmiicej do gdtuakl y
B. subtilis, p i b B. amyloliquefaciens oraz p i b B. velezensis. Szczep Kol B3
zr -wnpmawdopodobime (B t wa ineglae [u n B amyloliquefaciens,

B. velezensis lub B. methylotrophicus. Szczep KolSidnaj prawdopodobni ej n
gatunku B. subtilis lub B. halotolerans, natomiast szczep Zg 7.6 do gatunku B. pumilus.

Stwierdzonot a k UeUe sZg@%reapl e Uy d dPseudondonas, jjednak
na podstawie uzyskanych wynik-w nie moUl i we
gatunku. Z kolei szczep ASK 10 zakwalifikowano do gatunku P. koreensis (GenBank:
MZ707723.1), a szczep ASK 68 do gatunku P. fluorescens.

Tabela9. Wy ni ki analizy genetycznej wybranych szcz
\?vtaI:(t)errzy stane do Liczba
Nazwa y Y3 nukl eot Wyznaczone podobi
Lp. uzyskania

w uzyskanej @ genetyczne *
sekwencji

szczepu -
P sekwencji

nukl eotyd-

Grupa B. amyloliquefaciens,
1. Kol B1 27F/1492R 698 najprawdopodobniej
B. amyloliquefaciens
Grupa B. subtilis,

2. | KolB2 QyrA47F/gyrA1066R | 568 najprawdopodobniej B. subtilis

Grupa B. subtilis,
najprawdopodobniej B. velezensis,
B. amyloliquefaciens lub

B. methylotrophicus

3. Kol B3 tufGPF/tufGPR 720
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Grupa B. subtilis,
najprawdopodobniej B. subtilis
Grupa B. amyloliquefaciens,
5. Kol D3 27F/1492R 560 najprawdopodobniej

B. amyloliquefaciens

Grupa B. subtilis,
najprawdopodobniej B. subtilis

4, Kol B9 27F/1492R 527

6. Kol D4 27F/1492R 512

Grupa B. amyloliquefaciens,

7. | Kol D8 27F/1492R 634 ; -~ .
najprawdopodobniej B. velezensis

Grupa B. subtilis,
najprawdopodobniej B. subtilis
Grupa B. amyloliquefaciens,
9. Kol L6 27F/1492R 744 najprawdopodobniej

B. amyloliquefaciens

Grupa B. amyloliquefaciens,
10. Kol L8 27F/1492R 572 najprawdopodobniej
B. amyloliquefaciens
Grupa B. subtilis,
najprawdopodobniej B. subtilis
Grupa B. subtilis,
najprawdopodobniej B. subtilis
Grupa B. subtilis,
najprawdopodobniej B. subtilis

Grupa B. amyloliquefaciens,
14. Kol S10 27F/1492R 572 najprawdopodobniej
B. amyloliquefaciens

8. Kol L2 purH70F/purH1013R 847

11. Kol S1 27F/1492R 794

12. Kol S2 gyrA47F/gyrA1066R | 789

13. Kol S8 27F/1492R 685

Grupa B. subtilis,
15. Kol Si4 27F/1492R 525 najprawdopodobniej B. subtilis lub
B. halotolerans

Grupa B. subtilis,

16. Kol Si6 gyrA47F/gyrA1066R @ 784 najprawdopodobniej B. subtilis

Grupa B. amyloliquefaciens,

17. KAS1.10 purH70F/purH1013R 797 najprawdopodobniej B. velezensis

Grupa B. amyloliquefaciens,

18. KAS 2.2 purH70F/purH1013R 839 najprawdopodobniej B. velezensis

Grupa B. amyloliquefaciens,

19. | KAS 24 OyrA47FIgyrA1066R - 917 najprawdopodobniej B. velezensis

20. 7g7.6 purH70F/purH1013R 782 Bacillus sp., najprawdopodobnie]

B. pumilus
21.  Zg9.3 gyrBO1F/gyrBO2R 876 Pseudomonas sp.
22. | ASK 10 27F/1492R 1455 P. koreensis
23 ASK 68 27F/1492R 1520 P. fluorescens

*Uzyskane sekwencje nukldearnyni- wW@BIr -zwan ypwoarmooc & nar z f
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Tabelal0Uzyskane sekwencje analizowanych i zol at

Kol B1

ACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAA
GAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCT
AACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGG
CGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCCGGCTCAACCGGG
GAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTA
GCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGT
AACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA
CGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACG
CATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGG
GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAG
GTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGG
TGGTGCATGGTTGTTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA

Kol B2

AAAGAGAACCTGTCGTTATGCCTTCAAGGTTCCCGAATCTGCTCGTGAACGGTGCTGCCGG
CATTGCGGTAGGTATGGCAACAAACATTCCTCCGCACCAGCTGGGAGAAATCATTGACGGT
GTACTTGCTGTCAGTGAGAATCCGGACATTACAATTCCAGAGCTTATGGAAGTCATTCCAGG
ACCTGATTTCCCGACTGCGGGTCAAATCTTGGGACGCAGCGGTATCCGGAAAGCATACGAA
TCAGGCCGAGGCTCTATCACGATCCGGGCAAAAGCTGAGATCGAACAAACATCTTCGGGTA
AAGAAAGAATTATCGTTACAGAGTTGCCTTACCAAGTAAATAAGGCGAAATTAATTGAGAAA
ATTGCTGATCTCGTAAGGGACAAAAAGATAGAGGGTATCACAGATCTGCGTGATGAGTCAG
ATCGTACAGGTATGAGAATTGTCATTGAAATCAGACGCGATGCCAATGCAAATGTCATCTTA
AACAATCTGTACAAACAAACTGCTCTACAAACATCTTTTGGCATCAACCTGCTTGCACTTGTT
GATGGACAGCCGAA

Kol B3

TGATCACTGGTGCTGCGCAAATGGATGGAGCTATCCTTGTAGTATCTGCTGCTGATGGCCC
AATGCCACAAACTCGTGAGCACATCCTTCTTTCTAAAAACGTTGGTGTACCATACATCGTAG
TATTCCTTAACAAATGCGACATGGTAGACGACGAAGAGCTTCTTGAGCTTGTTGAAATGGAA
GTTCGCGATCTTCTTAGCGAATACGACTTCCCTGGTGATGATGTACCAGTTGTTAAAGGTTC
TGCTCTTAAAGCTCTTGAAGGCGATGCTGAGTACGAAGAAAAAATTCTTGAACTTATGGCTG
CAGTTGATGAGTACATCCCAACTCCAGAACGCGACACTGAAAAACCATTCATGATGCCAGTT
GAGGACGTATTCTCAATCACTGGTCGTGGTACAGTTGCTACTGGCCGTGTAGAACGCGGAC
AAGTTAAAGTCGGTGACGAAGTTGAAATCATCGGTCTTCAAGAAGAAAACAGCAAAACAACT
GTTACAGGTGTTGAAATGTTCCGTAAGCTTCTTGACTACGCTGAAGCTGGAGACAACATCG
GTGCACTTCTTCGCGGTGTAGCTCGTGAAGATATCCAACGTGGACAAGTACTTGCTAAACC
AGGTACAATCACTCCACACAGCAAATTCAAAGCTGAAGTTTACGTTCTTTCTAAAGAAGAGG
GTGGACGTCATACTCCATTCTTCTCTAACTACCGTCCTCAGT

Kol B9

AATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCT
CAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTC
CACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTC
TGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTG
GTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGC
AGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAAT
TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACC
TTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAG
TGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTTCGTGTCGTGAGAT

Kol D3

GGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGC
ACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC
GTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAA
GTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAG
TGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAA
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CACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGG
AGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGG
GGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGT
CGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTT
TAATTCGAAGCAACGCG

Kol D4

ATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAG
GCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACT
GGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA
GATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGC
GAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGT
GCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCT
GGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAA

Kol D8

AAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGT
TAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGC
CACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGGAA
TTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCA
ACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCA
CGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTG
GTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGT
AGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAG
CTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTG
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTT
ACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTA

Kol L2

AAACGGTGTGGATGTGATCGGAATTTCGGAAGTGACAGGCTTCCCTGAAATTATGGACGGC
CGGTTAAAAACCCTTCACCCGAATATTCACGGCGGCCTTCTGGCGGTTCGCGGCAATGAAG
AGCATATGGCGCAGATCAATGAACACGGGATTCAGCCGATTGACCTCGTTGTCGTCAACCT
CTATCCATTTAAAGAAACGATTTCTAAGGAAGACGTCACATATGAAGAAGCGATCGAAAATA
TCGACATCGGCGGACCGGGCATGCTGCGTGCGGCATCAAAGAACCATCAGGATGTCACGG
TTATCGTCGATCCGGCCGATTACAGCCCAGTGCTAAATCAAATCAAAGAAGAAGGCAGCGT
ATCTCTTCAGAAAAAACGCGAGCTCGCGGCAAAGGTATTCCGTCATACTGCGGCATATGAT
GCACTGATCGCTGACTATCTGACAAATGTTGTCGGTGAAAAAGAACCAGAGCAATTCACTGT
GACATTTGAGAAAAAACAATCGCTTCGCTATGGAGAAAACCCGCATCAGGAAGCAACTTTCT
ATCAAACAGCTCTTCCTGTCAAAGGCTCCATTGCGCAAGCAGAACAGCTTCACGGAAAAGA
GCTTTCTTACAACAACATTAAAGACGCGGATGCGGCAGTTCAAATCGTTCGTGAATTCACTG
AACCGGCTGCGGTTGCCGTGAAGCATATGAACCCGTGCGGCGTGGGAACAGGAAAAACGA
TCGCCGAAGCGTTTGACAGAGCGTTTGAAGCGGATAAAACATCTATCTTCGGCGGCATTAT
CGCGCTGAACCGTGAAGTGGACAAGGCAACTGCCGAAGCGCTTCACAACATT

Kol L6

AAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGT
TAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGC
CACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGGAA
TTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCA
ACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCA
CGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTG
GTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGT
AGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAG
CTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTG
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTT
ACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTG
ACAGGTGGTGCATGGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC
GAGCGCAACCCTTGATCT
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Kol L8

TGAGTGATGAAGRTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAA
ATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGC
CGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGG
CGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTG
GGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAG
ATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCG
AAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTG
CTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTG
GGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTG
GAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGA

Kol S1
ACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTG
TTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAA
AGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGG
AATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCT
CAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTC
CACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTC
TGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTG
GTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGC
AGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAAT
TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACC
TTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAG
TGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGG
TGACAA

Kol S2

TTATSKTAATCCCGGGCGCTTCCGGATGTGCGTGACGGTCTGAAGCCGGTTCACAGACGGA
TTTTGTACGCAATGAATGATTTAGGCATGACCAGTGACAAACCATATAAAAAATCTGCCCGT
ATCGTCGGTGAAGTTATCGGTAAGTACCACCCGCACGGTGACTCAGCGGTTTACGAATCAA
TGGTCAGAATGGCGCAGGATTTTAACTACCGCTACATGCTTGTTGACGGACACGGCAACTT
CGGTTCGGTTGACGGCGACTCAGCGGCCGCGATGCGTTACACAGAAGCGAGAATGTCAAA
AATCGCAATGGAAATTCTGCGTGACATTACGAAAGACACGATTGACTATCAAGATAACTATG
ACGGTTCAGAAAGAGAGCCTGCCGTCATGCCTTCGAGATTTCCGAATCTGCTCGTAAACGG
GGCTGCCGGTATTGCGGTCGGAATGGCGACAAACATTCCCCCGCATCAGCTTGGGGAAGT
CATTGAAGGCGTGCTTGCCGTAAGTGAGAATCCTGAGATTACAAACCAGGAGCTGATGGAA
TACATCCCGGGCCCGGATTTTCCGACTGCAGGTCAGATTTTGGGCCGGAGCGGCATCCGC
AAGGCATATGAATCCGGACGGGGATCAATCACGATCCGGGCTAAGGCTGAAATCGAAGAG
ACTTCATCGGGAAAAGAAAGAATTATTGTCACGGAACTTCCTTATCAGGTGAACAAAGCGAG
ATTAATTGAAAAAATCGCGGATCTTGTCCGGGACAAAAAAATCGAAGGAATTACCGAT

Kol S8

TTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTA
GGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCT
GATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCA
GAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACC
AGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGC
GAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGG
TTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCA
AGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATT
CGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGAC
GTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA
TGTTGGGTTA
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Kol S10

GTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCA
CCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC
GTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTA
AGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGA
GTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGA
ACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGG
GAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAG
GGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGG
TCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGT
TTAATTCGAAGCAACGCGA

Kol Si4

GGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGG
CTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAAT
TCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTC
TCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCT
GCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGG
AATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGA
ACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCA
GAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGA

Kol Si6

ATGCAATGAGCGTTATCGTATCCCGGGCGCTTCCGGATGTGCGTGACGGTCTGAAGCCGG
TTCACAGACGGATTTTGTACGCAATGAATGATTTAGGCATGACCAGTGACAAACCATATAAA
AAATCTGCCCGTATCGTCGGTGAAGTTATCGGTAAGTACCACCCGCACGGTGACTCAGCGG
TTTACGAATCAATGGTCAGAATGGCGCAGGATTTTAACTACCGCTACATGCTTGTTGACGGA
CACGGCAACTTCGGTTCGGTTGACGGCGACTCAGCGGCCGCGATGCGTTACACAGAAGCG
AGAATGTCAAAAATCGCAATGGAAATTCTGCGTGACATTACGAAAGACACGATTGACTATCA
AGATAACTATGACGGTTCAGAAAGAGAGCCTGCCGTCATGCCTTCGAGATTTCCGAATCTG
CTCGTAAACGGGGCTGCCGGTATTGCGGTCGGAATGGCGACAAACATTCCCCCGCATCAG
CTTGGGGAAGTCATTGAAGGCGTGCTTGCCGTAAGTGAGAATCCTGAGATTACAAACCAGG
AGCTGATGGAATACATCCCGGGCCCGGATTTTCCGACTGCAGGTCAGATTTTGGGCCGGA
GCGGCATCCGCAAGGCATATGAATCCGGACGGGGATCAATCACGATCCGGGCTAAGGCTG
AAATCGAAGAGACTTCATCGGGAAAAGAAAGAATTATTGTCACGGAACTTCCTTATCAGGTG
AACAAAGCGAGATTAATTGAAAAAATCGCGGATCTTGTCCGGGACAAAAAAAT

KAS 1.10

AAACTTCTTCAGGAAAACGGTGTGGATGTCATCGGCATTTCAGAAGTGACCGGATTTCCTGA
AATTATGGACGGACGGTTAAAAACACTCCATCCAAATATTCACGGCGGTCTGCTTGCCGTAA
GAGACAATAAAGAGCATATGGCGCAGATCAATGAACACGGCATTGCACCGATTGACCTTGT
GGTCGTCAACCTTTATCCGTTTAAAGAAACGATTTCAAAAGAAGACGTAACATACGATGAAG
CGATAGAAAACATTGATATCGGCGGTCCCGGCATGCTGCGCGCCGCATCGAAAAACCATCA
GGATGTGACGGTCATCACAGATCCGGCCGATTACAGCTCCGTGCTCAATGAGATGAAAGAA
CACGGCGGCGTTTCGCTCAAAAGAAAACGCGAGCTTGCGGCCAAAGTATTCCGCCATACC
GCGGCATACGACGCATTAATCGCTGATTACTTAACACGCGAGGCCGGTGAGAAAGACCCTG
AGCAATTCACTGTTACTTTTGAGAAAAAACAGTCGCTCCGCTACGGTGAAAACCCTCACCAA
GAGGCGGTTTTCTACCAAAGCGCACTTCCTGTCTCCGGTTCCATCGCAGCGGCAAAACAGC
TTCACGGCAAAGAGCTTTCTTATAACAATATTAAGGACGCGGATGCGGCCGTTCAAATCGTC
CGGGAATTTACAGAACCCGCAGCTGTTGCCGTTAAACATATGAATCCATGCGGAGTCGGTA
CGGGAGCTTCAATTGAGGAAGCATTCAATAAAGCGTATGAAGCTGATAAAACCTCCATTTT

