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Wykaz skr·t·w 

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

AB113 ï Acid Blue 113 (barwnik azowy); 

ACN ï acetonitryl;  

AMR ï Amaranth (barwnik azowy); 

AZ ï azoksystrobina (syntetyczny fungicyd); 

AzoR ï azoreduktaza; 

BLAST (ang. Basic Local Alignment Search Tool) ï narzňdzie bioinformatyczne sğuŨŃce 

do por·wnywania sekwencji aminokwas·w, biağek lub nukleotyd·w; 

cLP ï cykliczne lipopeptydy; 

cLP-Bc ï cykliczne lipopeptydy produkowane przez szczepy Bacillus; 

cLP-Ps ï cykliczne lipopeptydy produkowane przez szczepy Pseudomonas;  

CMC (ang. Critical Micelle Concentration) ï krytyczne stňŨenie micelarne;  

DCT (ang. Drop Collapse Test) ï test zapadajŃcej siň kropli;  

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

alkanowy (prekursor RL); 

ISR (ang. Induced Systemic Resistance) ï indukowana odpornoŜĺ systemiczna; 

KMPiB UĞ ï Katedra Mikrobiologii Przemysğowej i Biotechnologii Uniwersytetu 

Ğ·dzkiego;  

LB ï podğoŨe mikrobiologiczne Luria-Bertani;  

LCïMS/MS (ang. Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry) ï 

chromatografia cieczowa z tandemowŃ spektrometriŃ mas;  

LDPE (ang. Low-density polyethylene ï polietylen niskiej gňstoŜci (mikroplastik); 

LPSN (ang. List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature) ï lista nazw 

organizm·w prokariotycznych prowadzona przez Instytut Leibniza DSMZ (niem. Leibniz-

Institut DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH); 

MALDIïTOF/TOF (ang. Matrix Assisted Laser Desorption and Ionisation ï tandem time 

of flight) ï desorpcja/jonizacja wspomagana matrycŃ laserowŃ z tandemowŃ analizŃ 

czasu przelotu; 

MET ï metolachlor (syntetyczny herbicyd);  

MP ï mikroplastik;  

MS ï podğoŨe Murashige and Skoog; 

NADH (ang. Nicotinamide Adenine Dinucleotide Hydrogen) ï forma zredukowana 

dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego; 

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

Informacji Biotechnologicznej; 
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OD (ang. Optical Density) ï gňstoŜĺ optyczna;  

PBS (ang. Phosphate-Buffered Saline) ï s·l fizjologiczna buforowana fosforanem; 

PC ï fosfatydylocholina;  

PDA (ang. Potato Dextrose Agar) ï agar glukozowo-ziemniaczany (podğoŨe 

mikrobiologiczne);  

PE ï fosfatydyloetanoloamina; 

PG ï fosfatydyloglicerol; 

PGPF (ang. Plant Growth Promoting Fungi) ï grzyby promujŃce wzrost roŜlin;  

PGPM (ang. Plant Growth Promoting Microorganisms) ï drobnoustroje promujŃce 

wzrost roŜlin;  

PGPR (ang. Plant Growth Promoting Rhizobacteria) ï bakterie ryzosferowe promujŃce 

wzrost roŜlin;  

PR ï propamokarb HCl (syntetyczny fungicyd w postaci kompleksu z kwasem solnym); 

QuEChERS (ang. Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe) ï szybka, ğatwa, tania, 

skuteczna, wytrzymağa, bezpieczna (metoda ekstrakcji);  

RB5 ï Reactive Black 5 (barwnik azowy); 

RL ï ramnolipidy; 

RO16 ï Reactive Orange 16 (barwnik azowy); 

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

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

SY ï Sunset Yellow FCF (barwnik azowy); 

VOCs (ang. Volatile Organic Compounds) ï organiczne zwiŃzki lotne. 

 

 

 

      

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 Ŝrodowiska i zr·wnowaŨone rolnictwo stajŃ siň coraz bardziej kluczowe 

dla zapewnienia dğugoterminowego bezpieczeŒstwa ŨywnoŜciowego na Ŝwiecie. Wyniki 

badaŒ podstawowych oraz prace ukierunkowane na komercjalizacjň pomagajŃ chroniĺ 

zasoby naturalne oraz ograniczaĺ uŨycie zwiŃzk·w wytwarzanych przez przemysğ 

chemiczny. To z kolei przyczynia siň do zapewnienia bior·ŨnorodnoŜci ekosystem·w 

oraz zdrowia zwierzŃt i ludzi.  

Szacunkowe dane podajŃ, Ũe ponad 70% chor·b roŜlin (w tym roŜlin uprawnych) 

powodowane jest przez fitopatogenne grzyby (Tian i in. 2020). Rozw·j tej grupy 

szkodnik·w obniŨa plony, a w konsekwencji prowadzi do znaczŃcych strat 

ekonomicznych i osğabienia bezpieczeŒstwa ŨywnoŜciowego (Ekwomadu i in. 2023; 

Savary i in. 2019). Dane przedstawione przez Savary i in. (2019) wskazujŃ, Ũe Ŝwiatowe 

straty plon·w dla piňciu podstawowych roŜlin uprawnych (ziemniak·w, soi, pszenicy, 

kukurydzy oraz ryŨu), powodowane przez szkodniki, mieszczŃ siň w przedziale 

od 17 do 30%.  

Szczepy zaliczane do rodzaju Fusarium naleŨŃ do grupy dziesiňciu 

najwaŨniejszych grzyb·w fitopatogennych, stanowiŃcych powaŨne zagroŨenie dla 

Ŝwiatowego rolnictwa (Dean i in. 2012). Drobnoustroje te majŃ wysokŃ zdolnoŜĺ 

adaptacyjnŃ, co pozwala im dostosowaĺ siň do r·Ũnych siedlisk i warunk·w 

klimatycznych oraz zakaŨaĺ wiele r·Ũnych roŜlin uprawnych (Nikitin i in. 2023). MajŃ one 

r·wnieŨ zdolnoŜĺ do dğugotrwağego utrzymywania siň w glebie i na szczŃtkach 

zakaŨonych roŜlin (Ekwomadu i in. 2023). Na infekcjň fitopatogennymi szczepami 

Fusarium szczeg·lnie podatne sŃ pszenica, jňczmieŒ, kukurydza, baweğna czy banany 

(Burgess i Bryden 2012). Patogeny te mogŃ wywoğaĺ tak zwanŃ fuzariozň, objawiajŃcŃ 

siň zgniliznŃ korzeni i ğodyg, wiňdniňciem naczyniowym i/lub zgniliznŃ owoc·w u chorych 

roŜlin (Nikitin i in. 2023). Wiele szczep·w z rodzaju Fusarium wykazuje r·wnieŨ zdolnoŜĺ 

do produkcji mykotoksyn, kt·re mogŃ akumulowaĺ siň w tkankach roŜlin (r·wnieŨ 

w nasionach). W efekcie dochodzi do znaczŃcego spadku zbior·w oraz do wzrostu 

zagroŨenia zdrowia zwierzŃt i ludzi (Rampersad 2020). W zaleŨnoŜci od poğoŨenia 

geograficznego i klimatu danego obszaru, fuzarioza moŨe byĺ powodowana przez 

szczepy r·Ũnych gatunk·w z rodzaju Fusarium (Nikitin i in. 2023).   
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I.1. Syntetyczne i biologiczne fungicydy 

W celu ochrony roŜlin uprawnych przed rozwojem fitopatogennych grzyb·w, 

powszechnie stosowane sŃ fungicydy. Od zakoŒczenia II Wojny światowej fungicydy, 

produkowane przez przemysğ chemiczny, odgrywajŃ istotnŃ rolň w zapobieganiu r·Ũnym 

infekcjom grzybowym. Jednak w ostatnich latach uŨycie powyŨszej grupy zwiŃzk·w 

budzi coraz wiňksze obawy ze wzglňdu na ich niekorzystny wpğyw na Ŝrodowisko oraz 

rozpowszechnianie siň szczep·w opornych (Rampersad 2020). Mimo to w wiňkszoŜci 

kraj·w dominuje rolnictwo konwencjonalne, wykorzystujŃce syntetyczne pestycydy 

do zwalczania szkodnik·w (Savary i in. 2019). Wynika to z faktu, Ũe syntetyczne zwiŃzki 

dziağajŃ szybko, sŃ skuteczne, charakteryzujŃ siň niskim kosztem produkcji oraz duŨŃ 

trwağoŜciŃ. Niemniej jednak, wiňkszoŜĺ syntetycznych pestycyd·w dğugo utrzymuje siň 

w Ŝrodowisku oraz jest toksyczna wobec organizm·w innych niŨ docelowa grupa 

szkodnik·w (Ruomeng i in. 2023). Dane literaturowe wskazujŃ, Ũe powyŨsze zwiŃzki 

mogŃ zmieniaĺ aktywnoŜĺ mikroorganizm·w glebowych, takŨe takich, kt·rych obecnoŜĺ 

jest korzystna dla wzrostu roŜlin (Ali i in. 2020; Prashar i in. 2016). 