KAS 2.2

AACAAAMMAACTTCTTCAGGAAAACGGTGTGGATGTCATCGGCATTTCAGAAGTGACCGGA
TTTCCTGAAATTATGGACGGACGGTTAAAAACACTCCATCCAAATATTCACGGCGGTCTGCT
TGCCGTAAGAGACAATAAAGAGCATATGGCGCAGATCAATGAACACGGCATTGCACCGATT
GACCTTGTGGTCGTCAACCTTTATCCGTTTAAAGAAACGATTTCAAAAGAAGACGTAACATA
CGATGAAGCGATAGAAAACATTGATATCGGCGGTCCCGGCATGCTGCGCGCCGCATCGAA
AAACCATCAGGATGTGACGGTCATCACAGATCCGGCCGATTACAGCTCCGTGCTCAATGAG
ATGAAAGAACACGGCGGCGTTTCGCTCAAAAGAAAACGCGAGCTTGCGGCCAAAGTATTCC
GCCATACCGCGGCATACGACGCATTAATCGCTGATTACTTAACACGCGAGGCCGGTGAGAA
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AGACCCTGAGCAATTCACTGTTACTTTTGAGAAAAAACAGTCGCTCCGCTACGGTGAAAACC
CTCACCAAGAGGCGGTTTTCTACCAAAGCGCACTTCCTGTCTCCGGTTCCATCGCAGCGGC
AAAACAGCTTCACGGCAAAGAGCTTTCTTATAACAATATTAAGGACGCGGATGCGGCCGTT
CAAATCGTCCGGGAATTTACAGAACCCGCAGCTGTTGCCGTTAAACATATGAATCCATGCG
GAGTCGGTACGGGAGCTTCAATTGAGGAAGCATTCAATAAAGCGTATGAAGCTGATAAAAC
CTCCATTTTCGGCGGCATCATCGCGCTGAACCGTGAAGTTGATC

KAS 2.4

CGGGCGCTTCCGGATGTGCGTGACGGTCTGAAGCCGGTTCACAGACGGATTTTGTACGCA
ATGAATGATTTAGGCATGACCAGTGACAAACCATATAAAAAATCTGCCCGTATCGTCGGTGA
AGTTATCGGTAAGTACCACCCGCACGGTGACTCAGCGGTTTACGAATCAATGGTCAGAATG
GCGCAGGATTTTAACTACCGCTACATGCTTGTTGACGGACACGGCAACTTCGGTTCGGTTG
ACGGCGACTCAGCGGCCGCGATGCGTTACACAGAAGCGAGAATGTCAAAAATCGCAATGG
AAATTCTGCGTGACATTACGAAAGACACGATTGACTATCAAGATAACTATGACGGTTCAGAA
AGAGAGCCTGCCGTCATGCCTTCGAGATTTCCGAATCTGCTCGTAAACGGGGCTGCCGGTA
TTGCGGTCGGAATGGCGACAAACATTCCCCCGCATCAGCTTGGGGAAGTCATTGAAGGCG
TGCTTGCCGTAAGTGAGAATCCTGAGATTACAAACCAGGAGCTGATGGAATACATCCCGGG
CCCGGATTTTCCGACTGCAGGTCAGATTTTGGGCCGGAGCGGCATCCGCAAGGCATATGA
ATCCGGACGGGGATCAATCACGATCCGGGCTAAGGCTGAAATCGAAGAGACTTCATCGGG
AAAAGAAAGAATTATTGTCACGGAACTTCCTTATCAGGTGAACAAAGCGAGATTAATTGAAA
AAATCGCGGATCTTGTCCGGGACAAAAAAATCGAAGGAATTACCGATCTGCGAGACGAATC
CGACCGTAACGGAATGAGAATCGTCATTGAGATCCGCCGTGACGCCAATGCTCACGTCATT
TTGAATAACCTGTACAAACAAACGGCCCTGCAGACGTCTTTCGGAATCAACCTGCTGGCGC
TCGT

29 7.6

ATTCCCAGAAATCATGGACGGACGACTCAAAACGCTTCACCCGAACATTCATGGTGGATTAT
TGGCAGTGAGAGAAAACGATGAGCATATGGCACAGATTGAAAAGCATGGCATTCAGCCGAT
TGATCTTGTTGTCGTGAATCTCTATCCTTTCAAAGAGACGATCTCAAAAGACGATGTAACGT
ATGAAGAAGCAATTGAAAACATTGATATTGGCGGACCGGGAATGCTTCGTGCGGCATCGAA
AAACCACCAAGACGTCACAGTGATTGTCGATCCTCGTGATTATGATACAGTCGTTCAGCAAA
TCAAAGAAGGCGGCGTGTCACTTGAGAAAAAACGTGAGCTTGCGGCGAAGGTATTCCGTCA
TACAGCTGCTTACGATGCCCTCATTGCAGATTATTTAACGAACTTTGTTGGCGAAACAGAGC
CAGAGCAGTTCACCGTCACGTTTGAGAAAAAACAATCCCTTCGCTATGGAGAAAACCCGCA
CCAAGCGGCGACTTTCTATGAAAATGCTCTTCCAAGCAAAGGCTCTTTGGCAACAGCTACA
CAGTTACATGGAAAAGAGCTTTCCTACAACAATATTAAAGATGCAGATGCAGCTCTTCAAATT
GTACGTGAATTTACGGAGCCAGCGGCTGTAGCTGTAAAACATATGAACCCATGCGGCGTTG
GTACAGGAGAAACGATTGCAGAAGCGTTTGATCGTGCCTTCAAAGCAGATGAAACCTCTATT
TTTGGCGGCATTGTGGCGCTGAACCGTGAAGTAGACAAGCAAA

Zg 9.3
GGTGTTGGTGTTTCGGTAGTGAACGCGCTGTCCGAAGAACTGGTACTGACCGTTCGCCGC
AGCGGCAAGATCTGGGAACAGACCTACGTCCACGGCGTGCCTCAGGCACCGATGGCCATC
GTTGGCGACAGCGAAACCACCGGCACCCAGATTCACTTCAAGCCATCGGCTGACACCTTCA
AGAATATTCACTTCAGCTGGGACATCCTGGCCAAGCGTATTCGTGAGCTGTCCTTCCTCAAC
TCCGGTGTCGGCATCGTCCTCAAGGATGAGCGCAGCGGCAAGGAAGAGCTGTTCAAGTAC
GAAGGCGGCCTGCGTGCGTTCGTTGAATACCTGAACACCAACAAGACTGCGGTCAATCAG
GTGTTCCACTTCAACATTCAGCGTGAAGACGGCATCGGCGTGGAAATCGCCCTGCAGTGGA
ATGACAGCTTCAACGAGAACCTGTTGTGCTTCACCAACAACATTCCACAGCGCGACGGCGG
CACTCACCTGGTGGGCTTCCGTTCGGCACTGACGCGTAACCTGAACACCTACATCGAAGCC
GAAGGCCTGGCGAAGAAGCACAAAGTCGCCACCACCGGTGACGATGCCCGTGAAGGCCT
GACCGCGATCATTTCGGTGAAAGTGCCGGATCCGAAGTTCAGCTCGCAGACCAAAGACAA
GCTGGTCTCTTCCGAAGTGAAGACCGCGGTCGAACAGGAAATGGGCAAGTACTTCTCCGA
CTTCCTCCTGGAAAACCCGAACGAAGCCAAGCTGGTCGTCGGCAAGATGATCGACGCTGC
CCGTGCCCGTGAAGCCGCGCGTAAAGCCCGTGAGATGACCCGCCGCAAAGGCGCGCTGG
ACATCGCCGGTCTGCCAGGCAAGCTCGCTGAC
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V.5. Ocena produkcji cLP-Bc w pgynnych hodowl ach b a
grzybowych

Dla wybranych w poprzednich etapachbada & 20 $Sacitius @ abelavs,
Tabela 9) wy konano anal iswfaktynp i dudyoykve j bbecnoSci gr zy
F. culmorum DSM 1094 oraz F. sambucinum IM 6525. Hodowl e prowadzono v
metody opisanej w podrozdziale 1V.3.4. W celu izolacji i analizy cLP-Bc z pgdgyn- w
pohodowlanych st osowano metodn ek du\bi2pdtazi ec QEKCH ERS |
MS/MS (IV.5.3).

Na podstawie uzyskanych wynwikikw zotSwii e rhdozdc
obecnoSi grzybni Nowuxs0ud)u spadek zpozerowz izolowanych
bi osur f gRytimand).Wwo br nbi e o0 20esnzi cazneypc- hvw, hodowldchk o
szczepu Bacillus sp. Kol D3 oraz Bacillus sp. Kol D4 wyznaczono wzrost poziomu
przynamniej jednego biosurfaktanta p o d  wp oybveecm pr8/majmniej jednego
ocenianego szczepu z rodzaju Fusarium.

Stwierdzono, Ue Bacilllkazdanveije r md dle &lpukmiorum
DSM1094 obecnoSi g r z ydriomu iznlowanej swfakiyry.s Jedynie
w hodowli szczepu Kol D 4 poziom surfaktyny byg por - wn
wyznaczonego dla kontroli (monokultury bakteryjnej). W hodowlach mieszanych
szczelkolD8iKolD4, prowadzonych wszozepa E.redndoaumn gr zyb
DSM1094, zaobser Mowawairtvp@$azy w por - -wnaniu do
dodatku grzybni. W przypadku hodowli mieszanych z dr ugN badanN grzyb
F. sambucinum IM 65251 z wi A k szzaownaN gurdaktyny i ituryny odnotowano tylko
w hodowlach szczepu Bacillus sp. Kol D4.
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Rycina 13. Poziom A) surfaktyny i B) ituryny wyznaczony w 72-godz. hodowlach
mieszanych bakteryjno-grzybowych z awi er aj Nc y &.foulmgrunz DSvhi0od

(dane oznaczone kolorem niebieskim i V) lubz awi er aj Nc yRE samaucinarg b ni 1
IM 6525 (dane oznaczone kolorem p o mar a Ec ¥ y)wGzra r w d mMbzNhczono

poziom produkcji biosurfaktanta w hodowlach kontrolnych (prowadzonych

wni eobe gy pir zy zafl®0%. Symbolem gwiazdki (*) oznaczono wyniki

analizy produkcji cLP-Bc z nac z He ©05)(wy Us adepoziomu wyznaczonego

wu k g a ckaentcomych.
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Wy konano anal i gadmi K oazepmeanc purfaktyny i ituryny
wyznaczanym w hodowli mieszanej bakteryjno-grzybowej a i nt e n's iy Warasth ¢
badanych grzybni Fusarium. Stwierdzono s § a® &ld atkmire | G c3 &) (pomi ndz\
poziomem surfaktyny wyznaczanym w hodowlach mieszanychz awi er aj Ncych gr z
F. sambucinum IM 6525 a wzrostem grzybni (Rycina 14B). P o d miezmadznie
wy Us z &ll e U OpB,i stwierdzono a n al i pazipnN ituryny w tych samych
hodowlach (Rycina 14D).
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Rycina 14. Korelacja p o mi n gazigmem surfaktyny (A,B) lub ituryny (C,D)
w hodowlach mieszanych bakteryjno-grzybowych a i nt e n s y warost ayizylni
F. culmorum DSM 1094 (A,C) lub F. sambucinum IM 6525 (B,D).
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V.6.0cena wzrostu, produkcij i bi osurfakt
przeciwgrzybowej bakterii Bacillus i Pseudomonas w obecnoSci

zanieczyszcze@& antropogeni cznych

WSr - d z ani eantrogogeniczayeh@ykorzystanych do bada @ opi s an
wt ej czn$@aoial prebdrwnikisazowe, syntetyczne pestycydy oraz MP (I11.3).

Dobada @ z w@Wywaiivdylonanb szczepy wyizolowane z ryzosfery pobranej
ze Sr o d o wpokercjalnie wysokim zanieczyszczeniu antropogenicznym ( Sk gad o wi s k
Odpad-w Ni ebewZgiermaioraziilejg Kl on - w Sr é.lZkdeydsa ylcahd a E
zuUycMBimyntetycznych pestycyd-w wydSPramado viaskk
wiejskich il eSnyacthar akt ersyiziuj Nwy a b kK WwN op&eciwgrzybowN

izr-Unicowanym profilem produkcji cLP.
V.6.1. Barwniki azowe

A) Ocena poziomu dekoloryzacji bar wni k- w @rzez Waktede Bacillus
i Pseudomonas or a z wpgywu haa wanosti Haktexii i akt ywno Si

powi erzcphggyowiN pohodowl anych

Badaniu z uUyci em bar wnpoddanw siedemosvzy @ he Bacilus
(Z9 1.3, Zg 1.4, Zg 3.3, Zg 3.8, Zg 7.6, Zg 8.6, Zg 8.8) oraz trzy szczepy Pseudomonas
(Zg 9.3, ASK 10i ASK 68). W pierwszym etapie ocenianowp g g wnlea mwni k- w azow
(AB113, RB5, AMR, RO16 oraz SY) na wzrost bakteri( na podst awi elV4drt oSc
oraz na aktywnoSi powi &i nshmif @ klkaawpyoddzsiteal wai ney cwhy
testu DCT; IV.5.1) . Wyznaczono takUe poziom dekol ory:
w hodowlach bakteryjnych (IV.8). Hodowle prowadzono zgodnie zmet odN opi s at
w podrozdziale IV.3.1.

Nie stwierdzono znaczNcego zahamowania wzr
bar wni k- w udlydwydh i UemgiLt (Tabda 11). Wy k a z abarank Ue
AB113 bydg najsilniej dekol oryzowlkakieryjng. Z koleiz ws z
whodowl ach z dodatkiem barwnika SY wyznaczor
Ust al onsozy slkek ive badane s z bicakumyacjit lyicgorpcjibanenika e d o
AB113, co obj awi ago sin z a b arZmawiska itegan nieb i 0 ma
zaobserwowanowpr zypadku pozostagych barwnik-w. Pona
AB113 aktywnoSi powierzchniowa pgyn-w pohodo
kontrolnych (bez dodatku barwnika).

W hodowlach z dodatkiem barwni k-w AMR i RO
powierzchniowe]j pgyn-w pohodowlanych w por - wn

czterech z dzi esi nci uBaciluasp.a2g)s.¢, hBacifus spz Bgp/.6,w :
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P. koreensis ASK 10 oraz P. fluorescensASK68.Zaobser wowano

pomindzy

pgyn-

Naj wy Us z N
i P. fluorescens ASK 6 8 ,

w powyUszych

wzrostem

aktywnoSci

produkciji

Tabela 11. I nt ensywno Si
dekoloryzacji dodawanego do hodowli barwnika oraz akt y wno Si

w p o h o(Byziwd 1&n y c h

hodowl

zdol noSi

atego

ach

aktywnoSci

dekoloryzacj.

zostagy

obecnoSi

bar wni

wydzielanych

wzrostu

bakter

poziomb e c n o

whni

k a

dekol orPkoreengisi ASKMP k a z a §
o0 n e Niesrief jednak
kaUdego
powi erzchni owe jco wskjiauja -nav ognarocheaiel o wl a n

|l ub sur fakt

powi er z«

bi osur f adenismateésterw DCT w 72-godz. hodowlach prowadzonych w warunkach

podst awi

w mglo'd o wl i

wy t r z N&28 obr./min). Wy j Scitoimée nsi e bar wni
Procent dekoloryzacj.i obliczono
wodni esieniu wy n koktrolvabiatyzzype$ (kparnzyycjhn tdy cah  z
I ntensywn DCT * [mm] w hodowli
Barwnik . Dekoloryzacja
Szczep wzrostu bakterii bez z
azowy [%6]
[%6] barwnika  barwnikiem
AB113 92,9 N ¢ 44,1 K 5,0
RB5 101,1 N 16,1 KN 8,5
Bacillus sp. Zg1.3  AMR 112,9 N 13,4 KN 8,0 9,0
RO16 100, 2 N 9, 159N 9,0
53 112,7 N 0,0 N 7,0
AB113 109, 1 KN 49,3 N 5,0
RB5 113,5 N 15,6 N 8,0
Bacillus sp. Zg 1.4  AMR 106, 7 N 18,6 N 8,5 11,0
RO16 101, 1 N 16,6 N 9,5
sy 93,4 N 1 0,0 N 7,0
AB113 96,5 N 1 48, 2 N 5,0
RB5 98,2 N ¢ 15,8 K 8,0
Bacillus sp. Zg3.7 AMR 109, 0 KN 17,7 N 8,0 8,0
RO16 103,7 N 16,7 N 8,0
sy 93,3 N ¢ 0,0 K 10,0
AB113 104, 3 N 30,2 N 5,0
RB5 106, N 1 14,9 N 9,0
Bacillus sp. Zg 3.8  AMR 95,0 N 1 8,5 N 8,0 9,5
RO16 98,1 N 1 11,7 K 9,5
sy 99,1 N 1 0,0 N 8,0
AB113 110, 4 N 51,6 KN 6,0
Bacillus sp. Zg 7.6 RB5 92.3 N~ S 21.6 lil 7,5 80
AMR 114, 0 KN 19,5 N 5,0
RO16 102,8 N 9,5 N 8,0
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5% 98,9 N 1 0,0 RN ¢ 8,0

AB113 101, 4 N 42,5 N 5,5
RB5 101, 4 N 17,2 N 8,5
Bacillus sp. Zg8.6  AMR 97,9 N 1 22,7 N 8,0 10,0
RO16 102,9 KN 13,7 N 10,0
SY 113,1 N 9,8 N : 11,0
AB113 114,1 N 32,9 N 5,0
RB5 112, 2 N 16,1 N 8,0
Bacillus sp. Zg 8.8  AMR 103,3 N 22,3 N 8,0 9,5
RO16 105, 4 N 14,3 N 9,5
5% 105, 2 N 0,0 RN ¢ 9,0
AB113 117, 4 N 50,0 N 6,0
RB5 111,5 N 24,3 N 8,0

Pseudomonas sp. N N
AMR 116, 7 N 23,9 N 7,5 10,0

729 9.3 . -
RO16 99,2, N 16,0 N 9,0
SY 95,0 N 1 00N 0, 0 9,0
AB113 90,3 N 1 68,7 N 5,0
, RB5 141,5 N 68,3 N 5,0

P. koreensis N N
AMR 113,8 N 57,2 N 7,0 5,0

ASK 10 . N
RO16 90,5 N 1 42,3 N 5,0
5% 107, 7 K 31,8 N 5,0
AB113 123,1 KN 66,1 N 8,0
RB5 138, 0 N 57,2 N 8,0

P. fluorescens . .
AMR 108, 4 N 61,9 N 8,0 7.0

ASK 68 . -
RO16 115, 9 KN 31,1 N 7,0
53% 102,4 N 15,4 N 8,0

* Wynik DCT dla kontroli abiotycznejwy n ote3ngm.DI a ws z y s tddanygch odghylenib standardowe
wynos,bgmo. 1

© 80
= 10 °® ° °
S _ 60 ® o
= O
8.‘}_.50 98 e
s Q 40 >
o See,
ﬁ ; 30 . ....'0. [ )
>0 ‘oo [ I )
5%% * ...!.‘.'.o
o .'o...
EJ 0 L) e 00 00

50 70 90 110 130 150

Aktywnos$sé powierzchi
Rycinal5.Kor el acja pomifndzy i ntensywowe§owhddowiek ol o
bakteryjnej a a k t yNvnpowseezehniowN p gy nu p o h o dwyanaconk g o
w procentach (gdzie za 100 % przyj nto wynipkgywmz ws kpaonhyo d @ W& &
p o ¢ h o d zz\hodpwdi bakteryjnych prowadzonychw ni eobéan w8 k - w
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B) Ocena wppsd Yindubarwnika azowego na poziom dekoloryzacji przez
szczepy P. koreensis ASK 10 oraz P. fluorescens ASK 68

Nastnipnie oceniono wpgyw poczNtk@wego st il
lub 100mgLY) na efektywnoSi dekol ol koreansi§ ASK10r z e z s
i P. fluorescens ASK 6 8 . Wy kazano, Ue wzrost wyj Sciowego
w hodowli szczepuASK1 0 powodowad obni Ueni gRypimal6Ap mu dek
Natomi ast w przypa®Rlda6bar 8¥i kzwsRBSpwane stnU
nie miagy istotnego wpgywu na skutecznoSi d
(ok6@®) dla barwnika AMR umglsskano przy stnUen

A)
120 a
gloo i i
© 80 b
5 q q = AB113
N
g 60 c ¢ ¢ c c = RB5
S 40 I e e e = AMR
v 1 f = RO16
a 20 =
SY
0
25 50 100
Wyj Sciowe stfiUenie ballwnika w ho
B)
100 a a a
T 80 q .
< d
S 60 = AB113
N = RB5
Pa)
5 0 b b b b o = AMR
fo) ¢ c mRO16
o 20 I I f
e I SY
0
25 50 100

Wyj Sciowe stfiUenie ballwnika w ho

Rycina16. Wp gyw wyj Sci owe go azdwégd sanpoziom bekalowzadjik a
wyznaczony w 72-godz. hodowl ach sA2 . koeepnsisv ASK 10 oraz

B) P. fluorescens ASK68. Kont radliot y(epzrmeNj it N za 100%) st a
uzyskany dla roztworu barwnika azowego w podgJo (R UhBce statysty
Oznaczano magymi l'iterami alfabetu gaci EGskieg
r-0Oni N sifn odp<Di0®.bie istotnie (
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Por - wnani e wyni k- w @0 iaASK6z8 z vp k vz aASOK p odo
zal eUOnoSi pomi ndzy poziomem dekoloryzacij. a
wprzypadku barwni k- wRykBd16B), WRID1-6Uni enYi u( od sz
ASK 10, w przypadku szczepu ASK 68 odnotowano stopniowy spadek dekoloryzacji
bar wni k a RB5 przy wzrastaj Ncym stnUeniu or a

barwni ka AMR przyitstnUeniu 100 mg L

C) Ocena wpgywu warunk-w wytrzNsani a na ef e
bar wni kazowych przez bakterie P.koreensis ASK 10 oraz
P. fluorescens ASK 68

Przeprowadzono analizf wp Hodowlin avae fuenkkt- yww nvoy§ |
dekoloryzacj.i trzech barwni k-w azowych: AB1:
wstiUeniach pocSOMglkowyScthwi 25 dizono,P.Kireensisba sz c:z
ASK 10 i P. fluorescens ASK 68, hodowane w warunkach statycznych (0 obr./min),
efektywnie dekolABINY wj Np olza rown iek )9RyciBa 1K). 7, 6 %
W przypadku hodowli bakteryjnych za wi er a jABIlylc3h w s 30mglein,i u
wy t r z Nisodowli (@20 obr./min) ni eznacznie obni Uygotegpozi om
barwnika.

W przypadku barwnika RB5 dodawanego do hodowli szczepu ASK 10
wstnUenmigl? 25war unki wytrzNsane znaczNco zmnie
podczas gdy dl a wy Usrazevghodowdathristceepu ASK 68 B Bym
barwnikiemni e odnot owano podobnych efekt - - w.

War unki wytrzNsania miagy takUe istotny, a
barwnika AMR. Szczep ASK1 0 wykazywag wyUszN efektywnoSi
wwarunkach statycznych, niezaleUnie od poczNt
szczep ASK68 sil niej dekol oryzowadg AMR w warunkac
gdzie dosthnpnoi&kiszta.enu byga wi

Stwierdzono, Ue efektywnoSi dekoloryzacji barwni
od zdolnoSci metabol ioddoythprsaSreypandweyniki .a k |
sugeruj N, Ue zast os owaseadomonad praijvdopddabniesnzacj zNe p y

odmi enne mechanizmy dedobtbvhnpmnabigi,tkahelUne od
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120

100 -I- I

a
DR R R
& ‘
[ | Cc
] I i II L

[e]
o

Dekoloryzacja [%]
[e2]
o

40 e
[ [ |
20 o )
[ [ |
0 1L S S R =
AB113 (25) AB113(50) RB5 (25) RB5 (50) AMR (25)  AMR (50)
Nazwa barwnika (wyjsciowe stezen
OHodowla statyczna (0 obr./min) P"Hodowl a wstrzagsana (12
B)
120 a
100 -I- a a

— o

[e]
o

Dekoloryzacja [%]
[e2]
o

T T T T T T T e

a
b -I-l'I

i b
1 b b
1
1
1
1
1
1
1
1
1

I N L I L e

40
20
0 L1 _ == L1
AB113 (25) AB113(50) RB5 (25) RB5 (50) AMR (25)  AMR (50)
Nazwa barwnika (wyjs$ciowe stezen
OHodowla statyczna (0 obr./min) P"Hodowl a wstrzagsana (12
Rycina 17. Wp gyw warunk-w hodowl i i st npddomi a bar

dekoloryzacji wyznaczany w 72-godz. hodowlach A) P. koreensis ASK 10 oraz

B) P. fluorescens ASK 68. Liczbami 25 i 50 zaznaczonowy j Scs bfwBeni e bar wni
whodowl i wynoszNce odpngWwi Kolbrami 0zna2zbno barwaiki: 5 0
niebieskim - AB113; szarym - RB5; r - UonwyAMR. Kontrol i (przyj it N
stanowi g wynik uzyskany dla roztwoR-uUnbiarewni k
statystyczcne o znaczano magy mi i terami al fabetu gaci

samN |iterN nie r-Urmpi<B05sin od siebie istotnie
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D) Akt ywnoSi AzoR pr oduk o wR koeeensip ASKel@ ordza kt er i ¢

P. fluorescens ASK6 8 w obecnoSciazowyahr wni k - w

W kolejnym etapie zbadano a kt y wno Si enzymatycznN wewnN
AzoR, produkowane] pr z eR. kofeenkig ASK 10ei P.dlbbesceanp - w
ASK68w obecnoSci azbwyshwHodokle pizygotowano zgodnie z met o d N
opi s apolrozdviale IV.3.1, a analizi akt ywnoSoirzApoRwadzono we:«
procedury opisanej w podrozdziale IV.9. Wykorzystana do analizy biomasa bakteryjna
pochodzhgdowlzi prowadzonych zar - wno w war
jakiwytr zNswWhegghcznSci bada@E p otrey barwhilé azewg k or zy s
(AB113,RB5, AMR)ws t it Uepbae Nt k o wty50 mg LX 5

St wi er dz o n badanel(beczepybPaeudomonas s N zdol ne do pr oc
AzoR (Rycina 18), jednak wpgyw dodatku barwnik-w or a
aktywnoSi t egpr eduaiyowiwdomlgchk ont r ol nych (bez ba
szczepu ASK1 0 ni e zaobser wowano wpgywu wytrzNsar
natomiast dla szczepuASK6 8 wytrzNsanie znacz Naoeniaego ikszag
enzymuw por -wnaniu do warunk-w statycznych.

Por - wnano aktywnhobolvlachAg b ®t yw znych [ wytr z
zawieraj Ncych p o s z cazowvg - IV preypadku a hodowli kszczepu
P. koreensis ASK10st wi erdzono wzrost aktywnoSci AzoR
wpor -wnaniu do hodoawiiewsgjtNeWNsanlyahwni kK AB113
(ulOyte w smgiQerazimtho2@® wl i wywt rpzoNs-avmneajni u do st a
zawieraj Ncej (bBywgi w ArldBRY wipizyad& Godowli szczepu
P. fluorescensASK 68st wi er dzono wzr osw haokdtoywld naocShc iwyA zrozRN's
W por-wnani uychlpawiteartayjckcnych barwni k RB5 (w ¢
wbadani u stWipenosatcdgych ukgadach badanych akt
statycznej i wytrzNsane,; byga por - -wnywal na.

Uzyskane wyniki dotyczNce mkwiyiwmib@en AzoR

dekoloryzacij.i barwni k-w w poszczeg-Ilnych wukga
wyUszym poziomem dekoloryzacji alkarywmisdRax i a wy
stwierdzono jedynie w przypadku hodowli szczepu ASK10 pr owad z o n e ] w obec

barwnika RB5w st i PBemy LU

Uzyskane wyn, kB&zezepy B. &kareersisl ASK 10 i P. fluorescens
ASK68 r - Uni N sin mindzy dehkbdl anmeyxchamjiizmbhmi wni k-
comoUe wyrickhalodami ennych zdolnoSci enzymatyczn)

hodowli.
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Kontrola AB113 (25) AB113 (50) RB5 (25) RB5 (50) AMR (25) AMR (50)
Ukt ad badany (skrdét nazwy barw
OHodowla statyczna (0 obr./min) U"Hodowla wstrzgsana (12
B)
© 2
o _ c
N %
o 1.5 1 :
1
c o [
b
2 E 1 T ::
>‘\ 1 1 1 1 b
- 1! 1 | _I_
a
205 A D:: II ai ! B
< o 1 P 1
|j| 1 1 |j| 1 . 1
0 L 1 1 1 I | I [

Kontrola AB113(25) AB113 (50) RB5(25) RB5 (50) AMR (25) AMR (50)
Ukt ad badany (skroét nazwy barw

OHodowla statyczna (0 obr./min) UHodowl a wstrzgsana (12

Rycina18. Akt ywn o Si e n zpypodukowahego Rzez bakterie A) P. koreensis

ASK 10 i B) P. fluorescens ASK68 w 72-go d z . hodowl ach pgynnych
wobecnoSci bar wiuilky-tw cehz osmtyiclhe iy & She i : @ woraz h

50mg L) wwarunkachst at ycznych | u(®lubm®a abrZnNmg. Koloyamh

oznaczono barwniki: niebieskim - AB113, szarym - RB 5, r - UAMR. Dane

wy r a Owjedoostce U (definiowanejj ako i1 oSl enzymu pomokebnN
barwnika RB5 przez 1min) w przeliczeniu namgbi a.gk-aUni ce statysty
oznaczano magy mi it erami al fabetu gaci GBski eg
r-0Oni N sif odp<Di0®.bie istotnie (
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E) Ocena wpgywu barwni Kktw waodwy qphr zrelbalaegir zy b o
P. koreensis ASK 10 oraz P. fluorescens ASK 68 wobec F.sambucinum
IM 6525

Oceniono a k t y Wn pr&ciwgrzybowN s z c z e pP. koreensis ASK 10
i P. fluorescens ASK 68 wobec grzybni F. sambucinum| M 6525 w obecnoSci
azowych. W tym celu przygotowano 72-godz. wy t r z Nhsdawleebakteryjno-grzybowe
(1V.3.4) z dodatkiem barwnika azowego (W st it Ueni u wmng LS)coranhegowle 5 0
kontrolne (bez dodatku barwnika i/lub bez dodatku bakterii) (IV.3.3). Akt ywno Si
przeciwgrzybowN oceniono na pod&2.awi e suchej
Stwierdzono, Ue zastosowanemavjilbd dd miew ob avipw
na wzrost grzybni F.sambucinum IM 6525 (Rycina 19). Szczepy ASK 10 i ASK 68

ograniczagy rozw-j grzybni odpowiednio do 42%
i stotnie na aktywnoSI pr z¥c alevy przypatiko \ddowls z ¢ z e |
mi eszanej zawieraj Ncej688atlodat ek shazepiuk -ASKI
dodatkowoogr anwzrzagt grzybni do okodgo 35% w por - wr
(63%).
O
A) w 140 2
o a
. 120 ? 1 3
i < 100 T OKontrola
Wg 80 c m+ AB113
c
cu? 60 bc I + RB5
o 40 b b
- =+ AMR
o HEN
B 0
IM 6525 bez bakterii IM 6525 + ASK 10
O
B) & 140
o a
120 a a I
s .l_ a
3?100 K |
> L OKontrola
oz 80 by u+ AB113
c > 60
o N c + RB5
o 40 c
— =L
m+ AMR
. _
B 0
IM 6525 bez bakterii IM 6525 + ASK 68

Rycina 19. Wpgyw barwni k-w azowych (stnlnghbhly) ea barw
aktywnoSIi przeci wgA R koreensis\ASK ¥0d B) B. filuorescens ASK 68

wobec F.sambucinum IM 6525. Kontrol i (przyjatN za 100%) S
wzrostu grzybni w nieobecdnd$diceb ask temagiaioyic z b a
ma gy mi it er ami alfabetu gJaci GEGskiego. WartoSc

siebie istotnie (p < 0,05).
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V.6.2. Mikroplastik