WdroŨenie skutecznych metod ograniczania rozwoju chor·b roŜlin 

powodowanych przez grzyby nie jest ğatwym wyzwaniem, poniewaŨ wiele fitopatogen·w 

(r·wnieŨ grzyb·w z rodzaju Fusarium) szybko rozwija opornoŜĺ na uŨywane przez 

rolnik·w syntetyczne preparaty (Ekwomadu i in. 2023). Na przykğad, po okoğo 50 latach 

stosowania fungicyd·w naleŨŃcych do metylobenzyloimidazolowych karbamat·w, 

opisano szczepy naleŨŃce niemal do 100 gatunk·w fitopatogennych drobnoustroj·w 

oporne na tň grupň zwiŃzk·w (Hawkins i Fraaije 2016, Corkley i in. 2021). Dane 

literaturowe donoszŃ, Ũe w niekt·rych przypadkach, nawet po roku stosowania 

syntetycznego fungicydu, moŨna wyizolowaĺ szczepy oporne (Grimmer i in. 2014). 

W zwiŃzku z tym, z roku na rok coraz bardziej zyskuje na popularnoŜci kontrola 

fitopatogennych grzyb·w za pomocŃ metod biologicznych (Tian i in. 2020). 

  EkologicznŃ alternatywŃ dla syntetycznych fungicyd·w sŃ drobnoustrojowe 

biofungicydy. PowyŨszym terminem opisywane sŃ Ŝrodki ochrony roŜlin, wykorzystujŃce 

kom·rki drobnoustroj·w i/lub ich metabolity, przeznaczone do zwalczania chor·b 

wywoğywanych przez fitopatogenne grzyby. Biofungicydy, podobnie jak inne 

biopestycydy, oferujŃ szereg korzyŜci, kt·re przyczyniajŃ siň do ich rosnŃcej 

popularnoŜci w praktykach ochrony roŜlin (Ojuederie i in. 2021, Ayilara i in. 2022). 

W odr·Ũnieniu od chemicznych preparat·w, biofungicydy sŃ mniej toksyczne dla ludzi, 

zwierzŃt oraz Ŝrodowiska, co przyczynia siň do ochrony ekosystem·w i zachowania 

bior·ŨnorodnoŜci (G¿ven i in. 2020). Wysoka specyficznoŜĺ dziağania oraz podatnoŜĺ 

na rozkğad biologiczny zmniejsza ryzyko rozwoju opornoŜci u szkodnik·w 



7 
 

oraz bioakumulacji w Ŝrodowisku (Kumar i in. 2021a). W por·wnaniu do syntetycznych 

odpowiednik·w, stosowanie biopestycyd·w skutkuje takŨe niŨszŃ emisjŃ gaz·w 

cieplarnianych (Ayilara i in. 2023). Dodatkowo, rosnŃca ŜwiadomoŜĺ ekologiczna 

spoğeczeŒstw, regulacje prawne, a takŨe postňp technologiczny sprzyjajŃ opracowaniu 

rozwiŃzaŒ, kt·re sŃ skuteczne, dostosowane do lokalnych warunk·w oraz korzystne 

zar·wno dla zdrowia ludzi, jak i dğugoterminowego rozwoju rolnictwa. 

Fungicydy pochodzenia biologicznego i syntetycznego r·ŨniŃ siň pod wzglňdem 

mechanizmu dziağania. Podczas gdy syntetyczne fungicydy najczňŜciej dziağajŃ poprzez 

inhibicjň oddychania kom·rkowego i/lub biosyntezy steroli, biofungicydy mogŃ dziağaĺ 

na wiele r·Ũnych sposob·w, w zaleŨnoŜci od tego, czy w ich skğadzie znajdujŃ siň 

kom·rki drobnoustroj·w, czy tylko ich metabolity (Gikas i in. 2022; Fenta i Mekonnen 

2024). WŜr·d zr·Ũnicowanych mechanizm·w dziağania mikrobiologicznych fungicyd·w 

znajdujŃ siň: konkurencja o przestrzeŒ i skğadniki odŨywcze, produkcja substancji 

hamujŃcych wzrost fitopatogen·w (m.in. antybiotyk·w i enzym·w litycznych), czy teŨ 

indukcja naturalnych mechanizm·w obronnych roŜlin, np. indukowanej odpornoŜci 

systemicznej (ang. Induced Systemic Resistance; ISR) (Fenta i in. 2023, Fenta 

i Mekonnen 2024).  

Pomimo, Ũe biofungicydy pochodzenia mikrobiologicznego majŃ wiele zalet, 

powszechne ich stosowanie wciŃŨ wiŃŨe siň z powaŨnymi wyzwaniami. DuŨa 

efektywnoŜĺ dziağania takich preparat·w, wyznaczana w warunkach laboratoryjnych, 

czňsto ulega ograniczeniu w warunkach polowych (Fenta i Mekonnen 2024). Co wiňcej, 

czňsto takie biopreparaty wymagajŃ specjalnego sposobu przechowywania i transportu, 

a takŨe, w por·wnaniu do fungicyd·w syntetycznych, charakteryzujŃ siň wiňkszŃ 

wraŨliwoŜciŃ na czynniki fizykochemiczne oraz biologiczne (Fenta i Mekonnen 2024). 

Niekt·re badania wskazujŃ, Ũe zintegrowane podejŜcie do kontroli fitopatogen·w, 

polegajŃce na poğŃczeniu mikrobiologicznych biofungicyd·w ze zmniejszonymi dawkami 

syntetycznych fungicyd·w, moŨe zapewniaĺ lepszy efekt dziağania (Ons i in. 2020). 

WŜr·d popularnych modeli badawczych, czňsto stosowanych w opracowywaniu 

biofungicyd·w pochodzenia mikrobiologicznego, znajdujŃ siň szczepy grzyb·w z rodzaju 

Trichoderma oraz bakterii z rodzaj·w Bacillus i Pseudomonas (Fenta i Mekonnen 2024). 
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I.2. Drobnoustroje wspomagajŃce wzrost i zdrowotnoŜĺ roŜlin 

Do drobnoustroj·w promujŃcych wzrost roŜlin (PGPM ï ang. Plant Growth 

Promoting Microorganisms) naleŨŃ zar·wno szczepy r·Ũnych bakterii ryzosferowych 

(PGPR ï ang. Plant Growth Promoting Rhizobacteria), jak i grzyb·w (PGPF ï ang. Plant 

Growth Promoting Fungi). Mikroorganizmy stymulujŃ rozw·j i zdrowotnoŜĺ roŜlin 

poprzez szereg r·Ũnych mechanizm·w. Badania nad drobnoustrojami PGP, 

koncentrujŃce siň na zrozumieniu mechanizm·w ich dziağania, pozwalajŃ wyznaczyĺ 

odpowiednie warunki niezbňdne do optymalizacji efektywnoŜci biofungicyd·w opartych 

na tych drobnoustrojach. Co wiňcej, wiele szczep·w PGPM posiada zdolnoŜĺ 

do rozkğadu i usuwania zanieczyszczeŒ z gleby, co poŜrednio r·wnieŨ przyczynia siň 

do poprawy wzrostu i zdrowotnoŜci roŜlin. PowyŨsze zagadnienie jest szerzej omawiane 

w pracach poŜwiňconych mikrobiologicznej remediacji gleb oraz ryzofitoremediacji 

(Ma i in. 2019; Arantza i in. 2022; Veerapagu i in. 2023). 

Drobnoustroje PGP wspomagajŃ wzrost roŜlin zar·wno poprzez mechanizmy 

bezpoŜrednie, kt·re bezpoŜrednio oddziağujŃ na roŜlinň, jak i mechanizmy poŜrednie, 

kt·re np. hamujŃ rozw·j fitopatogen·w (Tabela 1) (Olanrewaju i in. 2017). 

Dziağanie poszczeg·lnych szczep·w PGPM moŨe opieraĺ siň na jednym lub kilku 

mechanizmach promujŃcych wzrost roŜlin, przy czym ich efektywnoŜĺ zaleŨy od 

warunk·w Ŝrodowiskowych. Co wiňcej, ten sam szczep moŨe wykazywaĺ r·Ũne 

mechanizmy w zaleŨnoŜci od warunk·w w jakich siň znajduje (Olanrewaju i in. 2017). 
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Tabela 1. Mechanizmy dziağania drobnoustroj·w PGP sprzyjajŃce wzrostowi 

i zdrowotnoŜci roŜlin. Opracowano w oparciu o Jeyanthi i Kanimozhi (2018) i Kumar i in. 

(2021b). 

Mechanizmy bezpoŜrednie Mechanizmy poŜrednie 

1. Zwiňkszanie dostňpnoŜci skğadnik·w 

odŨywczych np. jon·w amonowych, 

fosforanowych, potasu, cynku. 

 

2. Uğatwianie pobierania jon·w Ũelaza 

przez roŜliny przy udziale 

drobnoustrojowych siderofor·w. 