W kolejnym etapie badaEVPrmaaeresnvaybrangch wano w
s z ¢ z eBacilws | Pseudomonas oraz na poziom surfaktyny i ituryny produkowanych
przez szczepy Bacillus. Wb a d a n i u23 sz&rgpy bakteryjne (2 0 s z ¢ Baxiflus w
i trzy szczepy Pseudomonas). Hodowle prowadzono zgodnie z opisem podanym
w podrozdziale IV.3.1,i nt ensywnoSi wazocemrsitaindarka epodst awi e
OD (IV.4.1), natomiast ek st rakcj n [ anali zon ochr foanlatt ®mtr -
wykonywanowe d gnuegt od opi sanych W5pwatiWd3dzi agach
Stwierdzono, Ue dod astomik wMPy mdao i md ceanvglyiwn o S
wzrostu 13 spoSr-d 23 bé&Ryanagoy h Jsezdoymd pe- vd | baa kstzec
Kol L2 i KAS 2.2 odnotowano statystycznie istotne zahamowaniewz r ost u w obecno

MP . Nat omi ast w przypadku pozostagych 11 S .
odnotowano dl alaiskABtepOw ko-re osi Ngnigy odpoa
i246, 6% w por-wnaniu do kontroli (100%). Wyni l
wpgywaintreans ywemn @$it u bakterii w hodowlach pgynt

(2]

o 350

- *

N

= 300

*

w0 250

%)

2 200

s

> 150 *

(2] * *

c

o 100

-

* T
” I‘II
0

W0 P PP

,\fb,\‘b > PP P

2O S 4t 4% 0P x> WP P O @
MOREREOEEE 49\0 O &P (PP P 0 19 & S

Nazwa szczepu

Rycina20. | nt ensywnoSi wzrostu bpok72 gad4. hodowli wo b ecno S
podgoUmzedrBwonN | inpNzbobemaddOomoprzyjnty dla ho
(hodowli bakteryjnych bez dodatku MP). Symbolem gwiazdki (¥) oznaczono wynikir - Un e

statystycznie od danych kontrolnych (p <0,05). Wy ni ki st atyseltyl zemii @s avy U

od kontroli oznaczono odpowiednio na zielono lub czerwono.
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Nastnpcenioeowpgyw dodat ku MP do hodowl i na
i ituryny przez bakterie Bacillus. Wi A ks z o S1i szczep-w wykorzystan
zdol na do jednoczesnej produkcij i obu powyUsz)
szczepy ni ewytwar z aj 36, e KASsLi1Q, fKAR 4.1y noyaz dwi o |
ni eprodukuj Ndz2 Kdl $5u(Tapetays). WKaldny m z badanyehdie w
stwierdzonoz n ac z Nepedgyowu MP na pr o RydmapRlid). Natomidsa kt y ny
w przypadku ituryny,t aki e r - Uni cwep wykemtterommh ®ycma ep - w
21B). Dodatek MP pozytywnie wp(§ ybakiede @i KASr odukcj
2. 2, nat omi amziomydnidlasiq sy @ z wrizeXk bakterie s zczep - w
Kol B9 i Kol L6.
A)
120
100 I
80
60 I
40

II
RIIARERL
o A Tl N B -

D W PP P \,%‘b%(o%,@%\*b,@‘b Q/‘o R

Q@@@@@@@@@@@g EE%Q

o

Produkcja surfaktyny [mg L]

Nazwa szczepu

I I T

*
£ 300
=250 o
*

o N0
™
@q’/\g

50 °© I =
O - I

OJ \(0\0 q/
@@@@@@@@@@\ @@

Nazwa szczepu

Rycina 21. Produkcja A) surfaktyny i B) ituryny przez bakterie ryzosferowe z rodzaju
Bacillusw 0 b e ¢ n op§ €2igodi# Rodowli. Symbolem gwiazdki (*) oznaczono wynik
r-0Oni Ncy si A i ghodowlinbakéeryjmefdbezkdodatkur MP) przy p < 0,05.
J aSni eqgdsienignmznaczono wyniki uzyskane dla hodowli kontrolnych, natomiast

ciemniejszymi wy ni ki uzyskane dla hodowl i zawieraj Nc
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V.6.3. Herbicydy

W pierwszy m et api e tej cziSci przazye pswogowanda
Bacillus.Oceni ono wpgyw -Dheorrbaizc yMETw n2a, 4 nt ensywnoSi
(ha podstawie ghfst oSc4dl),o pptryocdzurkecjj fih osdudhwiE.aik,t yinVy i
IV53) oraz zdwmdktoddii do dewhadahmdijeir biu BTy wh
Pouzyskaniu wyni kh-awd a gy &t pgkteriy ognaniczono do czterech
szczeBacilws.Wdr ugi ej ¢ zofcSecnii obnaod aw® gy w atkeé ylwinoyd - w
przeci wgbaghowtlh szczep weabecacklinceumyDEN 4084Hub
F. sambucinum IM 6525 (IV.6.2) oraz napr odukcj n s ur fvaHodowlachk i i tu
mieszanych bakteryjno-grzybowych (1V.5.2 oraz 1V.5.3).

Na podstawie uzyskanych wynik-w stwierdzon
na wzrost bakterii z rodzaju Bacillus (Rycina22).Obecno & z2n,a4dczNco zwi Aks
i ntensywno Siédmiwgz oz ép- w b a(kzhaezonygh synbotami I'-1a,

IM 13, Kol B2, Kol B3, Kol B9, Kol L6 oraz Zg1.3), przy c¢czym naj winks
(wynoszNcy odpowiednio 259, 218 oraz 190% w
przyjnantych dla 100%) wyzndaxiKdB®. dZakelzeizephet
MET znaczNco zwinkszyga intensywnoSi-lavwzrostu
IM 13, Kol B3, Kol B9, KolL6, Zg1l. 3) . Naj winkszy wzrost st wi e
szczep- - wKolLM 103laaz (IwynoszNcy odpowiednio 230,

300

WzZr o

250

200

150
10
5 II

IM13 KolBl KolB2 KolB3 KolB9 KolL6 KAS22 Zgl3

o

I ntensywnos$¢
o

o

m+24-D m+ MET

Rycina22.l nt ensywnoSi wBadllesswt 0 blea ko teEubiMET2(,udl0y t y ¢ h

w st i UemgiLy. KB Ot rwyrikiuzygkany dla hodowli bakteryjnej bez dodatku

her bi ¢y dpryzaajloge) oznaczono p o z i o mN Symbolem Nwiazdki (*)
oznaczono pr-by r-Une (84006)ystycznie od kontro
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Analiza przeprowLiMSMsavykaehjgakNrwpgywowan
herbicyd- w nchP-Bp przedhaktecig (Rycina23). Naj wi fksze ograni
produkcji surfaktyny, z ar - wno w o bDejakn MES ¢odpowiedrio do 28 i 9%),
wyznaczono w hodowlach szczepu |-Ba. St wi er dzono, Ue orbcy st oso
herbicydy znaczNco (o ok 25%) zwinkszaj N pro
B. subtilis IM13. Whodowl ach pozostajyehsywnosép .  wr odu
surfaktyny w-Doobae METoNS ®iS ¢ 2 ggigowiedioiw przedziag a T
108 oraz 73-97%.

A)
=
S 160
he] * %
o 140 .
=120 * *
o * *
100 T T * T
O
w 80
(o]
o 60
2 40
> *
- 20 i
o o0 Hm
- I'-1a IM 13 Kol B1 Kol B2 Kol B3 Kol B9 KolL6 KAS22 2Zg1.3
< Nazwa szczepu
m+24-D m+ MET
B)
©
S 300 -
a 250
* *
*© 200
0 I * * %
° 150 T * I
z * * * * * *
2. 100 - —
7 * I
c 50 % *
m =
R 0 —
c

I'-1a IM 13 KolB1 KolB2 KolB3 KolB9 KolL6 KAS22 Zg1l3
Nazwa szczepu

m+24-D =+MET

Rycina 23. | nt e n sy vwodutch B) supfaktyny i B) ituryny przez bakterie Bacillus
wobecndBxlibMET(uUytych w ngth Kemit uwyrktuzygkany

dla hodowli bakteryjnejb e z dodat ku; henyhaljedydd - wznaczona pozi

| i nSyrbolem gwiazdki (*y oznaczono wynik r-UniNcy sifn st
kontroli (p < 0,05).
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Produkcjai t ur y ny nagiloisj bgglagieceonaw hodowl i -laorazzepu | ¢
KolB3zar - wno w obDecnaokSci MET4A Z kolei najwinkszy
wyznaczono w hodowl ach szcZgep3wwKaABe ®mo@sIMil3 2, 4
iKolB2 w obecnoBSeiyskMETe wyni ki heisydya abacheN , Ue
wSrodowi sku wzr os mod blaéproadkcjiiiibi msgKNf a&tyant - w
samymwpgywal na aktywnoSi przeciwgrzybowN bakt e

Wyni ki bada®@ nad Badiltusdo Scté dNr ddi&kd jeir iDher bi cy
i MET zamieszczono w Tabela 12. Stwierdzono, Ue badane szczepy r
zdol noSdedNr addbacj i (zezepbKold 6d -dve.gr @ dowad oba her
naj wyUszym poziomie (kol ejDnidETS GatdBniash szezep 52, 6 %
KolB2 na najniUszym (0,0 oraz 2, 1%) .

Tabela 12. Degr adacj a 24D wazMEOd( wOytych w ngttHUeni u

przez szczepy Bacillus po 72 godz. prowadzenia h od o wl i w podgUu pgy
StinUenie wyjSciowe hemght &yd- tw(mrwaiynjorstiNg ® z & 010 C
s t a n ommikiugyskanedlar ozt wor - w herbicyd-w w podgdoUu L

Lp. Szc_zep Poziom degradacji [%]
Bacillus 2,4-D MET

1. I'-1la 5, 4 | 40, 9

2. IM 13 27, 3 27, 4

3. Kol B1 30,0 26, 6
4. Kol B2 0,0 2,1 F
5. Kol B3 0,0 38,5

6. Kol B9 37,5 36, 9
7. Kol L6 46, 8 52,6
8. KAS 2.2 40, 6 14,1
9. Zg 1.3 43,8 8,1
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Dodal szych et égpajwclyadadieail wpgjlywu her bicyd:- w
aktywnoSI pr z bakteriwBacillwsydraa waNp r odukcj i surflaktyny
wybrano cztery szczepy Bacillus: Kol B2, Kol B3, Kol B9 oraz Kol L6. Szczepy wybrano
tak, aby w tej grupi e zrn-alnai zNjzye o $siNiiS deigradacg r i e
badanych h,evylkiazy daska N wR @rdecivgrzybowN i wykazywanym
wpgemwa wzr ost k csievimego (Tabel@8, Takeka 12).

Najpierw oceni-bnor avp gMWT 2nd intensywnoSi
sz czepF ouimorum DSM1049 i F.sambucinum IM 6525 hodowanych
w monokulturach. Stwierdzono,  dbeatek herbicyd- wdo hodowlip o wy U sgzryzcyhb - w
newp gymea i nt ensy wngmzghi DSM10%,sate stymuluje wzrost grzybni
IM 6525 (Rycina 24).

Nastfipnie ocaerbonayadpikytw wnoSi przeci wgrzyt
szczep- w z r Batitlus jSuwi er dzono, U herMETc yndiye 2z, wh 1k
aktywnoSci przeciwgr zlybdarey c hb adFtsermm.pWrwvo b e ¢
przeci wni e, w kilku przypadkach obecnoSi h
przeci wgs zy b eBadlus.

St wierdzono, UeD owbeltomd&SWl a2c,ch4 mi eszanych :
g r zy BVn6b25 oraz bakterie Kol B2 lubKolB3ni wel uj e aktywnoSi prze
bakterii. Natomiast ob e ¢ n MET w hodowlach mieszanych bakteryjno-grzybowych
wp § ynegatywnienaa kt ywnoSi przeecwwdgs zyblwNzczep-w bak
wobec obu badanych s z ¢ z egrzybawych.

St wi er dzobnaock,t etlee KdBIzagz -KolL6 utr zy mij NN
aktywnoSIi przeciwgrzybowN ni ezal EuBanimelubod zas

dodanego do hodowli herbicydu.
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A) Bacillus sp. Kol B2 oraz 2,4-D B) Bacillus sp. Kol B2 oraz MET
O O

w 180 b w 180
© 160 d © 160 b
S 140 - S _ 140 b
X120 aid Sx120 a? 4 a
» 'z 100 c . 'z 100 ¢
=S 80 = =2 80 d
® 5 60 © 5 60
*;’ 40 *;’ 40
20 20
0 0
Kontrola + 2,4-D + Kol B2 + Kol B2 Kontrola + MET + Kol B2+ Kol B2
i2,4-D i MET
C) %acillus sp. Kol B3 oraz 2,4-D D) %acillus sp. Kol B3 oraz MET
w 180 b b w 180
o 160 © 160 b
S _ 140 - S _ 140 b
X120 a? =120 aa 4
» ‘= 100 » ‘= 100
=S 80 =2 80 d
< 60 (o o = 60 c
=7 40 Ci ¢ =7 40 Ci
— 20 ﬂ ﬁ — 20 ﬂ
0 0
Kontrola + 2,4-D + Kol B3 + Kol B3 Kontrola + MET + Kol B3+ Kol B3
i2,4-D i MET
E) %acillus sp. Kol B9 oraz 2,4-D F) E:_)acillus sp. Kol B9 oraz MET
N7 180 b N7 180
o 160 o 160
S _ 140 S _ 140 b
120 aa 120 a2 a
o = 100 » ‘= 100
c % 80 c % 80
© 5 60 d d © 5 60 d g
= 40 c i c i = 40 c i
=20 S 20 ¢ i
- 0 M i - 0 M L
Kontrola + 2,4-D + Kol B9+ Kol B9 Kontrola + MET + Kol B9 + Kol B9
i2,4-D i MET
G) %acillus sp. Kol L6 oraz 2,4-D H) %acillus sp. Kol L6 oraz MET
%) 180 b (%) 180
o 160 © 160
; _ 140 ; _ 140 b
=120 a a > =120 aa a
» ‘= 100 » ‘= 100
c '% 80 c % 80
® 5 60 ce e ® 5 60 c ¢ ¢
. 40 cd i d i . 40 - i i
20 20 |l|
- % A - % I
Kontrola + 2,4-D + Kol L6 + Kol L6 Kontrola + MET + Kol L6 + Kol L6
i2,4-D i MET

Rycina24.1 nt ensywn o S brzybnzR aulmdérum DSM 1094 (oznaczona kolorem

b i a JjoyamF. sambucinum IM 6525 (oznaczona kolorem czarnym) w o becno Sci b
Kol B2 (A,B), Kol B3 (C,D), Kol B9 (E,F) lub Kol L6 (GH)wp o § Nc z e nD (A,C,E,G)2 , 4

lub MET B.D,FH) (uOytymi w ngtlh KeomitwoZk@Gj nt Nszanydwd &

wyniki otrzymane dla monokultury grzybni hodowanejw ni eobecnoiBei bbajgte wi
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Nastinpmridaeann wppWMBTnApAodukcj n sur fpedédt yny i
badane szczepy Bacillus.

St wi er dz anormkultuldeeszcmepu Bacillus sp. Kol B2 dodatek 2,4-D nie
wpgywa na gurfaktyhy) k ecnjait o mi a st zmnitugry ez a kpgod 2I0&§
(Rycina 25A,C). Ustalono, &k e c nMESivhodowliogr ani cza o ok. 20%
produkcjn surf aRycnadB,D) ak i ituryny

Oceniono wpgyw hernba cydodvukcj n s umwfhadowlacmy i i
mieszanych (bakteryjno-grzybowych), z awi e rbakietfécKolBl2 or az grzybn
DSM 1094 lub IM6 52 5 . Obechw 8du hdadéewl ach mieszanych
zwi Nk paziangaur f aktyny w por - monakolturbaktergnychyak o d o
i hodowli mieszanych ni ez awi er a{DNRycioah 254)., 4 Jedno,criee Sni e
stwierdzono istoDnergopwpdykaj 2,4t uryny w hod
(Rycina 25C).