 

3. WiŃzanie azotu atmosferycznego 

zwiňkszajŃce dostňpnoŜĺ 

przyswajalnych dla roŜliny form azotu. 

 

4. Wpğyw na poziom fitohormon·w 

poprzez:  

A. syntezň hormon·w roŜlinnych 

zaliczanych np. do giberelin, 

cytokinin, auksyn; 
 

B. syntezň prekursor·w fitohormon·w;  
 

C. syntezň enzym·w regulujŃcych 

poziom fitohormon·w np. 

deaminazy ACC (ang. 1-

Aminocyclopropane-1-Carboxylic 

Acid ï kwas 1-aminocyklopropano-

1-karboksylowy) powodujŃcej 

obniŨenie zawartoŜci etylenu. 

1. Ochrona przed szkodnikami poprzez: 

A. konkurencjň z fitopatogenami o 

miejsce na powierzchni korzeni 

(zdolnoŜĺ do szybkiego 

przemieszczania siň oraz formowania 

biofilmu); 

 

B. ograniczenie dostňpnoŜci jon·w 

Ũelaza dla fitopatogennych 

drobnoustroj·w; 

 

C. syntezň metabolit·w ograniczajŃcych 

wzrost i/lub ŨywotnoŜĺ fitopatogen·w 

(produkcjň antybiotyk·w, enzym·w 

litycznych oraz organicznych 

zwiŃzk·w lotnych (ang. Volatile 

Organic Compounds; VOCs)); 

 

D. stymulacjň ISR. 

 

2. Ochrona przed stresem abiotycznym 

poprzez: 

A. syntezň egzopolisacharyd·w zdolnych 

do wiŃzania wody (ochrona przed 

negatywnym wpğywem ograniczonej 

dostňpnoŜci wody); 

 

B. syntezň polimer·w zdolnych do 

wiŃzania jon·w sodu (ochrona przed 

negatywnym wpğywem podwyŨszonej 

zawartoŜci jon·w sodu w glebie); 

 

C. wiŃzanie, akumulacjň i/lub 

przeksztağcanie toksycznych zwiŃzk·w 

pochodzenia antropogenicznego / 

antropogennego (ochrona przed 

niekorzystnym dziağaniem 

zanieczyszczeŒ Ŝrodowiskowych). 
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I.3. Bakterie z rodzaju Bacillus 

Bakterie z rodzaju Bacillus to Gram-dodatnie, tlenowe lub wzglňdnie beztlenowe 

laseczki, zdolne do wytwarzania przetrwalnik·w. Drobnoustroje te sŃ szeroko 

rozpowszechnione w Ŝrodowisku. WystňpujŃ zar·wno w wodach sğonych jak i sğodkich, 

w glebie, ŨywnoŜci, w ukğadzie pokarmowym r·Ũnych zwierzŃt oraz we wnňtrzu roŜlin 

(jako endofity) (Schultz i in. 2017; Lopes i in. 2018).  

Wedğug bazy danych LPSN (ang. List of Prokaryotic names with Standing 

in Nomenclature (https://lpsn.dsmz.de/genus/Bacillus), z dnia 12.09.2024, rodzaj 

Bacillus obejmuje 634 gatunki. Ze wzglňdu na filogenetyczne i fenetyczne podobieŒstwo, 

gatunki Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus licheniformis i Bacillus 

pumilus zostağy poğŃczone w tzw. kompleks gatunk·w B. subtilis (ang. B. subtilis species 

complex) (Berkeley i in. 1984; Fritze 2004; Rooney i in. 2009). W ostatnich latach z tego 

kompleksu wyodrňbniono dodatkowo tzw. ĂoperacyjnŃ grupň B. amyloliquefaciensò 

(ang. operational group B. amyloliquefaciens), kt·ra obejmuje cztery gatunki bakterii: 

B. amyloliquefaciens, B. siamensis, B. velezensis oraz B. nakamurai (Fan i in. 2017). 

Klasyfikacja genetyczna szczep·w naleŨŃcych do kompleksu B. subtilis wciŃŨ siň 

zmienia i jest oparta na wielu r·Ũnych metodach, obejmujŃcych miňdzy innymi: 

1) hybrydyzacjň DNA-DNA (ang. DNA-DNA hybridization) wzbogaconŃ o analizň 

bioinformatycznŃ; 2) analizň profili kwas·w tğuszczowych; 3) sekwencjonowanie cağego 

genomu (ang. Whole Genome Sequencing) oraz 4) techniki pozwalajŃce okreŜliĺ 

uŜrednionŃ zawartoŜĺ poszczeg·lnych aminokwas·w (ang. Average Amino Acid 

Identity) i nukleotyd·w (ang. Average Nucleotide Identity) (Auch i in. 2010; Fan i in. 

2017). 

Szczeg·lnym atrybutem bakterii z rodzaju Bacillus jest zdolnoŜĺ przetrwania 

w Ŝrodowiskach charakteryzujŃcych siň ekstremalnymi dla organizm·w wartoŜciami 

temperatury, pH i promieniowania, niskŃ dostňpnoŜciŃ wody i/lub obecnoŜciŃ toksyn. 

Cechň tň zawdziňczajŃ umiejňtnoŜci wytwarzania endospor/przetrwalnik·w. 

W zaleŨnoŜci od gatunku i szczepu bakterie Bacillus zaliczane sŃ do psychrofili, mezofili 

lub termofili. W wiňkszoŜci powyŨsze drobnoustroje dobrze tolerujŃ podwyŨszone do 

10% stňŨenie NaCl w Ŝrodowisku. Kom·rki wegetatywne majŃ niewielkie wymagania 

pokarmowe, dziňki czemu hodowle Bacillus mogŃ byĺ prowadzone z uŨyciem podğ·Ũ 

zawierajŃcych tylko jeden zwiŃzek organiczny.  

Dziňki bardzo wydajnemu systemowi sekrecji i syntezy biağek oraz zdolnoŜci do 

produkcji r·Ũnych metabolit·w o znaczeniu komercyjnym (m.in. antybiotyk·w, enzym·w, 

biosurfaktant·w), szczepy Bacillus majŃ szerokie zastosowanie w r·Ũnych gağňziach 

przemysğu. ZdolnoŜĺ bakterii z rodzaju Bacillus do syntezy zwiŃzk·w o dziağaniu 
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przeciwgrzybowym powoduje, Ũe drobnoustroje te sŃ obiecujŃcym modelem 

badawczym wykorzystywanych w badaniach majŃcych na celu opracowanie wysoce 

skutecznych biofungicyd·w (Rycina 1). 

 

Rycina 1. Podziağ zwiŃzk·w przeciwdrobnoustrojowych, wytwarzanych przez szczepy  

naleŨŃce do kompleksu gatunk·w B. subtilis, z uwagi na ich budowň chemicznŃ 

i mechanizm biosyntezy. Opracowano w oparciu o Caulier i in. (2019). * Quorum sensing 

ï chemiczne porozumiewanie siň kom·rek na poziomie populacji. 

 

Szczepy z rodzaju Bacillus sŃ czňstym modelem badawczym wykorzystywanym 

do opracowania rolniczych biopreparat·w, majŃcych na celu zar·wno wspomaganie 

wzrostu roŜlin, zwalczanie szkodnik·w, a takŨe przyŜpieszanie bioremediacji gleby 

(Olanrewaju i in. 2017). Na przykğad biopreparaty zawierajŃce Bacillus thuringiensis 

sŃ powszechnie wykorzystane jako biopestycydy (m.in. insektycydy, nematocydy, 

fungicydy) oraz jako Ŝrodki wspomagajŃce wzrost roŜlin (Jouzani i in. 2017). 

Szczeg·lnŃ uwagň wŜr·d metabolit·w wytwarzanych przez bakterie z rodzaju 

Bacillus przyciŃgajŃ cykliczne lipopeptydy (cLP), kt·re charakteryzujŃ siň zar·wno 

wysokŃ aktywnoŜciŃ powierzchniowŃ, jak i przeciwdrobnoustrojowŃ. Z tego wzglňdu 

zaliczane sŃ jednoczeŜnie do zwiŃzk·w powierzchniowo czynnych/ biosurfaktant·w oraz 

antybiotyk·w. 

   



12 
 

I.4. Bakterie z rodzaju Pseudomonas 

WŜr·d kluczowych drobnoustroj·w PGPM znajdujŃ siň r·wnieŨ bakterie 

z rodzaju Pseudomonas. Drobnoustroje te, to Gram-ujemne, nieprzetrwalnikujŃce 

i w wiňkszoŜci wzglňdnie beztlenowe pağeczki. Podobnie jak szczepy Bacillus, bakterie 

Pseudomonas powszechnie wystňpujŃ w ryzosferze oraz wnňtrzu wielu r·Ũnych 

gatunk·w roŜlin. CharakteryzujŃ siň zdolnoŜciŃ do produkcji szerokiego zakresu 

metabolit·w, w tym r·wnieŨ biosurfaktant·w, zaliczanych do ramnolipid·w (RL) i cLP 

(Raaijmakers i in. 2010; Geudens i in. 2018). Ponadto, bakterie Pseudomonas czňsto 

wykazujŃ zr·Ũnicowane mechanizmy promocji wzrostu i zdrowotnoŜci roŜlin oraz 

zdolnoŜĺ do rozkğadu r·Ũnego rodzaju zanieczyszczeŒ Ŝrodowiskowych. W zwiŃzku 

z tym, sŃ wskazywane jako potencjalne modele uŨywane w badaniach nad dziağaniem 

i produkcjŃ biopestycyd·w oraz stymulator·w wzrostu roŜlin (Meliani 2015; Singh i in. 