Wprzypadku MET wy z n aastpwodukcji surfaktyayfanhpdowli z
mi eszanej zawi eKohkB Ncel a zb a REMelyOh9®d Aw por - wnaniu
zar - wno mo paktdryinéj jakiirhgdowli mi es zanej d ododarto METy c h ni e
(Rycina 25B). Natomiast w hodowli mieszanejz gr zybni N I M 6525 taki e
Dodatkowo, st wi er dzMBE®, nilUe wpgywa na produkcj i it
mieszanych (Rycina 25D).
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A) B)
250 250

C
200 T

o

200 L

150 150

d
a aa aa
a b b

100 T e b © 100 I bc b
b T c
II I II I

0 0
+ + +

Kontrola + 2,4-D + Kontrola + MET

a
o
a
o

Produkcja surfaktyny [%0]
Produkcja surfaktyny [%6]

grzybnia grzybnia grzybnia grzybnia
i2,4-D i MET
C) D)
120 2 a 120 aa
— 100 I — 100 I
g b b g b ®
> 80 I 2 80 1
P >
=] =]
:i 60 f_E. 60
£ g
2 40 2 40
S d °
& 20 c I o oo ¢ C
c c Cc
0 I i == 0 I i = ==
Kontrola + 2,4-D + + Kontrola + MET + +
grzybnia grzybnia grzybnia grzybnia
i2,4-D i MET

Rycina 25.1 nt ensy wn o Sburfgktyry dAJB ¢ifuiyny (C,D) przez bakterie

Bacillus sp. Kol B2w o b e cno S diculrgorumP®Vvhiiod4 (j aSno e ¢ Bleb¢E

F. sambucinum IM 6525 (ciemniejszy odc) e@r az her-Di(AC) Wb MET2, 4

BD) (uUytych w motlHUKonump&laiyj nt N sz aa nyblydik

uzyskane dla monokultury bakterii b e z dodat ku m-eliiccey dstvat ysty
oznaczano magy mi i ter ami al fabetu Jgaci GBGski e

wramachwykresuni e r - Uni N si i pe@05si ebie istotnie (
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Oceniono wpgyw her biDciyME-TW n2a, 4produkcjn surfakt
w monokulturach szczepu Bacillus sp. Kol B3. StwierdzbnoieUep@ywa n
produkcjn surfaktyny przez bakterie tego szcz
wydzielanie ituryny (Rycina 26A,C). Z kolei MET zmni ejsza produkcjn
0 26,7% i, podobnie jak 2,4-D, ni emall c a gk owydzielarge itwygyr ani c z a
w monokulturze (Rycina 26B,D).

St wi er dz omeg n olBD wohqdewli mieszanej za wi e r agyzybuoire |
szczepu DSM 1094 powoduje znaczny wzrost poziomu surfaktyny (Rycina 26A).
Nie wyznaczono pozyt ywnego -Wp dywupradddakcj n surfaktyn
mi eszanej zawi eidMags28chije gstzwibenridizono tak Ue wzi
izolowanej ituryny z hodowli mieszanych bakteryjno-grzybowych prowadzonych
wo b e c no Sx(Rycifa 28A,C).

Ustal ono, Ue obecno $ieszangEl bakteryjnogdzgbamyach c h
nie wpgywa znaczNco na produkcjn surzeaktyny
Bacillus sp. Kol B3 z dodatkiem MET, ni emall cagekmprwo ccu lec jhiami t ur
(Rycina 26B,D).

87



A) B)

160 c 160
—= 140 I — 140
S =
> 120 a g . a > 120 a g
€100 I . €100 I d
£ £ b b 4 cd
5 80 b X z 80 I ¢ T
8 8,
S 60 I g 60 I
3 40 3 40
e <)
a 20 o 20
0 0
Kontrola + 2,4-D + + Kontrola + MET + +
grzybnia grzybnia grzybnia grzybnia
i2,4-D i MET
C) D)
120 120
aa a a
—100 L d —100 1L d
S, S
2 80 2 80
> >
= 2
:i 60 ‘E 60
g . g
3 40 3 40 c
o I c o I
o o
20 I 20
b p b b b b b
0 - = —_ 0 I T _
Kontrola + 2,4-D + + Kontrola + MET + +
grzybnia grzybnia grzybnia grzybnia
i2,4-D i MET
Rycina 26. | nt ensywnoSi produkcij i surfaktyny (A, B)

Bacillus sp. KolB3w o becnoSdFicumorumPdvhliodd ( j aSno e ¢ plebeE

F. sambucinum IM 6525 (ciemniejszy odc) e @r az her-Di(AC Wb MET2, 4

BD) (uUytych w mglfUemrtur o83@ przyjntNwmki 100 %
uzyskane dla monokultury bakterii b e z dodat ku m-elmiicey dstvat ysty
oznaczano magy mi i ter ami al fabetu Jgaci GBGski e

wramachwykresuni e r - Uni N si npeg@dO5si ebie istotnie (
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Nastinpni e wpkhadvanlmer bi cyd:-w na produkcijn
w monokulturach szczepu Bacillus sp. Kol B9. Stwierdzono, Ue oba F
wp gy Wap r od uskrtaltyily, natomiast stymulu j wydzielanie ituryny. 2,4-D i MET
z wi h k pozignjityryny odpowiednio do 140% i 120% (Rycina 27).

Oceniono r - wni eU popw§yWYewhechicyd-w na produkcij n
i ituryny w hodowlach mieszanych bakteryjno-gr zybowych. ®Obevyka&ly wa,ga
zr - Unicowany wpgyw bhhoporfiakiwbadbhwe(WYonbSci od o
w hodowli szczepu grzybni. Stwierdzono:

1) wzr ost pozi omu surfaktyny w DSMA@4! i mi e
dopoziomu por - wnywal n egcitlussp. KihBh (Rkcinad t ur N
27A);

2) brak wpgywu na produkcj n(Rycina27€¢)ny w t e]j S

3y obni Uenie poziomu surfaktyny i ituryny
IM 6525 (Rycina 27A).
Wprzypadku ME T r-wnieU zaobserwowano, C

naprodukcij it | jespzoapl eeplt oy\ily- tveayepu grzybni. Stwierdzono:

1) wzr ost pozi omu surfaktyny w DSMA@4v| i mi €
dopoziomu por - wnywal n &gcilussp. KnnBh Rycind t ur N
27B);

2y brak wpdgywu na produkcjn surfaktyny w hod
(Rycina 27B) oraz

3) spadek produkgcji ituryny w obu badanych hodowlach mieszanych (Rycina
27D).
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A) B)
120 120

aa aa a
a
100 I aa a = 100 I i a
> 1 - = b I
> 80 c > 80 b
X bc x4 b
= T b b= I
2 60 2 60
8 8
£ 40 £ 40
> >
S 8
a 20 a 20
0 0
Kontrola + 2,4-D + + Kontrola + MET + +
grzybnia grzybnia grzybnia grzybnia
i2,4-D i MET
C) D)
160 b b 160
140 I 140
2120 a 2 120 @
= T1 I a z I
S, 100 S, 100
=] L =
g g %
8] (8]
X 60 < 60
° e]
© 40 o 40
o a
20 d 20 o
0 - 0 -
Kontrola + 2,4-D + Kontrola + MET +
grzybnia grzybnla grzybnia grzybnla
i2,4-D i MET
Rycina 27. | nt ensywnoSi produkcij i surfaktyny (A, B)

Bacillus sp. KolB9w obecnoScH.  culgorumyDSM 1094 ( j aSnioeijc$ = ¥E

lub F. sambucinum IM 6525 (ciemniejszyo dc) e@&r az her-bD{ACylbMBT 2, 4
BD) (uUytych w mglL#).Oemnrnturo8@ przyjntNwki 100 %
uzyskane dla monokultury bakterii b e z dodat ku m-elriiccey dstvat ysty
oznaczano magymi i terami al fabetu Jgaci GEBski e
wramachwykresuni e r - Uni N si fi pe@05si ebie istotnie (
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Oceniono wpgyw her biDcyid- MET ,da produituyfyn sur f
w monokulturach szczepu Bacillus sp. Kol L6. St wi er dz en ogranicide 2,4
produkcjn obu badanych 1| i pope&plteyRycima28A,Cnonokul 1
nat omi ast MET nie wpgywa na pr odukwyfzielanlkeur f ak t y
ituryny o0 22,9% (Rycina 28B,D).

Badania nad -WpigyMET™ R2a 4produkcj i surfaktyn)
mieszanych bakteryjno-gr zy bowy ch wykaz agjyD w hodewli ddkteric no Si 2
Kol L6 z g r z DBM G0N prowadzi do wzrostu p oz i 0 mu zar -wno surf
jakii t ur yny w dodmodowl miaszaingj bez dodatku tego herbicydu (Rycina
28A,C). Natomiast w przypadku hodowli mi es z an e ] zawi e IMaBp2,Cc e j gr :
obecnoSD p@2woidowaga spaduefaktynp @leindreu mi aga wpgy
na poziomituryny(wp or - wnamd powioedni ch ukgad-w kontroln

Podobne efekty zaobserwowano dla MET,tzn.w hodowl i DSM@4& ybni N
nast Npi @ozienursarfaktyny (Rycina 28B) i ituryny (Rycina 28D), natomiast
whodowli z grzybni N I'M 6525 nie stpoziomr dzono
badanych |l ipopeptyd- w.
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Rycina 28. | nt ensywnoSi produkcij i surfaktyny (A, B)

Bacillus sp. Kol L6 w

obecnoSdiculrgorumP®Vhliod4 ( j aSno éd ¢ plebeE

F. sambucinum IM 6525 (ciemniejszy odc) e @r az her-Di(AC Wb MET2, 4

BD) (uUytych

uzyskane dla monokultury bakterii b e z

w  megtil®).Okearitur 0905 przyj At N wgnki 100 %
dodat ku m-elmiicey dstvat ysty

oznaczano magy mi i ter ami al fabetu Jgaci GBGski e

wramachwykresuni e r - Uni N si i pe@05si ebie istotnie (
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Podsumowuj Nc wvdyortiykciw pliif # dvar E h e (28-D ¢ MET) na

wzrost gr zy bFusarium oraz na akt ywnoSi przeicpwgduabkdjoivN
bi osurf aktta&anmte-cwh mketiiz ogzajuBacillus, st wier;:dzono, Ue
1) herbicydy 2,4-D i MET wykazuj N zr-Unicowany wpgyw

badanych s Rusaduenpi- 8t y mu |l uj N F.sambugnsm IM 6525,
natomi ast nie wywierajN zRmalmamcDSg b094vp §y wu n &
n

2) obbecnoSi hewbhodowld owni Ua |l ub nie wpgywa :
przeci wgrzyboBdiluswelze @ - g rFasartum. wBzczepy Kol B2
iKolB3 tracN cznSi swojej skutecznoSci w obe
szczepy KolB9iKolL6 zachowuj N swoj N aktywnoSi przec
na obecnoSi;herbicyd-w

3) w monokulturach bakteryjnych:
a) obecnoSbDz&a&zwyczalj nie wpgywa na produkcjn
szczepu Bacillus sp. Kol L6, gdzie stwierdzono niewielki (ok. 20%) spadek jej

produkcij;

b) obecnoSi MET powoduje ograniczenie produk
KolB2 i Kol B3 i nie ma wpgywu na pB%dukcjn
i Kol L6;

c) obecnoSi h @awbduje ggdaniczenie produkcji ituryny w przypadku
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against Fusarium culmorum

Aleksandra Walaszczyk®, Anna Jasiriska?, Przemystaw Bernat?, Grazyna Plaza® &
Katarzyna Paraszkiewicz?"!

The amounts of anthropogenic pollutants, e.g., microplastics (MPs) and pesticides, in terrestrial

and aquatic ecosystems have been increasing. The aim of this study was to assess the influence of
MPs on the removal of herbicides (metolachlor, MET; 2,4-dichlorophenoxyacetic acid, 2,4-D) and

the production of biosurfactants (surfactin and iturin) by Bacillus sp. Kol L6 active against Fusarium
culmorum. The results showed that Kol L6 eliminated 40-55% MET and 2,4-D from liquid cultures,

but this process was inhibited in the presence of MPs. Although the pollutants did not strongly limit
the production of surfactin, iturin secretion was found to decrease by more than 70% in the presence
of all three pollutants. Interestingly, the strongest modification in the profile of iturin homologues
was calculated for the cultures containing MET + MP and 2,4-D + MET + MP. The bacteria significantly
limited the growth of the phytopathogenic F. culmorum DSM1094F in the presence of individual
pollutants and their two-component mixtures. However, in the presence of all three tested pollutants,
the growth of the fungus was limited only partially (by no more than 40%). The presented results are a
starting point for further research on bacteria-fungi-plants interactions in the soil environment in the
presence of multiple pollutants.

Chemical pesticides are produced synthetically and applied as a main method for pest removal, especially in
agriculture. In 2020, pesticide consumption was 2.66 million metric tons, with the United States being the largest
pesticide-consuming country worldwide with 407.8 thousand metric tons of pesticides used, and Brazil coming in
second with 377.2 thousand tons consumed. From 1990 to 2010, the global consumption of pesticides increased
by more than 50%'. According to Soloneski et al.?, more than 99.9% of pesticides applied to crops worldwide
become toxic residues in the environment, never reaching their specific targets. These compounds are usually
toxic and persist in both terrestrial and aquatic ecosystems®. The usage of pesticides results in their accumula-
tion in the environment and, subsequently, a modification of the metabolic activity of various organisms and
interactions between them®. The residues of pesticides can affect not only environmental biodiversity but also
human health®*. Among the various techniques used for pesticide removal, microbial bioremediation stands out
as an eco-friendly, cost-effective and efficient method. Some microorganisms, primarily bacteria® and fungi’,
have been proven to be able to mineralize or transform (partially degrade and/or detoxicate) anthropogenic
pollutants, including synthetic pesticides®®.

2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), an herbicide containing phenoxyacetic acid), has been widely used
for decades to control broadleaf weeds in several crops, including rice, wheat, sorghum, sugar cane, and corn®.
According to Islam et al.'’, over 1500 commercial herbicide products contain 2,4-D as an active ingredient. This
herbicide has often been detected in surface and ground water and therefore poses an important environmental
issue and health hazard. Importantly, approximately 91.7% of 2,4-D ends up in water. Among the phenoxyacetic
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acid herbicides, 2,4-D is one of the most easily broken-down compounds, and it has been discovered that micro-
bial communities worldwide have a high prevalence of 2,4-D mineralization''.

Another widely used herbicide is MET (2-chloro-N-(2-ethyl-6-methylphenyl)-N-((1S)-2-methoxyl-meth-
ylethyl) acetamide), which accounts for approximately 4.2% of herbicide usage worldwide. This compound is
a commonly used, highly selective chloroacetamide pesticide. MET has a moderate level of toxicity, an ability
to block the enzymes involved in the gibberellin pathway and can exert negative effects on human liver cells'>.

Environmental pollution arising from plastic waste is a major global concern and one of the greatest threats
to global aquatic and terrestrial biodiversity. Plastic pollution has been recognized as one of the most critical
challenges of modern societies worldwide!*~'¢. Plastic can be categotized based on several different qualities,
e.g., chemical composition, particle size, application possibilities, and physicochemical properties. MPs are
defined as small particles of synthetic organic polymers with a diameter between 1 um and 5 mm''. According to
Nizzetto et al.'”, up to 700,000 tons of MP is input into agricultural land in Europe and North America annually.
‘Weithmann et al.'® estimated that 35 billion to 2.2 trillion pieces of MP enter cropped soils via compost applica-
tion in Germany annually. Based on their origin, MPs can be divided into two categories: primary (manufactured
intentionally and used especially as an ingredient of various personal care products) and secondary (generated
through the fragmentation of plastic litter).

Because of its hydrophobic properties, large molecular weight, and lack of functional groups that microbes
can identify, polyethylene (the most popular petroleum-based plastic) persists in the environment'”. Low-density
polyethylene (LDPE) is difficult to degrade after disposal, which results in environmental pollution and ecosystem
disruption. This type of MP also poses an increasing threat to terrestrial and aqueous wildlife. According to Sen
and Rout?, there are many reports suggesting that polyethylene causes blockages in the intestines of birds and
various aqueous animals.

Bacteria from the genus Bacillus are gram-positive, spore-producing rod-shaped, aerobes or facultative aer-
obes, mostly isolated from soil. According to Caulier et al.?!, more than 370 Bacillus species have been described
thus far. Members of the genus Bacillus are known to secrete a wide variety of metabolites, including enzymes,
cyclic lipopeptide (cLP) biosurfactants belonging to the surfactin, iturin or fengycin families, polyketides, hybrids
of polyketides and nonribosomal compounds and volatile compounds?'?2, Bacillus cLPs are synthesized via non-
ribosomal peptide synthetases, which causes a significant amount of structural variability in these compounds,
resulting in the production of a mixture of homologues (varying in the length of the fatty acid chain) and/or
isoforms (differing in the amino acid sequence of the peptide)*. Many published data indicate that environ-
mental Bacillus strains usually secrete biosurfactants as mixtures of various isomers and/or homologues. For
example, while testing 25 Bacillus strains isolated from vegetable rhizospheres, Bartal et al.** distinguished as
many as 158 surfactin variants present in the ferment broths. The percentage content of different isoforms and
homologues of Bacillus cLP biosurfactants can be affected by various factors, such as culture conditions and
medium composition®*.

Some of these metabolites produced by rhizospheric Bacillus bacteria exhibit antimicrobial properties, act as
surfactants or play a role in improving plant health and growth; therefore, many of those species are described
as plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR). The mechanisms used by rhizobacteria (including PGPR)
for the bioremediation of contaminated soils include biosorption/degradation/transformation of pollutants
and production of various metabolites, e.g., polymeric substances, siderophores or biosurfactants®”. Biosur-
factant-producing Bacillus strains are one of the most promising PGPR, among others, due to the synergistic
effect of surfactin, iturin and fengycin on bacterial motility leading to biofilm formation and root colonization,
induced systemic resistance (ISR) in plants and antimicrobial activity against phytopathogens. In particular,
bacterial biofilm presence as well as iturin and fengycin secretion play a significant role in plant protection
against phytopathogens®"**-%*, Some Bacillus strains are known as microorganisms capable of synthetic pesticide
degradation®’.

Anthropogenic pollutants such as herbicides and plastics may influence the diversity and/or metabolic activ-
ity of soil microbiota, including PGPR. The objective of this study was to evaluate whether the presence of
MPs influences the ability of Bacillus bacteria to remove herbicides (2,4-D and MET), produce biosurfactants
(surfactin and iturin) and inhibit fungal growth. The present study provides new data on the influence of MPs
and herbicides on Bacillus sp. The ability of Kol L6 to produce biosurfactants and degrade herbicides allows for
a better understanding of the impact of some pollutants on plant growth-promoting microorganisms. Based on
our literature survey, this study is the first to report on the influence of MPs on 2,4-D and MET removal as well
as biosurfactant production by a Bacillus strain active against phytopathogenic fungi from the genus Fusarium.

Materials and methods

Microbial strains.  All the bacterial strains used in the study are stored in the strain collection of the Depart-
ment of Industrial Microbiology and Biotechnology, University of Lodz, Poland. The Fusarium culmorum DSM
1094F strain was obtained from the Leibniz Institute DSMZ.

In this study, 18 different Bacillus strains isolated from rhizosphere with potentially different kinds and levels
of anthropogenic pollutants were used (Table 1). Two of the strains, I'-1a and Zg 1.3, were isolated from highly
polluted environments. The remaining 16 strains were isolated from nonurban areas. All of the strains secreted
compounds capable of surface tension reduction (indicating their ability to produce biosurfactants), which was
assessed by methods described in Materials and Methods, subsection “Biosurfactant extraction and analysis”

Chemicals. Chemicals used for surfactant and herbicide extraction by the QUEChERS method, surfactin
and iturin standards, herbicides (2,4-D and MET), crystal violet solution for microscopic analysis and sodium
dodecyl sulfate (SDS) were obtained from Sigma—Aldrich (Germany). A stock solution of each herbicide
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Biosurfactants production mg L' **
Bacterial strain Site of soil sample isolation DCT (mm)* Surfactin Tturin Fengycin
I'“la Oil rafinery, Czechowice-Dziedzice, Poland (49°5'N 19°0'E) 7.5 6.7+0.5 61.8+4.1 +
Zg 13 ?;;sét?]l}] (fgjg%i;(;rmer “Boruta” Dye Industry Plant in Zgierz, Poland 85 702433 133.749.36 N
IM 14 Helenéw Public Park in L6dZ, Poland (51°4'N 19°2'E) 7.0 158+1.5 9.1+05 +
KAS 1.10 Kashubian Landscape Park, Poland (54°1'N 18°3'E) 5.0 0.0+£0.0 277429 -
KAS 2.2 9.0 42.7£3.0 255.9£15.7 -
KAS 2.4 10.0 38.8+3.1 283.5%17.5 +
KAS 2.5 9.5 33.8+2.3 23.1x1.6 +
KAS 4.1 5.0 0.7£0.1 10.5+0.7 +
Kol B1 Kolnica village, Greater Poland Voivodeship (52°5'N 18°3'E) 8.0 101.2+7.1 243.3+16.9 -
Kol B9 9.0 335423 199.1+13.9 +
Kol D3 9.0 67.3+6.8 159.5+15.8 +
Kol L2 5.0 14.0+1.4 0.0+0.0 +
Kol L6 8.5 384427 161.3+11.3 +
Kol 83 10.0 7.9+0.6 473448 +
Kol §5 6.0 21.2+2.1 0.0+0.0 -
Kol §8 9.5 27.2+2.8 1629114 +
Kol S10 4.5 0.0£0.0 29814 -
Kol Si6 8.0 27.4£1.9 368.3+27.8 -

Table 1. Isolation site of bacterial strains and biosurfactants production by the strains cultured for 72 h in LB
medium. Surface activity was assessed by the DCT. *Surface activity assessed by DCT for the negative control
(LB medium) was 3 mm and for the positive control (5% water solution of SDS) it was 8 mm. The average
standard deviation was lower than 10%, and therefore was not shown. **Surfactin and iturin were evaluated by
LC-MS/MS using appropriate standards and fengycin presence was assessed by MALDI-TOF/TOE.

(10 mg mL~") was prepared in 96% ethanol obtained from Avantor Performance Materials Poland S.A. (Poland).
Chemicals used in the analysis performed by liquid chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS/MS)
were purchased from Avantor Performance Materials Poland S.A. (Poland).

MP preparation. In this study, LDPE powder with a grain size of 100-500 pum and a melt index of
190 °C/2.16 kg (Abifor AG, Switzerland) was used. Nonsterile LDPE (1.5 g) was suspended in 5 mL of 96%
ethanol and incubated for an hour. During the incubation, the sample was vortexed several times. Then, 10 mL
of sterile deionized water was added to obtain a final MP concentration of 100 mg mL ™. The procedure was per-
formed under sterile conditions. The MP stock solution was subsequently used for the preparation of submerged
bacterial cultures.

Submerged bacterial cultures. Liquid Luria-Bertani (LB) medium was inoculated with a 1% 24-h-old
preculture grown in the same medium, according to the method described by Plaza et al.”2. Cultivation variants
with the addition of 1) MP; 2) 2,4-D; 3) MET; 4) MP and 2,4-D; 5) MP and MET; and 6) MP, 2,4-D and MET
were prepared. The final concentration of MP in the culture was 2000 mg L, while the final concentration of
each herbicide was 50 mg L. To determine the antifungal activity, analogous cultures with the addition of E
culmorum DSM 1094F (using a 10% 24-h-old fungal preculture obtained in LB medium) were prepared. Appro-
priate biotic controls (bacterial or fungal culture with neither MP nor herbicide addition) and abiotic controls
(with no microorganism addition) were also prepared. The results of the preliminary study confirmed that the
amount of ethanol used for herbicide and MP stock preparation does not have any effect on bacteria and fungi.
The cultures in the final volume of 30 mL were incubated for 72 h in 100 mL Erlenmeyer flasks. All cultures and
abiotic controls were incubated on a rotary shaker (120 rpm) at 28 °C. Then, in the experiments on antifungal
activity, the fungal biomass was separated from the extracellular fluid by vacuum filtration using previously
weighed Whatman filter paper No. 1 (Merck, Germany). The mycelium was then dried at 60 °C to reach a con-
stant weight.

Herbicide extraction and analysis. First, to assess the influence of MPs on herbicide recovery, abiotic
controls were prepared. The data of abiotic control individual variants were assumed to be 100% to determine
the level of pesticides in the appropriate cultures containing Bacillus sp. Kol L6 bacteria. Then, MP (2 g L!) was
added to LB medium containing MET and/or 2,4-D (50 mg L™!) and incubated for 72 h on a rotary shaker, fol-
lowed by extraction and analysis of individual herbicide contents. Finally, 2,4-D and MET removal by Bacillus
sp. Kol L6 cultured in the presence of individual pollutants or their mixtures was assessed.

To estimate herbicide elimination by the bacteria, a sample of the bacterial culture (20 mL) was homog-
enized twice with glass beads (1 mm diameter) for 4 min at 25 m s™' (Retsch, Ball Mill MM 400). To the
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obtained homogenized cultures, 10 mL of acetonitrile (ACN) and four salts (2 g of MgSO,, 0.5 g of NaCl, 0.5 g
of C;H;NaO; x 2H,0, and 0.25 g of C;HNa, 0, x 1.5 H,0) were added, and the extraction was carried out using
QuEChERS techniques. After centrifugation, the top layer was collected. 2,4-D and MET contents were analysed
according to the methods described by Nykiel et al.** and Jasinska et al.**, respectively. Briefly, 2,4-D content was
measured using an Agilent 1200 HPLC system (Agilent, USA) and a 3200 Q-TRAP mass spectrometer (Sciex,
USA) equipped with an ESI source. The obtained extract was diluted in a mixture of water and methanol (80:20,
v/v). The parameters of the chromatographic method were as follows: 10 pL of the diluted sample was injected
onto a Kinetex C18 column (50 mm x 2.1 mm, particle size: 5 pum; Phenomenex, Torrance, CA, USA) and heated
at 37 °C with a flow rate of 500 uL min~". Water (A) and methanol (B) were applied as mobile phases, with both
containing 5 mM ammonium formate. The solvent gradient was initiated at 80% and, after 1 min, decreased to
10% A for 1 min; then, it was maintained at 10% A for 2.5 min before returning to the initial solvent composi-
tion over 2 min. The ion source of MS was operated in negative mode at a temperature of 500 °C. The multiple
reaction monitoring pairs (MRM) for 2,4-D were m/z 219.9-160.9 and 220.9-162.9. The same chromatographic
parameters were applied for MET. However, the MS parameters were different. The ESI source was operated in
positive mode, where the MRM pairs for MET were m/z 284.09-252.2 and 284.09-176.3.

Biosurfactant extraction and analysis. In a preliminary study, the drop collapse test (DCT) was used
as a sensitive, rapid method for screening bacteria producing biosurfactants®**, Briefly, the culture was centri-
fuged, and 10 L of the supernatant was placed on the surface of a polystyrene plate. After 15 min, the diameter
of the drop was measured and compared to the positive and negative control drop diameters (5% water solution
of SDS and LB medium, respectively).

To determine the production of cLPs, the culture was centrifuged at 10,000xg for 10 min. The supernatant
was extracted by a modified QuEChERS technique according to the method previously described by Bernat
etal.”” and Paraszkiewicz et al.>***, Briefly, the process included six steps: (1) a 5 mL sample of the culture super-
natant was mixed rapidly with 5 mL of distilled water in a 50 mL centrifuge tube; (2) 10 mL of ACN was added,
and the sample was vortexed for 2 min; (3) the mixture of the four salts (2 g of MgSO,, 0.5 g of NaCl, 0.5 g of
C4H;NaO, x 2H,0, and 0.25 g of C;HNa,0, x 1.5 H,0) was added, and the sample was vortexed for five minutes;
(4) the sample was left to sit for 20 min; (5) the upper organic phase was pooled; (6) another 10 mL portion of
ACN was introduced to the sample, and the extraction procedure was repeated.

Surfactin and iturin analyses were performed using an Agilent 1200 LC (Santa Clara CA, USA) system with a
3200 QTRAP mass spectrometer (Sciex, Framingham, MA, USA) equipped with an ESI source. Five microliters
of ACN samples was injected onto a Kinetex C18 column (50 mm x 2.1 mm, particle size: 5 pm; Phenomenex,
Torrance, CA, USA) heated to 40 °C with a flow rate of 600 pL min~'. The mobile phase consisted of water (A)
and methanol (B), which were both supplemented with 5 mM ammonium formate. The run time was 6 min
with the solvent gradient was initiated at 40% B. After 0.5 min, the amount of B was increased to 100% during
the next 1.5 min and was maintained at 100% for 2.5 min before returning to the initial solvent composition
over the next 2 min. The mass spectrometer ion source worked in positive mode, spray voltage 5.500 V and
temperature 600 °C. The data analysis was performed with Analyst™ v1.5.3 software (Sciex, Framingham, MA,
USA). Quantitative lipopeptides analyses were performed for surfactin and iturin A standards (Merck). The
monitored multiple reaction monitoring (MRM) pairs were m/z 1030-391, 1044-391, 1058-391 and 1072-391
for sodiated molecules [M + Na]* of the surfactin homologues C13, C14, C15 and C16, respectively. For sodiated
ions of homologues C13, C14, C15 and C16 of iturin A, the MRM pairs were m/z 1051.5/1051, 1065.5/1065,
1079.5/1079 and 1093.5/1093, respectively.

Fengycin presence was confirmed using a MALDI-time of flight (TOF/TOF) mass spectrometer AB SCIEX
5800 System (AB Sciex)*. Briefly, a mixture of a 0.5 uL of cLP extract (diluted in 2 mL of methanol) and 0.5 pL
of a matrix solution (containing 10 mg mL™! DHB dissolved in ACN) was deposited onto the MALDI target.
MALDI-TOF/TOF analyses were conducted in the positive ionization and reflector mode in the range m/z
900-2000 at a fixed laser intensity of 3500 (instrument-specific units). The ten most intense signals per spot
were selected for automated MS/MS measurement at a fixed laser intensity of 5000 (instrument-specific units).

Microscopy. Microscopic analysis was performed using a Nikon Eclipse 50i light microscope with a Nikon
DS-Fi3 camera and NIS-Elements D 5.11.01 software.

Statistical analysis. All experiments were conducted at least in triplicate. The obtained results were pre-
sented as their mean values. An average standard deviation (SD) was calculated. One-way ANOVA analysis of
variance was performed using Microsoft® Excel® (Microsoft Corporation, Washington, DC, USA). Differences at
P <0.05 were considered significant.

Results and discussion
Characterization of biosurfactant production by the bacterial strains. The results obtained from
the DCT in the preliminary study revealed that all tested strains secreted compounds with surface activity. Fur-
ther analysis using LC—MS/MS and MALDI-TOF/TOF techniques showed that all tested strains produced cLPs.
Moreover, these strains exhibited diverse profiles of surfactin, iturin and fengycin secretion (Table 1). Exemplary
LC—MS/MS chromatograms (Figure §1) and MALDI-TOF/TOF mass spectrometry (MS) spectra (Figure S2) of
the lipopeptides extracted from Bacillus sp. Kol L6 cultures are presented in the supplementary material.

Most of the strains (11 isolates) simultaneously produced surfactin, iturin and fengycin. In turn, a mixture
of two biosurfactants (surfactin and iturin) was produced by three strains, and the secretion of only one type
of biosurfactant (surfactin or iturin) was found in four strains. Depending on the strain, the levels of secreted
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surfactin and iturin varied and were in the ranges of 0.7 £0.1 to 101.2+7.1 mg L™' and 9.1+0.5 to 368.3+27.8 mg
L}, respectively.

Comparison of the ability of the Bacillus strains to remove herbicides. Of the 18 studied strains
(Table 1), only four isolates showed a notable (>40%) ability to remove at least one of the tested pesticides from
the growth environment (Fig. 1). The most effective was Bacillus sp. Kol L6. This strain removed 2,4-D and MET
with 53.2 and 47.4% efficiency, respectively; therefore, it was chosen for further analysis.