2022).  

I.5. Biosurfaktanty 

Biosurfaktanty sŃ to zwiŃzki powierzchniowo czynne (surfaktanty) pochodzenia 

biologicznego. ZwiŃzki te majŃ amfifilowŃ (amfipatycznŃ) strukturň czŃsteczek, 

co oznacza, Ũe zawierajŃ one zar·wno czňŜĺ hydrofilowŃ jak i hydrofobowŃ. 

Taka budowa umoŨliwia biosurfaktantom gromadzenie siň na granicy faz o przeciwnym 

powinowactwie do wody. Dziňki temu dochodzi do spadku energii swobodnej, 

co przejawia siň spadkiem wartoŜci napiňcia miňdzyfazowego. Dodatkowo, powyŨsze 

zwiŃzki mogŃ stabilizowaĺ lub destabilizowaĺ ukğady dwufazowe (piany i emulsje). 

Jednym z waŨnych parametr·w charakteryzujŃcych biosurfaktanty jest krytyczne 

stňŨenie micelarne (ang. Critical Micelle Concentration, CMC), oznaczajŃce minimalne 

stňŨenie biosurfaktanta, w kt·rym zaczynajŃ formowaĺ siň r·Ũnego rodzaju ugrupowania 

(np. micele, pňcherzyki, rurki czy dwuwarstwy) (Paraszkiewicz i in. 2019). 

Biosurfaktanty mogŃ mieĺ charakter jonowy (kationowy, anionowy, amfoteryczny) 

lub niejonowy. WiňkszoŜĺ syntetycznych surfaktant·w jest kationowa, co powoduje, 

Ũe sŃ one bardzo toksyczne. Z kolei biosurfaktanty zazwyczaj majŃ charakter anionowy 

lub neutralny (Santos i in. 2016). 

Biosurfaktanty mogŃ byĺ produkowane zar·wno przez roŜliny (np. saponiny 

mydlnicy lekarskiej, Saponaria officinalis L.), niekt·re zwierzňta (np. surfaktant pğucny), 

jak i drobnoustroje, kt·re wytwarzajŃ najwiňcej tego typu zwiŃzk·w (Parra i P®rez-Gila 

2015, Smuğek i in. 2017). Biosurfaktanty klasyfikowane sŃ wedğug r·Ũnych kryteri·w, 

np. na podstawie wielkoŜci czŃsteczek, budowy chemicznej, ğadunku czňŜci 

hydrofilowej, a takŨe w oparciu o przynaleŨnoŜĺ taksonomicznŃ organizm·w 
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(Santos i in. 2016; Paraszkiewicz 2016, Roy 2017). Podziağ drobnoustrojowych 

biosurfaktant·w uwzglňdniajŃcy r·Ũnicň w budowie chemicznej czŃsteczek najczňŜciej 

obejmuje cztery klasy: 1) glikolipidy; 2) lipopeptydy i lipoproteiny; 3) kwasy tğuszczowe, 

lipidy, fosfolipidy; oraz 4) zwiŃzki polimerowe (Rycina 2) (Paraszkiewicz i in. 2019; 

Sharma i in. 2021).  

 

Rycina 2. Klasyfikacja biosurfaktant·w ze wzglňdu na budowň chemicznŃ czŃsteczek 

oraz przykğady zwiŃzk·w. Opracowano w oparciu o Sharma i in. 2021. 

 

Drobnoustrojowe biosurfaktanty mogŃ peğniĺ r·Ũne funkcje biologiczne, zar·wno 

w odniesieniu do pojedynczych kom·rek, jak i do cağych populacji (Sharma i in. 2021). 

Do dziağania zewnŃtrzkom·rkowego biosurfaktant·w naleŨy na przykğad uğatwianie 

pobierania hydrofobowych zwiŃzk·w odŨywczych przez kom·rki oraz ochrona kom·rek 

przed toksynami, w tym jonami metali ciňŨkich. W zakresie funkcji 

wewnŃtrzkom·rkowych wskazywane sŃ hipotezy o moŨliwoŜci modyfikacji aktywnoŜci 

enzym·w oraz przepuszczalnoŜci osğon kom·rkowych, co w konsekwencji moŨe mieĺ 

wpğyw na szereg proces·w metabolicznych. Miňdzykom·rkowe dziağanie 

biosurfaktant·w wobec populacji obejmuje miňdzy innymi wspomaganie ruchu 

Ŝlizgowego (ang. sliding / swarming motility), udziağ w chemicznym porozumiewaniu siň 

kom·rek na poziomie populacji (ang. quorum sensing) oraz udziağ w r·Ũnych etapach 

funkcjonowania biofilmu. PowyŨsze procesy sŃ kluczowe dla utrzymywania siň populacji 

bakterii w Ŝrodowisku (Sharma i in. 2021).  

Mikrobiologiczne surfaktanty to zwiŃzki o duŨym potencjale komercyjnym, 

kt·re czňsto znajdujŃ zastosowanie w rolnictwie, produkcji ŨywnoŜci, medycynie, 
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farmacji oraz w r·Ũnych technikach wykorzystywanych do bioremediacji skaŨonych 

Ŝrodowisk. W por·wnaniu do syntetycznych odpowiednik·w, biosurfaktanty 

charakteryzujŃ siň niŨszŃ toksycznoŜciŃ, wiňkszŃ podatnoŜciŃ na biodegradacjň, 

a ich produkcja zazwyczaj przebiega w podğoŨach zawierajŃcych zwiŃzki bňdŃce 

odnawialnymi Ŧr·dğami wňgla i energii. W celu obniŨenia koszt·w produkcji 

biosurfaktant·w do przygotowania podğ·Ũ hodowlanych zazwyczaj wykorzystywane sŃ 

odpady przemysğu rolno-spoŨywczego (Nurfarahin i in. 2018). Co wiňcej, omawiana 

grupa zwiŃzk·w wykazuje zar·wno wysokŃ aktywnoŜĺ powierzchniowŃ (osiŃganŃ przy 

niskich wartoŜciach CMC), jak i zr·ŨnicowanŃ aktywnoŜĺ biologicznŃ 

(Paraszkiewicz i in. 2019). DuŨa r·ŨnorodnoŜĺ budowy chemicznej pozwala dobraĺ 

rodzaj biosurfaktanta do wymaganych w danym procesie warunk·w fizykochemicznych 

(np. poziom·w zasolenia, wartoŜci pH czy temperatury). Pomimo wielu zalet, 

biosurfaktanty posiadajŃ r·wnieŨ wady, takie jak wysoka cena i duŨa zmiennoŜĺ 

strukturalna. PoniewaŨ biosurfaktanty najczňŜciej wytwarzane sŃ w postaci mieszaniny 

kilku bardzo podobnych strukturalnie zwiŃzk·w, zmienna moŨe byĺ takŨe aktywnoŜĺ 

powierzchniowa oraz biologiczna takiego biopreparatu (Santos i in. 2016; Jahan i in. 

2020). 

I.6. Biosurfaktanty Bacillus 

CLP produkowane przez bakterie z rodzaju Bacillus (cLP-Bc) sŃ jednymi 

z najlepiej poznanych biosurfaktant·w mikrobiologicznych. Klasyfikacja powyŨszych 

zwiŃzk·w przebiega w oparciu o skğad aminokwasowy czňŜci peptydowej (w skğad kt·rej 

mogŃ wchodziĺ zar·wno izomery L- jak i D-aminokwas·w), rodzaj kwasu tğuszczowego, 

jak r·wnieŨ typ wiŃzania ğŃczŃcego czňŜĺ peptydowŃ i lipidowŃ. Do cLP-Bc zaliczane sŃ 

trzy grupy zwiŃzk·w, opisywane jako: 1) rodzina surfaktyny, 2) rodzina ituryny oraz 

3) rodzina fengicyny (Mnif i Ghribi 2015; Ma i in. 2016a, Sharma 2018).  

Do pierwszej grupy, poza surfaktynŃ, naleŨŃ r·wnieŨ pumilacydyna, lichenzyna 

oraz esperyna. PowyŨsze zwiŃzki skğadajŃ siň z cyklicznego heptapeptydu poğŃczonego 

wiŃzaniem laktonowym z resztŃ ɓ-hydroksy kwasu tğuszczowego, w skğad kt·rego 

wchodzi od 13 do 17 atom·w wňgla (Rycina 3A). Do rodziny ituryny naleŨŃ 

bacillomycyna, mykosubtilina i ituryna. PowyŨsze biosurfaktanty r·wnieŨ zawierajŃ 

heptapeptyd, ale jest on poğŃczony z resztŃ ɓ-amino kwasu tğuszczowego (zawierajŃcŃ 

od 14 do 17 atom·w wňgla) wiŃzaniem amidowym (Rycina 3B). Z kolei w rodzinie 

fengicyny wyr·Ũniane sŃ plipastatyna oraz fengicyna. W ich skğad wchodzi cykliczny 

dekapeptyd poğŃczony wiŃzaniem laktonowym z ɓ-aminokwasem tğuszczowym 

zbudowanym z od 13 do 21 atom·w wňgla (Rycina 3C). Do cyklizacji czňŜci peptydowej 
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dochodzi w wyniku utworzenia wiŃzania laktonowego miňdzy resztŃ ·smego 

i dziesiŃtego aminokwasu.  

 

A) 

 

B) 

 
C) 

 

Rycina 3. Wzory strukturalne A) surfaktyny; Ănò moŨe siň mieŜciĺ w przedziale od 9 do 

13; B) ituryny; Ănò moŨe siň mieŜciĺ w przedziale od 9 do 12; C) fengicyny; Ănò moŨe siň 

mieŜciĺ w przedziale od 9 do 17. Zmodyfikowano na podstawie Mnif i Ghribi (2015). 

 
Synteza cLP-Bc jest katalizowana przy udziale syntetaz peptyd·w 

nierybosomalnych, co skutkuje znacznŃ zmiennoŜciŃ strukturalnŃ tych zwiŃzk·w. 

Pecci i in. (2010) zaproponowali, aby warianty czŃsteczek cLP-Bc opisywaĺ jako 

homologi (r·ŨniŃce siň dğugoŜciŃ ğaŒcucha kwasu tğuszczowego) lub izoformy 

(charakteryzujŃce siň odmiennŃ sekwencjŃ aminokwas·w w czňŜci peptydowej). Dane 

literaturowe wskazujŃ, Ũe Ŝrodowiskowe szczepy Bacillus zazwyczaj wydzielajŃ 

biosurfaktanty w postaci mieszaniny r·Ũnych homolog·w i/lub izomer·w cLP. 

R·ŨnorodnoŜĺ i skğad procentowy r·Ũnych wariant·w cLP produkowanych przez 

szczepy Bacillus zaleŨy miňdzy innymi od warunk·w hodowli oraz skğadu 

zastosowanych podğ·Ũ mikrobiologicznych (Huang i in. 2015; Bartal i in. 2018; 
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Nurfarahin i in. 2018; Paraszkiewicz i in. 2018; Nazareth i in. 2021; Moreno-

Velandia i in. 2021). 

CLP-Bc wykazujŃ aktywnoŜĺ biologicznŃ wobec wielu r·Ũnych drobnoustroj·w 

i sŃ zaliczane do antybiotyk·w. Mechanizm ich dziağania opiera siň na zakğ·caniu 

struktury i funkcjonowania bğon biologicznych. W obecnoŜci cLP dochodzi do 

destabilizacji struktury bğon, wzrostu ich przepuszczalnoŜci, a w konsekwencji nawet do 

zniszczenia kom·rek (Raaijmakers i in. 2010; Bernat i in. 2016). Biosurfaktanty te mogŃ 

wykazywaĺ dziağanie zar·wno przeciwko bakteriom, wirusom, jak i grzybom (Mnif i Ghribi 

2015; Wang i in. 2024). Szczeg·lnie zwiŃzki naleŨŃce do grupy ituryny i fengicyny majŃ 

silne wğaŜciwoŜci przeciwgrzybowe (Mnif i Ghribi 2015, Kulimushi i in. 2017). 

Dane literaturowe wskazujŃ, Ũe r·Ũne biosurfaktanty mogŃ dziağaĺ 

synergistycznie, wzajemnie wzmacniajŃc zar·wno wğaŜciwoŜci przeciwdrobnoustrojowe 

jak i inne rodzaje aktywnoŜci biologicznej. Jest to jeden z powod·w, dla kt·rych sŃ one 

interesujŃcymi modelami badawczymi oraz potencjalnie efektywnymi Ŝrodkami 

biologicznej kontroli fitopatogennych grzyb·w (Mihalache i in. 2018; Wang i in. 2020; 

Datta i in. 2024). 

I.7. Biosurfaktanty Pseudomonas 

Wiele szczep·w Pseudomonas jest zdolne do produkcji biosurfaktant·w, kt·re ze 

wzglňdu na swojŃ budowň chemicznŃ klasyfikowane sŃ gğ·wnie do cLP oraz RL. 

Cykliczne lipopeptydy produkowane przez szczepy Pseudomonas (cLP-Ps) skğadajŃ siň 

z reszty kwasu tğuszczowego poğŃczonej z oligopeptydem. Podobnie jak w przypadku 

cLP-Bc, cLP-Ps r·ŨniŃ siň miňdzy sobŃ pod wzglňdem dğugoŜci i skğadu reszty kwasu 

tğuszczowego oraz liczby, typu i konfiguracji aminokwas·w w czňŜci peptydowej. Jednak 

r·ŨnorodnoŜĺ budowy cLP-Ps jest o wiele wyŨsza niŨ w przypadku biosurfaktant·w 

Bacillus. Z tego powodu dotŃd nie ma ujednoliconej klasyfikacji tej grupy zwiŃzk·w. 

Raaijmakers i in. (2006)  podzielili cLP-Ps na cztery gğ·wne klasy obejmujŃce grupň: 

1) wiskozyny, 2) amfisyny, 3) tolaasyny i 4) 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). 

Grupa 

Kwas 

tğuszczowy 

* 

Liczba 

aminokwas·w  

w czňŜci 

peptydowej 

Literatura 

wiskozyny 3-OH C10:0 9  Group® i in. 1951 

orfamidy 3-OH C14:0 10  Gross i in. 2007; Ma i in. 2016b 

amfisyny 3-OH C10:0 11  Sßrensen i in. 2001 

syringomycyny 3-OH C10:0 9  Segre i in. 1989 

syringopeptyny 1 3-OH C10:0 22  Ballio i in. 1991 

syringopeptyny 2 3-OH C10:0 25  Ballio i in. 1991 

tolaasyny 3-OH C10:0 18  Rainey i in. 1991; Bassarello i in. 2004 

bananamidy 3-OH C12:0 8  Nguyen i in. 2016 

ksantolizyny 3-OH C10:0 14  Li i in. 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 i in. 2010 

korpeptyny 3-OH C10:0 21  Emanuele i in. 1998 

fuskopeptyny 3-OH C10:0 19  Ballio i in. 1996 

* Kwas tğuszczowy zawierajŃcy trzy grupy hydroksylowe, 10 wňgli bez wiŃzaŒ podw·jnych. 

 

Podobnie jak inne biosurfaktanty, cLP-Ps poza aktywnoŜciŃ powierzchniowŃ 

czňsto wykazujŃ r·wnieŨ wğaŜciwoŜci przeciwdrobnoustrojowe, obejmujŃce miňdzy 

innymi zdolnoŜĺ do hamowania wzrostu grzyb·w. BiorŃ takŨe udziağ w takich procesach 

jak przemieszczanie siň populacji, kolonizacja powierzchni i formowanie biofilm·w. 

Poza cLP-Ps, szczepy Pseudomonas mogŃ wytwarzaĺ takŨe biosurfaktanty 

opisywane jako RL. RL skğadajŃ siň z jednego lub dw·ch kwas·w  

ɓ-hydroksytğuszczowych poğŃczonych wiŃzaniem O-glikozydowym z jednŃ lub dwoma 

resztami ramnozy. RL klasyfikowane sŃ jako mono-ramnolipidy (mono-RL)  

lub di-ramnolipidy (di-RL) (El-Housseiny i in. 2020; Zhou i in. 2019a). Liczba wňgli 

w reszcie kwasu tğuszczowego jest zr·Ũnicowana i zwykle wynosi od oŜmiu do szesnastu 

atom·w wňgla (El-Housseiny i in. 2020; Behrens i in. 2016; Gunther i in. 2005). 
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Wysoce zr·Ũnicowana struktura RL jest silnie zaleŨna od uzdolnieŒ metabolicznych 

szczep·w, kt·re je produkujŃ oraz od zastosowanych warunk·w hodowli (El-

Housseiny i in. 2020; Rahman i in. 2010). R·Ũnice w budowie strukturalnej RL wpğywajŃ 

na ich wğaŜciwoŜci fizykochemiczne i biologiczne, co z kolei decyduje o ich po 

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

RL uŨywane sŃ przede wszystkim do przyspieszania procesu bioremediacji 

Ŝrodowisk zanieczyszczonych hydrofobowymi ksenobiotykami, do wspomagania 

wydobycia ropy naftowej oraz jako Ŝrodki przeciwdrobnoustrojowe (Guzm§n i in. 2024). 

Podobnie jak cLP, peğnia rolň w przemieszczaniu siň populacji bakterii i formowaniu 

biofilm·w. W przypadku chorobotw·rczych szczep·w P. aeruginosa, RL mogŃ 

odgrywaĺ r·wnieŨ rolň w patogenezie (Xu i in. 2024).   