Pesticide residues present in the soil adversely affect the populations of organisms inhabiting it. They can
both disrupt the functioning of individual organisms and affect the interactions between them*-*'. The wide use
of 2,4-D in agriculture has led to the long-term persistence of its residues in agricultural soils. Many scientific
works prove its adverse effect on plants and soil organisms such as earthworms, fungi and bacteria and their
interrelationships*.

There are only a few papers showing the degradation of 2,4-D by bacteria of the genus Bacillus. Karami et al.**
isolated bacteria from polluted wheat field soils and proved their capacity to degrade 2,4-D. The identified strains
were classified as members of the genera Pseudomonas, Entrobacter, Bacillus, Seratia and Staphylococcus. Simi-
larly, Nguyen et al.** demonstrated efficient degradation of 2,4-D by a population of microorganisms present in
heavily contaminated soil. In addition, prolonged exposure to the herbicide resulted in the enrichment of the
community in bacteria of the genera Bacillus and Paenibacillus, which may suggest an increased predisposition
of these genera to tolerate and degrade 2,4-D.

To date, many MET-degrading microorganisms, including bacterial and fungal strains, have been
identified'>***. Some studies have reported the ability of Bacillus bacteria to mineralize or transform MET**,
Kanissery et al.*” used DNA-stable isotope probing to investigate microbial MET mineralization in soil. The 16S
rRNA gene sequencing of aerobic MET-mineralizing microorganisms showed a close relationship to Bacillus
spp. Nevertheless, those reports did not evaluate the ability of bacillus strains to produce biosurfactants.

Importantly, the strain chosen for further analysis in this study (Bacillus sp. Kol L6) was established as a
very effective producer of both surfactin (38.4+2.7 mg L™") and iturin (161.3 £11.3 mg L") (Table 1). Similar
levels of surfactin (35.0+2.6 mg L™!) and iturin (132.5+15.6 mg L) secretion were reported for the natural
surfactin and iturin overproducer B. subtilis IM 13°. To the best of our knowledge, there have been no reports
on biosurfactant-producing Bacillus strains capable of 2,4-D and/or MET removal.

2,4-D and MET removal by Bacillus sp. Kol L6 from cultures amended with a mixture of the her-
bicides and/or MP.  To assess MP influence on herbicide recovery, abiotic controls were prepared (Fig. 2).

It was found that in the systems containing 2,4-D or MET alone, close to 100% of the pesticides remained
in the sample after incubation (Fig. 2). In the case of both 2,4-D and MET, the addition of the second herbicide
used in the study did not affect the extraction efficiency. However, it was found that in the presence of MP, only
approximately 80% of 2,4-D and MET remained in the sample after incubation. Moreover, in a mixture contain-
ing MET and MP, the remaining amount of 2,4-D was reduced by approximately 40%.

As shown in Fig. 3, Bacillus sp. Kol L6 showed the ability to eliminate 2,4-D and MET from both the cultiva-
tions containing individual pollutants or their mixtures (containing more than one pollutant). Compared to the
cultures containing a single pesticide, the removal of 2,4-D and MET in the presence of MP decreased by 11.8 and
24.6% (p<0.05), respectively. However, the addition of both herbicides as well as MP almost completely reduced
the removal of both 2,4-D and MET. The effectiveness of 2,4-D and MET elimination from multicomponent
systems was only 10.7 and 6.4%, respectively (p < 0.003).

Taking into account the previously demonstrated possibility of 2,4-D and MET sorption on the surface of
MP particles, the reduced efficiency of eliminating these herbicides from the growth environment by Bacillus sp.
Kol L6 may result from the limited bioavailability of the pesticides used. Because of the small MP particle size,

100 I

80

60

02,4-D
mMET

40

20

2,4-D / MET remaining [%)]

I“1a Zg1.3 KAS 2.2 Kol L6
Strain

Figure 1. Percentage values of 2,4-D and MET (50 mg L") remaining in the cultures of selected Bacillus strains
cultivated for 72 h in LB medium on a rotary shaker (120 rpm) at 28 °C. Percentage values of the pesticide
remaining in abiotic control was taken as 100%. The significance of the differences between the samples was
determined according to ANOVA test (p<0.05).
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Figure 2. Abiotic controls: MP influence on the remaining percentage of (a) 2,4-D and (b) MET from LB
medium after 72 h of incubation on a rotary shaker (120 rpm), at 28 °C. The significance of the differences
between the samples was determined according to ANOVA test (p<0.05).
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Figure 3. Influence of MP on the percentage of the remaining (a) 2,4-D and (b) MET from Bacillus sp. Kol L6
cultures conducted in LB medium after 72 h of cultivation on a rotary shaker (120 rpm), at 28 °C. The results are
shown as a percentage of control samples (Fig. 2). The significance of the differences between the samples was
determined according to ANOVA test (p<0.05).

large specific surface area and strong hydrophobicity, pesticides could be easily adsorbed onto MP surfaces™*~.
Information about how MPs could impact microbial degradation activity towards pesticides has seldom been
reported. However, there are papers describing the effect of MPs on prolonging the effective residual life of
cypermethrin and modifications of some parameters of soil microbial activity in the presence of glyphosate™*.

Influence of herbicides and MP on surfactin and iturin production by Bacillus sp. Kol L6.  Sur-
factin production in the presence of 2,4-D, MET and MPs (used alone or as pollutant mixtures) is shown in
Fig. 4a. It was established that the pollutants do not strongly limit surfactin production, though the differences
wetre found to be statistically significant (p <0.001). The lowest level of surfactin was found in the culture con-
taining 2,4-D or MP (71.4+5.6 and 75.1 £ 8.2%, respectively) compared to 100% calculated for the biotic control
(without any pollutant addition). Interestingly, MET added together with MP did not negatively affect surfactin
synthesis.

In contrast, the use of each pollutant alone or pollutant mixtures resulted in the reduction of iturin production
by Bacillus sp. Kol L6 (Fig. 4b) (p<0.001). The lowest iturin production was noted for cultures containing a mix-
ture of all pollutants (29.1 + 1.7%), a 2,4-D + MET mixture (37.6+ 3.0%) and MP added separately (40.3 £5.2%).

Four homologues of surfactin (C13-16) and four homologues of iturin (C13-16) were found in the control
culture (Fig. 5). In all of the examined cultures, variant C15 of surfactin was dominant, ranging between 53.9
and 57.3%. The obtained results revealed that the pollutants used in the study did not significantly influence the
surfactin homologue pattern. Exemplary chromatograms of the identified surfactin homologues are available
in the supplementary material in Figure S3.

Interestingly, a complete reduction in the content of iturin homologue C13 was observed for cultures contain-
ing the MET + MP mixture and the mixture of all three pollutants. On the other hand, the relative contents of C15
and C16 homologues in the same samples visibly increased from 38.3 to 47% and from 25.1 to 43%, respectively.
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Figure 4. Surfactin (a) and iturin (b) production by Bacillus sp. Kol L6 in the cultivations containing individual
pollutants: 2,4-D; MET or MP or pollutant mixtures. The results are shown as a percentage of biotic control
data. Legend: white square—without pollutants, light grey square—addition of one pollutant, dark grey square—
addition of two pollutants, black square—addition of three pollutants. The significance of the differences
between the samples was determined according to ANOVA test (p<0.05).

The obtained data revealed that the simultaneous presence of an herbicide mixture and MP strongly disturbed
Bacillus sp. Kol L6 iturin production and affected the structural diversity of iturin.

Many publications show that 2,4-D, MET and MP may influence the metabolic activity of microorgan-
isms. For example, Bernat et al.” showed that the fungal strain Trichoderma harzianum IM 0961 can reduce
oxidative stress in 2,4-D-affected wheat and alleviate its toxic effect. Hogan et al. *® showed that the tfdA gene,
which encodes 2,4-D/a-ketoglutarate dioxygenase catalysing the first step of 2,4-D degradation, is often found
in soil bacteria from the genera Bacillus, Lactobacillus and Streptococcus. Yang et al.** showed that in soil pol-
luted with the pesticide glyphosate as well as MP, microbial respiration and the dynamics of some soil enzymes
(P-glucosidase, urease and phosphatase) changed significantly. However, there are no previous studies on the
impact of MP on Bacillus surfactin and iturin production.

Importantly, the subtle structural differences in biosurfactant variants (produced as a mixture of various
isoforms and/or homologues) might modify the biological activity of these compounds®™*. However, future
research is necessary to evaluate the precise antimicrobial action of individual Bacillus surfactant homologues.
In the presence of pollutants, the efficiency of cLP biosurfactant production by Bacillus strains may change.
However, the effect of MPs, 2,4-D and MET on the biosynthesis of bacterial lipopeptides such as surfactin and
iturin has not been reported thus far.

Influence of herbicides and MPs on the antifungal activity of Bacillus sp. Kol L6. To test the
influence of the pollutants on Bacillus sp. Kol L6 antifungal activity and mycelial growth (Fig. 6a) were examined
in the presence of pollutants and used as reference data in further analysis containing the addition of bacteria
Kol L6 (Fig. 6b).

Pollutants (used individually or in mixtures) did not show a significant inhibitory effect on E culmorum DSM
1094F growth (Fig. 6a) (p>0.05). In contrast, in the mixed fungal-bacterial culture containing the fungus and
Bacillus sp. Kol L6 bacteria, a very strong (nearly 80%) inhibitory effect was observed (Fig. 6b). Similarly, in
the presence of individual pollutants and their mixtures, the bacteria also strongly inhibited the growth of the
fungus (by more than 86.8%). The only exception was the culture containing all three pollutants (2,4-D, MET
and MP), in which the growth of the fungus was limited only partially (by 37.2%). With the exception of the
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Figure 5. Surfactin (a) and iturin (b) homologues produced by Bacillus sp. Kol L6 in the presence of different
pollutants: 2,4-D; MET or MP or their mixtures.

sample containing all three impurities, all other results showing a decrease in fungal growth were statistically
significant, with a p-value lower than 0.001.The obtained results correspond with the data presented for iturin
production obtained for Bacillus sp. Kol L6 cultured in LB medium amended with both herbicides and MPs.

Many papers emphasize the strong antifungal activity of iturin. For example, Calvo et al.*’, using the Bacil-
lus amyloliquefaciens BUZ-14 strain capable of producing surfactin, iturin and fengycin, showed that iturin A
is the main lipopeptide family responsible for fungal inhibition. Xiao et al.®’ examined the activity of fengycin
and iturin A isolated from B. subtilis Z-14 on the soil-born fungus Gaeumannomyces graminis var. tritici. They
established that iturin A induced cell wall disappearance, membrane degeneration, intracellular material shrink-
age, and hyphal fragmentation, while fengycin destroyed the internal structure of fungal cells.

Microscopic analysis. Microscopic analysis showed that F. culmorum DSM 1094F cultivated in LB medium
grew homogeneously and abundantly without pellet formation regardless of the presence of herbicides (Fig. 7a).
The fungal hyphae formed loose aggregates around MP particles; however, no pellets were observed (Fig. 7b).
Microscopic analysis revealed that Bacillus sp. Kol L6 had the ability to form biofilms on MPs (Fig. 7¢). In the
bacterial-fungal mixed culture, after 72 h of cultivation, a nearly complete reduction in fungal biomass occurred
(Fig. 7d). The incubation of bacteria and the fungus in the same environment resulted in the formation of very
short filaments with no branches. Moreover, it was observed that the majority of hyphal tips lost their integrity.
‘When the mixed bacterial-fungal culture was amended with all of the pollutants used in the study, Bacillus sp.
Kol L6 antifungal activity was limited, which resulted in moderate fungal growth (Fig. 7¢). These results cor-
respond well with the data presented in Figs. 4b and 6b (presenting iturin production and fungal biomass reduc-
tion, respectively).

Presently, many scientific papers have focused on the ability of various microorganisms to degrade MPs'
However, the influence of MPs on microorganism metabolic activity (e.g., herbicide biodegradation or biosur-
factant production) is rarely researched. One such paper was that of Jasiniska et al.*, who reported that MPs
induced oxidative stress in the MET-degrading filamentous fungus 1. harzianum.

The results obtained in this study suggest that Kol L6 bacteria have the ability to form biofilms on the surface
of MP particles. Similarly, the study conducted by Tarafdar et al.*® revealed that Bacillus siamensis ATKU1 formed
biofilms on the MP surface after its interaction with LDPE as a sole carbon source.

61-64
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Figure 6. F. culmorum DSM 1094F growth intensity in LB medium amended with the pollutants: 2,4-D; MET
or MP. Dry fungal biomass was obtained from (a) fungal cultures and (b) mixed bacterial-fungal cultures.

The significance of the differences between the samples was determined according to ANOVA test (p<0.05).

* no significant differences in fungal growth compared to control (p>0.05); ** significant differences in fungal
growth compared to control (p<0.001).

Conclusion

The present work is the first to show the influence of MPs on the degradation of selected herbicides, the com-
bined effect of these pollutants on the production of surfactin and iturin by Bacillus bacteria and their antifungal
activity. It has been shown that Bacillus sp. Kol L6 is capable of eliminating 2,4-D and MET, but in the presence
of plastic microparticles, this process is strongly disturbed. In addition, both herbicides and MPs had little effect
on the level of surfactin produced but strongly limited the biosynthesis of iturin. This was especially noticeable in
cultures containing a mixture of 2,4-D + MET or 2,4-D + MET + MPs. In addition, one of the iturin homologues
was completely absent under these conditions. Bacillus sp. Kol L6 strongly limited the growth of the phytopatho-
genic fungus F culmorum DSM 1094F. Moreover, the addition of a mixture of 2,4-D and MET and a mixture
of 2,4-D and MP increased the antifungal activity of the bacteria. However, in cultures containing all three
contaminants, fungal growth was limited by only 40%. It can therefore be concluded that in the presence of MPs
and the mixture of tested herbicides, the bacteria show a weaker antifungal effect. Considering the common co-
occurrence of MPs and other pollutants in the natural environment, this paper introduces new information that
may be a starting point for further research, e.g., on bacterial-fungus—plant interactions in the soil environment
and the influence of soil pollutants on the metabolic activity of plant growth-promoting (PGP) microorganisms.
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V.6.5. Suplementdoart ykugu naukowego 1
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Figure S1. MRM chromatograms of surfactin (RT 2.52-2.59) and iturin (RT 2.29-2.41)
(a) standards and (b) isolated from Bacillus sp. Kol L6.
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Figure S2. MALDI-TOF/TOF mass spectrum of the lipopeptide mixture presented in an extract
prepared by a modified QUEChERS procedure from the culture supernatant of Bacillus sp. Kol
L6.
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Figure S3. ESI-MS/MS spectra of sumrFactin homologues: (a) C13, (b) C14 and (c) C15.
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V.6.6. Fungicydy

W tej czfiSci bada@E st bakteryye iz codzajz Baellusy s zcze
Kol B2, Kol B3, KolB9 i KolL6 (uUywane |jako modesl3eorabdwdawcze
szczepy grzybni z rodzaju Fusarium 7 F. culmorum DSM 1094 oraz F. sambucinum
IM6525.0c eni onof wnpggiyewy d - w mAa&Z iomrtaen PYRwno Sl (navzr ost u
podstawie ghistoSci dptwktyenolSdbdepwizieci Wwgraybo
hodowlach bakteryjno-grzybowych (IV.6.2)or az pr odukcj n szuarrf-awkntoy ny
w monokulturach jak i w hodowlach mieszanych (1V.6.2; IV.6.3).

Stwierdzono, U eAZ i PR dodawane do hodowli w st @dbhenryij Scch owy
odpowiednio 250 mg L*oraz 24gL*ni e maj N negatywnego wpgywu
wzrostu badanych bakterii Bacillus (Tabela 13). Dodatek fungicydu AZ do monokultury
grzybni znaczNco ogranigzaybwwabemi abtu PRdaar
jedynier oz w- j gr A09d(Ryicindd2S)M

Tabela13.1 nt ensywnoSi wBacillassst uh obdaokwtl earcihi pgynnych z
syntetycznych (250mglLit)¢ BRI(2,4vg LA Heeniana na podstawie OD

hodowli. Wynik uzyskany dla hodowli kontrolnej ( bez dodat kuptf ayjgintcy dz av
100%.