I.8. BieŨŃce wyzwania 

Jednym z kluczowych wyzwaŒ w stosowaniu biologicznych Ŝrodk·w ochrony 

roŜlin sŃ ich interakcje z zanieczyszczeniami Ŝrodowiskowymi, takimi jak pozostağoŜci 

syntetycznych pestycyd·w, mikroplastik (MP), czy teŨ barwniki przemysğowe, 

np. barwniki azowe.  

Pomimo zmieniajŃcych siň rozporzŃdzeŒ dotyczŃcych ochrony Ŝrodowiska, 

rosnŃcej wiedzy na temat biopestycyd·w oraz zwiňkszajŃcej siň dostňpnoŜci 

alternatywnych Ŝrodk·w ochrony roŜlin, syntetyczne pestycydy nadal dominujŃ 

w zwalczaniu szkodnik·w. W 2021 roku Ŝwiatowe zuŨycie pestycyd·w wyniosğo 

3,53 miliona ton kwadratowych, z najwiňkszym udziağem Brazylii oraz Stan·w 

Zjednoczonych Ameryki, gdzie wynosiğo ono odpowiednio 719,53 oraz 457,39 tysiŃca 

ton (Fern§ndez 2021). ObecnoŜĺ syntetycznych pestycyd·w w Ŝrodowisku, ze wzglňdu 

na ich dğugŃ trwağoŜĺ w glebie, moŨe prowadziĺ m.in. do przyswajania ich przez roŜliny 

podczas wzrostu, a co za tym idzie dziağaĺ, na niekorzyŜĺ upraw (Ğozowicka i in. 2015; 

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

MP (wielkoŜĺ czŃstek < 5 mm) moŨe byĺ pierwotny (wyprodukowany celowo, 

stosowany np. w kosmetykach) lub wt·rny (powstağy w wyniku fragmentacji przedmiot·w 

wykonanych z tworzyw sztucznych). MP jest powszechnie obecny zar·wno 

w Ŝrodowiskach wodnych, jak i lŃdowych i zazwyczaj powstaje w wyniku fragmentacji 

np. plastikowych opakowaŒ, ubraŒ zawierajŃcych tworzywa sztuczne czy opon 

samochodowych (Duis i Coors 2016; Kole i in. 2017; Zhou i in. 2019b; Ghosh i in. 2023). 

W glebie uprawnej MP moŨe siň znaleŦĺ ze wzglňdu na stosowanie osad·w Ŝciekowych 

jako nawozu (Corradini i in. 2019; Gui i in. 2019).  
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Do zanieczyszczeŒ Ŝrodowiska naleŨŃ r·wnieŨ barwniki azowe, uŨywane przede 

wszystkim w procesach barwienia tkanin. Wiele barwnik·w azowych i produkt·w ich 

rozkğadu wykazuje wysokŃ toksycznoŜĺ zar·wno wobec zwierzŃt, roŜlin, jak i ludzi 

(Pinheiro i in. 2022). W krajach rozwijajŃcych siň, w kt·rych Ŝcieki tekstylne mogŃ byĺ 

wykorzystywane do nawadniania upraw, barwniki mogŃ zanieczyszczaĺ glebň uprawnŃ, 

zmieniajŃc jej wğaŜciwoŜci biologiczne, zmniejszajŃc produktywnoŜĺ rolnictwa 

i zagraŨajŃc bezpieczeŒstwu ŨywnoŜci (Topa­ i in 2009; JasiŒska i in. 2024). 

PowyŨsze zanieczyszczenia mogŃ znaczŃco wpğywaĺ na mikrobiotň glebowŃ, 

w tym na korzystne dla roŜlin mikroorganizmy oraz wprowadzane do gleby biologiczne 

Ŝrodki ochrony roŜlin.  

Biofungicydy, mimo Ũe oferujŃ ekologicznŃ alternatywň dla syntetycznych 

fungicyd·w, majŃ swoje ograniczenia. NaleŨy do nich zmienna skutecznoŜĺ, wynikajŃca 

przede wszystkim z silnej zaleŨnoŜci od biotycznych i abiotycznych warunk·w 

Ŝrodowiskowych. Dlatego waŨne jest pogğňbianie wiedzy na temat sposobu dziağania tej 

grupy biopestycyd·w, ich interakcji z syntetycznymi odpowiednikami oraz wpğywu 

zanieczyszczeŒ Ŝrodowiskowych na aktywnoŜĺ przeciwgrzybowŃ. 
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II. Cele pracy 

Nadrzňdnym celem niniejszej pracy byğa ocena wpğywu zanieczyszczeŒ 

antropogenicznych (wybranych herbicyd·w, fungicyd·w, barwnik·w azowych a takŨe 

mikroplastiku) na aktywnoŜĺ przeciwgrzybowŃ ryzosferowych szczep·w Bacillus 

i Pseudomonas, zdolnych do produkcji cyklicznych lipopeptyd·w, i pochodzŃcych ze 

Ŝrodowisk o potencjalnie zr·Ũnicowanym poziomie zanieczyszczeŒ antropogenicznych. 

Og·lny cel badawczy realizowano za pomocŃ cel·w szczeg·ğowych 

wskazanych poniŨej. 

 

[1] Identyfikacja / analiza poziomu produkcji biosurfaktant·w wydzielanych przez 

szczepy Bacillus i Pseudomonas.  

[2] Ocena aktywnoŜci przeciwgrzybowej i wskazanie mechanizm·w ograniczania 

wzrostu szczep·w Fusarium przez bakterie Bacillus i Pseudomonas.   

[3] Charakterystyka wybranych szczep·w bakteryjnych pod kŃtem wpğywu na 

kieğkowanie nasion i wzrost siewek og·rka siewnego. 

[4] Analiza produkcji biosurfaktant·w w hodowlach mieszanych bakteryjno-

grzybowych oraz w hodowlach zawierajŃcych kom·rki dw·ch r·Ũnych szczep·w 

Bacillus. 

[5] Ocena wzrostu bakterii, produkcji biosurfaktant·w i aktywnoŜci przeciwgrzybowej 

w hodowlach Bacillus i Pseudomonas prowadzonych w obecnoŜci 

zanieczyszczeŒ Ŝrodowiskowych. 

[6] Opracowanie efektywnego podğoŨa wzrostowego dla wybranego szczepu 

bakteryjnego charakteryzujŃcego siň wysokŃ i stabilnŃ (takŨe w obecnoŜci 

zanieczyszczeŒ) aktywnoŜciŃ przeciwgrzybowŃ oraz pozytywnym wpğywem na 

kieğkowanie i wzrost siewek og·rka siewnego. 
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III. Materiağy 

W tej czňŜci opisano materiağy zastosowane w nieopublikowanej czňŜci pracy. 

Metody uŨywane wyğŃcznie w badaniach opisanych w publikacjach zostağy om·wione 

w podrozdziağach V.6.4 (Artykuğ naukowy 1) oraz V.6.7 (Artykuğ naukowy 2). 

III.1. Drobnoustroje 

III.1.1. Szczepy Bacillus i Pseudomonas 

W badaniach wykorzystywano 80 szczep·w bakteryjnych (77 z rodzaju Bacillus 

oraz trzy z rodzaju Pseudomonas). W obrňbie tej grupy, 79 szczep·w pochodziğo 

z szeŜciu r·Ũnych Ŝrodowisk (o potencjalnie zr·Ũnicowanym poziomie zanieczyszczeŒ 

antropogenicznych) zlokalizowanych terenie Polski (Tabela 3). Jeden szczep (B. subtilis 

DSM 3257, wyizolowany z Natto) pochodziğ z niemieckiej kolekcji szczep·w DSMZ 

(niem. Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen). 

Wszystkie wykorzystywane w pracy szczepy bakteryjne przechowywane sŃ 

w kolekcji szczep·w Katedry Mikrobiologii Przemysğowej i Biotechnologii Uniwersytetu 

Ğ·dzkiego (KMPiB UĞ). 
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Tabela 3. Miejsca izolacji ryzosferowych szczep·w Bacillus i Pseudomonas zdolnych do 

produkcji biosurfaktant·w. 

Miejsce poboru gleby ryzosferowej Symbol szczepu 

Tereny miejskie 
i zanieczyszczone 

Skğadowisko Odpad·w 
Niebezpiecznych, Zgierz, 
wojew·dztwo ğ·dzkie 

Skr·t ĂZgò oraz numer pr·by gleby i nadany numer 
szczepu  
(np. Zg 1.3) 

Aleja Klon·w Srebrzystych 
stanowiŃca fragment 
ul. Og·lnej w gminie Zgierz, 
wojew·dztwo ğ·dzkie 

Skr·t ĂASKò oraz nadany numer szczepu 
(np. ASK 10) 

Rafineria Ropy Naftowej, 
Czechowice-Dziedzice, 
wojew·dztwo ŜlŃskie 

Iô-1a (Pğaza i in. 2015) 

Park Helen·w, Ğ·dŦ, 
wojew·dztwo ğ·dzkie 

IM 8 (w pracy Pğaza i in. 2015 opisany jako KP8); 
IM 13 (Paraszkiewicz i in. 2017); 
IM 14 (Paraszkiewicz i in. 2017) 

Tereny leŜne 
i wiejskie 

Kaszubski Park 
Krajobrazowy,  
wojew·dztwo pomorskie 

Skr·t ĂKASò oraz numer pr·by gleby i nadany 
numer szczepu 

WieŜ Kolnica,  
wojew·dztwo wielkopolskie 

Skr·t ĂKolò oraz skr·ty dokğadniej opisujŃce miejsce 
pobrania pr·by gleby (ĂBò ï ryzosfera barwinka 
pospolitego, Vinica minor L.; ĂDò ï gleba przy 
drodze; ĂLò ï ryzosfera lipy, Tilia; ĂSò ï ryzosfera 
sosny, Pinus L.; ĂSiò ï ryzosfera Ŝwierku, Picea A. 
Dietrich) i numer szczepu  
(np. Kol B1) 

 

III.1.2. Grzyby Fusarium 

W pracy wykorzystano cztery szczepy z rodzaju Fusarium:  

¶ Fusarium sambucinum IM 6525 ï wyizolowany z korzeni zainfekowanej 

maliny wğaŜciwej (Rubus idaeus L.) i udostňpniony do badaŒ przez dr hab. 

Lidiň Sas-Paszt, prof. Instytutu Ogrodnictwa w Skierniewicach (IO); 

¶ Fusarium culmorum DSM 1094 ï pochodzŃcy z niemieckiej kolekcji 

szczep·w DSMZ, wyizolowany z pszenicy zwyczajnej (Triticum 

aestivum L.);  

¶ Fusarium oxysporum KKP 458 ï pochodzŃcy z Kolekcji Kultur 

Drobnoustroj·w Przemysğowych Instytutu Biotechnologii Przemysğu 

Rolno-SpoŨywczego im. prof. Wacğawa DŃbrowskiego w Warszawie; 

¶ Fusarium solani IM 450 ï pochodzŃcy z kolekcji szczep·w KMPiB UĞ. 

Wszystkie wykorzystywane w pracy szczepy grzybowe przechowywane sŃ 

w kolekcji szczep·w KMPiB UĞ. 



23 
 

III.2. PodğoŨa 

III.2.1. PodğoŨe bulionowe zestalone agarem 

Bulion wzbogacony (f. Mapol) 15 g 

Agar (f. Biocorp) 20 g 

Woda destylowana  uzupeğniano do 1000 mL 

pH  7,5 

 

Sterylizacja w autoklawie w temp. 115 ÁC przez 20 min. PodğoŨe w postaci 

skos·w wykorzystywano do przechowywania szczep·w Bacillus i Pseudomonas. 

III.2.2. PodğoŨe brzeczkowe zestalone agarem 

PodğoŨe brzeczkowe zestalone agarem zawierağo: 

Agar (f. Biocorp) 20 g 

Brzeczka 12ÁBlg uzupeğniano do 1000 mL 

pH  6,5 

 

Sterylizacja w autoklawie w temp. 115 ÁC przez 20 min. PodğoŨe w postaci 

skos·w wykorzystywano do przechowywania szczep·w Fusarium. 

III.2.3. PodğoŨe PDA (ang. Potato Dextrose Agar) (f. Difco) 

D-glukoza 20 g 

Agar 15 g 

Skrobia ziemniaczana 4 g 

Woda destylowana uzupeğniano do 1000 mL 

pH  6,5 

 

Sterylizacja w autoklawie w temp. 115 ÁC przez 20 min. PodğoŨe w postaci pğytek 

byğo wykorzystywane do analizy aktywnoŜci przeciwgrzybowej szczep·w bakteryjnych 

wobec szczep·w Fusarium. 
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III.2.4. PodğoŨe Murashige and Skoog (MS) (f. Sigma-Aldrich) 

Skğadnik 
ZawartoŜĺ w 

podğoŨu (mg L-1) 

Azotan amonu 1650 

Kwas borowy 6,2 

Bezwodny chlorek wapnia 332,2 

Chlorek kobaltu Å 6H2O 0,025 

Siarczan miedzi Å 5H2O 0,025 

Na2-EDTA 37,26 

Siarczan Ũelazawy Å 7H2O 27,8 

Siarczan magnezu 180,7 

Siarczan magnezu Å H2O 16,9 

Kwas molibdenowy (s·l sodowa) Å 2H2O 0,25 

Jodek potasu 0,83 

Azotan potasu 1900 

Jednozasadowy fosforan potasu 170 

Siarczan cynku Å 7H2O 8,6 

Agar 8000 

Glicyna (wolna zasada) 2 

mio-inozytol 100 

Kwas nikotynowy (wolny kwas) 0,5 

Pirydoksyna Å HCl 0,5 

Sukroza 30 000 

Tiamina Å HCl 0,1 

pH 6,5 

Sterylizacja w autoklawie w temp. 115 ÁC przez 20 min. PodğoŨe wykorzystywano 

w badaniach z uŨyciem nasion og·rka siewnego. 

III.2.5. PodğoŨe Luria-Bertani (LB) (f. Sigma-Aldrich) 

NaCl 10 g 

Trypton 10 g 

Ekstrakt droŨdŨowy 5 g 

Woda destylowana uzupeğniano do 1000 mL 

pH  6,5 

 

Sterylizacja w autoklawie w temp. 115 ÁC przez 20 min. PodğoŨe LB 

wykorzystywano do przygotowania hodowli pğynnych (wstňpnych i wğaŜciwych), 

szczep·w Bacillus, Pseudomonas i Fusarium stosowanych w niniejszej pracy. 
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III.2.6. Pğynne podğoŨe wzrostowe zawierajŃce odpady przemysğu 

spoŨywczego 

W badaniach opisanych w podrozdziale V.10 opracowano warianty pğynnego 

podğoŨa wzrostowego zawierajŃce r·Ũne objňtoŜci:  

¶ wodnej zawiesiny droŨdŨy odpadowych (0,1; 1; 2 lub 5% v/v); 

¶ wodnego ekstraktu ze sk·rek marchwi (0,2; 0,5 lub 1% v/v);  

¶ 10% wodnego roztworu tryptonu (f. Sigma-Aldrich) (0; 0,1 lub 1% v/v). 

Po uzupeğnieniu podğoŨa wodŃ destylowanŃ, pH doprowadzano do wartoŜci 7, 

a nastňpnie poddawano dwukrotnej sterylizacji w autoklawie (temp. 115 ÁC przez 

20 min). 

DroŨdŨe odpadowe (f. Fermentis W34/70, nr partii 2201427 KB) pochodziğy 

z dolnej fermentacji piwa i zostağy pozyskane z Browaru RzemieŜlniczego Olbracht 

w Piotrkowie Trybunalskim w Polsce. Do przygotowywania podğoŨa odpadowego 

stosowano wodnŃ zawiesinň droŨdŨy odpadowych o gňstoŜci 875 Ñ 40 mg mL-1.  

W celu uzyskania wodnego ekstraktu ze sk·rek marchwi, sk·rki zawieszano 

w wodzie destylowanej stosujŃc proporcje 2:1 (w/v), a nastňpnie sterylizowano 

w autoklawie (temp. 115 ÁC przez 20 min). 

III.3. Zanieczyszczenia antropogeniczne 

III.3.1. Barwniki azowe 

W badaniach wykorzystano piňĺ barwnik·w azowych: Acid Blue 113 (AB113; 

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; nr CAS: 2783-94-0). Barwniki zostağy zakupione od f. Sigma-Aldrich. Roztwory 

wyjŜciowe barwnik·w azowych o stňŨeniu 10 mg mL-1 przygotowane w wodzie 

destylowanej, sterylizowano w autoklawie (temp. 121 ÁC przez 20 min). 

III.3.2. Mikroplastik 

W badaniach wykorzystano MP w postaci proszku LDPE (ang. Low-density 

polyethylene ï polietylen niskiej gňstoŜci) o wielkoŜci ziarna 100-500 ɛm (f. Abifor). 

W celu przygotowania wyjŜciowej zawiesiny MP, niesterylny LDPE (1,5 g) zawieszono 

w 5 mL 96% etanolu i inkubowano przez godzinň. Podczas inkubacji pr·bň kilkakrotnie 

wstrzŃsano. Nastňpnie dodawano 10 mL sterylnej wody dejonizowanej, aby uzyskaĺ 

w pr·bie koŒcowy poziom MP wynoszŃcy 100 mg mLī1. Procedurň przeprowadzano 



26 
 

w warunkach sterylnych. Zawiesinň MP sterylizowano w autoklawie (temp. 121 ÁC przez 

20 min).  