. Szczep I ntensywnoSi wzrostu bakt

P- Bacillus A7 PR

1. Kol B2 99, 7 113, 1

2. Kol B3 117, 1 105,92

3. Kol B9 111, 3 118, 6

4, Kol L6 95, 8 116, 2

Wpgyw AZ i PR na aktywnoSIi Bacilus@wniianagr zy b ow
stosuj Nc hodo vbakeryjnmiraylsowea n eSt wi e r dfungioydy, nie U e
ograniczaj N aktywnoSci .lpclzechevgna§bowehodawtl i
mo g Jatomiastpr owadzi il do wzrostu aktywnoSca mirkeci

Uadnego WpJgwu. aktywnoSci pr zeci wtyierdzzgnbw w e | w
hodowl ach mieszanych zawieraj Ncych grzybnin ||
Wprzypadku fungi cyMaktPyRynoAWi fpkrsiresgahaszgnoz y b o w
whodowl ach mieszanychkydawidHDSME52y ardz bakterie
szczepuKolB2, a takUe mielsadimwlcaclz awi er a6p28orgzc h gr z
bakterie Kol B3.
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O
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I ntensywnos$
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120 g4
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Intensywnos$
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Kontrola + PR

d

+ Kol B2+ Kol B2
i PR

Bacillus sp. Kol B3 oraz PR
O

bc

c C
]
+ Kol B3+ Kol B3
i PR

F) Bacillus sp. Kol B9 oraz PR
O

H
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I ntensywnos$
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Bacillus sp. Kol L6 oraz PR
‘O

d d
r?i rﬁ'

+ Kol L6 + Kol L6
i PR

Rycina29.1 nt ensywn o S brzybnzR aulsérum DSM 1094 (oznaczona kolorem

b i a joyamF. sambucinum IM 6525 (oznaczona kolorem czarnym)

Kol B2 (A, B), Kol B3 (C, D), Kol B9 (E, F) lub Kol L 6

(G, H)

250 mg L™ (A, C, E, G) ubPR2,4gLL(B,D,F,H.Kontr ol i

wyni ki

otrzymane dlI

a

monokul tury

w obecnoSci
w podNcAZeni u

przyjntN za

4

grifzyrmaii c ynob-dw .
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Nastipni e zbAaZdRRma wp dyYWwkc|j n s yrzdzhakangg ny i i
szczepy Bacillus.

Stwierdzobe¢nd® fungicyd:- Bacillus smokKelBRul t ur z
powoduje ponad dwukrotny wzrost produkcji surfaktyny (Rycina 30A,B) oraz obni Ua
produkcij.n Rotzuiroycémyi t uryny wyznaczormpovdohbonokul t
ni Uszy w adpowiednioAZd PR n i Chodewli kontrolnej (Rycina 30C,D).

Oceniono r - wni eU wpgdyw tych fungicyd-w na po
w hodowlach mieszanych bakteryjno-gr zy bowyc h, zawi @Bacdlysdpcy ch s z
KolB2 oraz gr zy D®SM 1894 fulz Mz682p.uJzyskane wynikipor - wnano
z danymi wyznaczonymi dla odpowiednich hodowli mieszanych bez dodatku
fungi c§tdwiwer dzono, Ue mbzraodSNcergZo nipegy wu na
izolowanej z hodowli surfaktyny (Rycina 30A), ale znacznie zwinksza
(Rycina30C), zwQJaszczaawi eroadjoNacleij zbakt er iseczefio!l B2 o
DSM 1094.

Z kol ei obecnueSly r RRE n p cpazpmucssrfaktyny w hodowli
mieszanej za wi er aj Nc elM 6585 (Rycinan3OB) oraz istotny wzrost poziomu
ituryny w hodBSMI1094 (Rycima3®).bni N
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A) B)

b b
250 b b 250 I

S I S e
2 200 2 200
2 2
4 =
£ 150 £ 150
2 a a 7 aa
S100 T S100 I c
% C c cd % cd d
B T Td 3 T
2 50 2 50 I
o i o

0 0

Kontrola + AZ + + Kontrola + PR + +
grzybnia grzybnia grzybnia grzybnia
i AZ i PR
C) D)
120 aa 120 aa
— 100 I d — 100 I
- I - b b
E I E
s 60 s 60 d
g g I
S 40 S 40
°© e ©
) o
o 20 C i & 20 . ¢ c
I I
0 § 0 m N
Kontrola + AZ + + Kontrola + PR + +
grzybnia grzybnia grzybnia grzybnia
i AZ i PR

Rycina 30. 1 nt ensy wn o Sburfgktyry dAJB tituiyny (C,D) przez bakterie

Bacillus sp. KolB2w o becnoSdFiculmorumpPdVhliodd ( j aSno e slebeE

F. sambucinum IM 6525 (ciemniejszyo d ¢ ) e @ a z f AZwg isct ynd?bévmg Lot
(AC)lubPRw stn@aglL'yBD).Kontroln przyjntNwynkd 100 %
uzyskane dla monokultury bakterii bez dodatku f un gi ¢ R dU mistatgstyczne
oznaczano magy mi i ter ami al fabetu Jgaci GBGski e

wramachwykresuni e r - Uni N si i pe@05si ebie istotnie (
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Oceniono wpgyw fungicyd-w AZ i PR na produk

w monokulturach szczepu Bacillus sp. Kol B3. Uzyskane wynikiwy k azagy, Oe AZ
ma istotnego wpgywu na produkcj i bcatdaeych | i
wpgywa na pozizomejsgapr foalutkyen yi, i t Rycya3l). o 25, 3%

Nastfipni e przeanali zowamo pwpgywm bimgiucy ai
izolowany z hodowli mieszanych (bakteryjno-grzybowych), zawieraj Ncych b
KolB3 or az [QSMZ094 lnbilvi6525.

St wi er d zoobneoc,n olBd hAZ owl i Kol B3 zaws2eraj Nce
znaczNco zwinksza (Pywind 3A). sBotwkUyngny poziom
wwyni ku obecnoSci AZ stwierdzono na(Rwima ast w
31B). ObecnoSi PR w hodowli Kol B®5 zawiddkowg N e |
wzrost poziomu izolowanej z hodowli surfaktyny oraz spadek poziomu ituryny (Rycina
31B,D). Natomiastwh odowl i Kol B3 2z aDB$Velodd,jolbeajnRREd zy bni
z wi N lkapaziangizolowanej z ituryny (Rycina 31D).

A) B)
140 140

QD
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a a % a a
100 I
80 cc ¢
60 T I
40
20
0
+ +

Kontrola + AZ

120 a @
100 I
80

C
60 ? > b
40
20 '
0
+ +

Kontrola + PR

H o

Produkcja surfaktyny [%]
Produkcja surfaktyny [%]

grzybnia grzybnia grzybnia grzybnia
i AZ i PR
C) D)
_. 140 C 140
X a a X a
= 120 2 a a a = 120 a a
£ 100 I T I £ 100 I b
> > b b
2 80 2 80 T
5 60 . @ 60 ¢
(&] (8] Cc
< 40 . < 40 I
8 20 8 20
a0 ()
Kontrola + AZ + + Kontrola + PR + +
grzybnia grzybnia grzybnia grzybnia
i AZ i PR

Rycina 31.1 nt ensy wn o Sburfgktyny dAJB €ituiyny (C,D) przez bakterie

Bacillus sp. KolB3w o becnoSdFiculrgorumpP®vhiliods (j aSno é ¢ BlebgE

F. sambucinum IM 6525 (ciemniejszyo d c Joer@ z f un gwcy td i RO mgau
(AC)lubPRw st fi@dql'yBD). Kontrol A przyj it XNwynld 100 %
uzyskane dla monokultury bakterii bez dodatku f ungi cRdUmwi ce statysty
Oznaczano magymi it er ami al fabetu Jgaci GEBski e

wramachwykresuni e r - Uni N si npe@05si ebie istotnie (
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Ocenonowpgyw fungicyd-w na produkcjn surfakt
szczepu Bacillus sp. Kol B9. Stwierdzono, Ue =z ar - wno AZ, jak i PR ¢
obu ocenianychl i popeptyd-w przez WRghaIE i e tego szcze

Zbadano r-wnieU wpgyw tych fungicyd- - w n
w hodowlach mieszanych bakteryjno-gr zy bowyc h, z awi eBadiljus\sp.y ¢ h S
KolB9 oraz DSMzlyOOndi nl ub I M 6525. St wierdzono, C

i stotnego

wpgywu na

pr oduk c Kd B9z wmmwfi &k grgybwo eij i

DSM 1094 (Rycina 32A,C). Natomiast w hodowli K o |

obecnAaZ®irowadzi ga

do

B9

t

z a gyrzybnitidM 8825¢ |

obni Ue nRyaina@2A}, i ojnmeud nsoucrzfeaSkn

ni eznaczni epozgomiunyoygRy&a 32C). W przypadku fungicydu PR ustalono
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a a
II

Kontrola

A)

120

100
80
60
40
20

Produkcja surfaktyny [%]

C)

120

100
80
60
40
20

Ho

Produkcja ituryny [%]

Kontrola

wpgyw

+ AZ

+ AZ

b
b b
I I
c
+ +

grzybnia grzybnia
i AZ

Ho

d

+ +
grzybnia grzybnia
i AZ

Cc

B)

120

100
80
60
40
20

Produkcja surfaktyny [%]

D)

120

100
80
60
40
20

Produkcja ituryny [%0]

a

Kontrola

a
I

o

Kontrola

jedyni ezawi éroaljoMd éDSMiDM 5 giaan ie i
ituryny @mmaqP)szyJa

sin o 25%
b b ) b
T b Lp
| I I
+ PR + +
grzybnia grzybnia
i PR
a
I
o :
I
c c
+ PR + +

grzybnia grzybnia
i PR

Rycina 32. | nt ens vy wn o Sisurfaktymyd(&,R)di jitiryny (C,D) przez bakterie
obecnoScH  culgarumyDisM 1094 ( | aSn o dc § lebyE

Bacillus sp. Kol B9 w

F. sambucinum IM 6525 (ciemniejszy o d ¢ ) cer(@a z

(A,C) lub PR w

f ungiwc ysd 050 MG Lt

stn@2dglituBD). Kontr ol f

przyj fit N wyni

uzyskane dla monokultury bakterii bez dodatku f ungi ¢ Rd Owi ce

oOznaczano

w ramach wykresu n i

ma gy mi I

e r-0Uni N

i ter ami

sinpeddsSsi ebi e

al
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(
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Zbadano wpgyw AM i PR na produkcjn surfakty
Bacillus sp. Kol L6. St wi e r dodatek AZ do nibeokultury Kol L6 powoduje spadek
produkcji surfaktyny o 17,4% (Rycina 33A)j ednoczeSnie zwifikszaj Nc
0 35,8% (Rycina 33C). Natomiast dodatek PR do hodowli Kol L6 powoduje o bni Ueni e
produkcji surfaktyny o 28% (Rycina33B)ni e wpgywaj Nc i st ofRycine na p
33D).

Ocenianot ak Ue wpgdgyw fungicyd-w na poziom sur
w hodowlach mieszanych (bakteryjno-grzybowych), z awi e rbmlteNec gzczipu
Bacillussp. KolL6or az gr zyb mENI10%42ub IM&EFR5L

Stwierdzobecnd® AZ miaga p eagm yudaktyny wp gy \
w hodowli Kol L6 za wi e r ayjzyiriie§l 6525 (Rycina 33A), a t ank fbgiom ituryny
w hodowliKolL6zz awi er aj NcRSM 1@04 (Ryciman33G). W przypadku fungicydu
PR, jedynym stwierdzonym efektem dziagania te
poziomu ituryny w hodowli K o | L6 zawi er B§MNLO9 (Rycina 3BP)b n i i

A) B)
120 aa - —120 —aa
S, I S, I b
~ 100 b b = 100 b b
c T c c b
S, 80 S, 80 T
£ c ¢ £ c
c
8 60 I I 8 60 I
5 5 I
n 40 n 40
8 8
o 20 o 20
=] =}
g8 0 g 0
o Kontrola +AZ + + o Kontrola + PR + +
grzybnia grzybnia grzybnia grzybnia
i AZ i PR
C) D)
b b
< 140 I < 140
X X
X S, aa
~ 120 a?@ =120 aa T
S100 =L e s100 I
2 80 I 2 80 d
.g 60 c % 60 b T
< 40 I < 40 I
8 20 d d 8 20 c c
Kontrola + AZ + + Kontrola + PR + +
grzybnia grzybnia grzybnia grzybnia
i AZ i PR

Rycina 33. | nt en sy wn o Sisurfaktyryd(&,K)dijitiryny (C,D) przez bakterie

Bacillus sp. Kol L6 w o b e cnoScH. culgarumyDSM 1094 ( j aSn o djc § IByE

F. sambucinum IM 6525 (ciemniejszy o d ¢ Jcer@@ z f u n g iwc ysd -1V@50 g Lt

(AC) lub PRw st fi@2dgli'uBD). Kontrol A przyjntNwmni 100 %
uzyskane dla monokultury bakterii bez dodatku f ungi ¢ Rd Owi ce statyst
Oznaczano magy mi it erami al fabetu Jaci EGski e

wramachwykresuni e r - Uni N si npe@05si ebie istotnie (
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Podsumowano uzyskane wy ni ki dbaatdyac® Nc e symigiygznyetu

fungicyd-w na aktywnoSli przeciwgrzybowN oraz j

szczepy Bacillus.

1)

2)

3)

Fungicydy AZ i PR mogNakdzwinyowdi erwedy wair zr

wyznaczanN w shzocdzoewBaeilush Wyznaczono zwi ks zon N

aktywnoSi przeciwgrzybowN w obecnoSci

ay fungicydu AZ w hodowl ac lszczepa W 6525afa;Ncy c h
bakterie s B2lab&kpl B3ayordg o |

by fungicydu PR w hodowl ac bzczepa ®SMe10% jublc y ch g
IM 6525 oraz bakterie szczepu KolB2,a t ak Ue w zhaowdioeml aajchhcy ¢ h
gr zy b neb2d ibbakMrie szczepu Kol B3.

FungicydyAZ i PR wywieraj N prdoddokodnybwpgywf akt

w monokulturach s z ¢ z eBxacillus.

a) Wyznaczono wzrost produkcji surfaktyny przez bakterie szczepu Kol B2 pod

wpgywem dziagania obu fungicyd-w, a takC
bakterie szczepuKolL6 w obecnoSci AZ.
b) Wznaczono spadek produkcij.i Ssurkbl8ktyny p

iKol L6 oraz na produkcij i it uproydn yw ppdryzweezm s
dzi agamui auUyt ych w b ad aBaktedecszczepuukold38 cy d - w.
zmni ejszygy produkcjn ituryny jedynie w
Fungicydy AZ i PR majniipzodWkc¢ij b wsitughyap §y wy
w hodowlach bakteryjno-grzybowych, z aylodOru Uyt yc hbagtezic zep - w
igrzy.b- - w
a) W winkszoSci wukgad-w badanymawpdbevaundlib f
powoduje wzrost poziomu surfaktyny lub ituryny.
b) Wyznaczono spadek poziomu surfaktyny w hodowli mieszanej bakteryjno-
grzybowej wyznaczono jedyniewo b e cno ScioddAvivach zawi er a|j
g r z y B.samibucinum IM 6525 oraz bakterie Kol B2 lub Kol B9.
¢) Wyznaczono spadek poziomu ituryny w hodowli mieszanej bakteryjno-
grzybowej wyznaczono jedynie w obecno Sciho®Bwlwi zawier aj
gr zy bRdulmorum DSM 1094 i bakterie Kol B9 oraz w hodowli
zawi er aj Ncle pamigucirmiy IMr6528 i bakterie Kol B3.

119



W ukgadzie zawdangjmNc y nzczepu Racillus spe KolsB3,
g r z y bFnsantbucinum IM 6525 oraz fungicyd AZ stwierdzono wz r 0 st aktywno S
przeciwgrzybowej , wWzr ost pozi omu surfaktyny
do wyznaczonego dla monokultury bakteryjnej) oraz wzrost poziomu ituryny (do poziomu
wyUszego od wy zmoaokutwynbakteyjnef). Wez wi Nzku 2z tym pow

ukgad badany zostag wybrany do dal szych, posz
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