III.3.3. Syntetyczne pestycydy 

W badaniach wykorzystano: 

¶ herbicyd kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy (2,4-D) (f. Sigma-Aldrich);  

¶ herbicyd metolachlor (MET) (f. Sigma-Aldrich); 

¶ fungicyd azoksystrobinň (AZ; nazwa handlowa AmistarÈ 250 S.C.; 

250 mg L-1 substancji czynnej) (f. Target S.A.); 

¶ fungicyd propamokarb w postaci kompleksu z kwasem solnym (PR; 

nazwa handlowa Proplant 722SL; 722 g L-1 substancji czynnej) (f. Target 

S.A.). 

Roztwory wyjŜciowe wszystkich uŨywanych w pracy pestycyd·w zostağy 

przygotowane w 96% etanolu (f. Avantor Performance Materials Poland S.A.) 

i wysterylizowane w autoklawie (temp. 121 ÁC przez 20 min). 
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IV. Metody 

W tej czňŜci opisano metody zastosowane w nieopublikowanej czňŜci pracy. 

Metody uŨywane wyğŃcznie w badaniach opisanych w publikacjach zostağy om·wione 

w podrozdziağach V.6.4 (Artykuğ naukowy 1) oraz V.6.7 (Artykuğ naukowy 2). 

IV.1. Izolacja bakterii produkujŃcych biosurfaktanty 

Wykorzystane w pracy szczepy bakteryjne zostağy wyizolowane z pr·b gleby 

zgodnie ze schematem przedstawionym na Rycina 4.  

 

Rycina 4. Schemat izolacji bakterii produkujŃcych biosurfaktanty. * Ocena obecnoŜci 

biosurfaktant·w prowadzona byğa testem zapadajŃcej siň kropli (DCT ï ang. Drop 

Collapse Test; opisanym dokğadniej w podrozdziale IV.5.1). 

 

W celu zabezpieczenia wyizolowanych szczep·w, do jağowych prob·wek typu 

eppendorf dodawano 0,5 mL jağowego glicerolu oraz 0,5 mL 24-godz. hodowli 

bakteryjnej (otrzymanej w podğoŨu LB). Pr·by przechowywano w temp. -72 ÜC. 
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IV.2. Genetyczna identyfikacja bakterii  

W pracy stosowano szczep P. koreensis ASK 10 (GenBank: MZ707723.1) oraz 

szczep P. fluorescens ASK 68, kt·re zostağy poddane sekwencjonowaniu w firmie 

Genomed S.A. i zostağy zidentyfikowane przez prof. dr hab. GraŨynň Pğazň w Instytucie 

Ekologii Teren·w Uprzemysğowionych w Katowicach. 

Identyfikacja genetyczna 20 wybranych szczep·w Bacillus oraz szczepu 

Pseudomonas sp. Zg 9.3 zostağa przeprowadzona podczas staŨu naukowego 

w Zakğadzie Mikrobiologii i Ryzosfery w IO w Skierniewicach pod opiekŃ dr hab. Lidii 

Sas-Paszt, prof. IO oraz dr Anny Lisek. 

Ekstrakcjň DNA z kom·rek bakteryjnych prowadzono przy uŨyciu komercyjnego 

zestawu GeneMatrix Bacterial & Yeast Genomic DNA Purification Kit (f. EURx). 

ZawartoŜĺ DNA w pr·bach mierzono za pomocŃ spektrofotometru przy dğugoŜci fali 

r·wnej 260 nm. Do dalszych analiz pr·by rozcieŒczano tak aby uzyskaĺ koŒcowe 

stňŨenie DNA 10 ng Õl-1. Proces amplifikacji genu 16S rRNA oraz gen·w warunkujŃcych 

podstawowe funkcje kom·rki prowadzano stosujŃc 10 starter·w opisanych w Tabeli 4 

zgodnie z procedurŃ podanŃ przez producenta. Sekwencjonowanie wykonağa firma 

Genomed S.A. Identyfikacja szczepu bakteryjnego opierağa siň na por·wnaniu 

uzyskanych sekwencji z danymi NCBI (ang. National Center for Biotechnology 

Information) za pomocŃ narzňdzia BLAST (ang. Basic Local Alignment Search Tool). 
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Tabela 4. Startery zastosowane do identyfikacji izolat·w bakteryjnych. 

Nazwa 

startera  
Sekwencja (5ô ï 3ô) 

WielkoŜĺ 

produktu 

[liczba 

nukleotyd·w] 

Literatura 

27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 
 

1492 Lane 1991 

1492R TACGGHTACCTTGTTACGACTT 

tufGPF ACGTTGACTGCCCAGGACAC 
 

750 

Caama¶o-

Antelo  

i in. 2015 tufGPR GATACCAGTTACGTCAGTTGTACGGA 

rpoBF AGGTCAACTAGTTCAGTATGGAC 

600 Xiao i in. 2009 

rpoBR AAGAACCATAACCGGCAACTT 

recAF TGAGTGATCGTCAGGCAGCCTTAG 

900 
Kwon i in. 

2009 
recAR CYTBRGATAAGARTACCAWGMACCGC 

gyrA47F CAGTCAGGAAATGCGTACGTCCTT 

1000 
Thorsen i in. 

2011 
gyrA1066R  CAAGGTAATGCTCCAGGCATTGCT 

 

IV.3. Hodowle w podğoŨu pğynnym 

IV.3.1. Wstňpna i wğaŜciwa hodowla bakteryjna w podğoŨu pğynnym 

W celu uzyskania hodowli wstňpnej (inokulum) zaszczepiano podğoŨe LB 

bakteriami pobranymi z hodowli prowadzonej na podğoŨu bulionowym zestalonym 

agarem. Hodowlň prowadzono w kolbie stoŨkowej przez 24 godz. w warunkach 

wytrzŃsania (120 obr./min), w temp. 28 ÁC. Nastňpnie, do kolejnej porcji podğoŨa 

pğynnego dodawano 1% (v/v) uzyskanego inokulum. Hodowlň wğaŜciwŃ prowadzono 

w kolbie stoŨkowej przez 24-72 godz. w warunkach opisanych powyŨej.  

W zaleŨnoŜci od etapu badaŒ, do hodowli wğaŜciwych dodawano barwniki azowe, 

MP lub syntetyczne pestycydy. 
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IV.3.2. Pğynna hodowla mieszana zawierajŃca kom·rki dw·ch r·Ũnych 

szczep·w bakteryjnych 

W celu otrzymania hodowli wğaŜciwej zawierajŃcej dwa r·Ũne szczepy bakteryjne 

do podğoŨa LB dodawano po 1% (v/v) hodowli wstňpnej kaŨdego z dw·ch wybranych 

szczep·w bakteryjnych. Nastňpnie, hodowle inkubowano w warunkach opisanych 

w punkcie IV.3.1.  

IV.3.3. Wstňpna i wğaŜciwa hodowla grzybni w podğoŨu pğynnym 

Hodowla wstňpna grzyba z rodzaju Fusarium byğa przygotowywana w dw·ch 

etapach w celu uzyskania jednolitej zawiesiny grzybni. W pierwszym etapie, podğoŨe LB 

zaszczepiano strzňpkami grzybni zmytymi z dw·ch hodowli na podğoŨu brzeczkowym 

zestalonym agarem. Hodowlň prowadzono przez 24 godz. w warunkach wytrzŃsania 

(120 obr./min, temp. 28 ÁC). W drugim etapie, kolejnŃ porcjň podğoŨa LB zaszczepiano 

stosujŃc 10% (v/v) uzyskanej wczeŜniej hodowli i inkubowano w w.w. warunkach. 

Tak uzyskanŃ hodowlň wstňpnŃ wykorzystywano do przygotowania hodowli wğaŜciwych. 

Hodowlň wğaŜciwŃ uzyskiwano poprzez zaszczepienie podğoŨa LB 10% (v/v) 

hodowli wstňpnej. Inkubacjň prowadzono przez 72 godz. w temp. 28 ÁC, 120 obr./min.   

IV.3.4. Pğynna hodowla mieszana zawierajŃca kom·rki bakterii i grzyb·w  

PodğoŨe LB zaszczepiano stosujŃc 1% (v/v) bakteryjnej hodowli wstňpnej oraz 

10% (v/v) grzybowej hodowli wstňpnej. Inkubacjň prowadzono przez 72 godz. 

w temp. 28 ÁC, przy 120 obr./min. 

IV.4. Ocena intensywnoŜci wzrostu bakterii w hodowli 

IV.4.1. Wyznaczenie gňstoŜci optycznej (ang. Optic Dencity, OD) hodowli 

bakteryjnej 

Hodowlň bakteryjnŃ rozcieŒczano 10-krotnie wodŃ destylowanŃ i mierzono OD 

za pomocŃ czytnika pğytek Multiskan FC Microplate Photometer (f. ThermoFisher 

Scientific) przy dğugoŜci fali r·wnej 630 nm. Wynik odnoszono do wyniku uzyskanego 

dla 10-krotnie rozcieŒczonego podğoŨa LB. 
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IV.4.2. Ocena intensywnoŜci wzrostu bakterii w hodowli z uŨyciem podğoŨa 

stağego 

Oznaczenie liczby bakterii obecnych w hodowli prowadzonej w pğynnym podğoŨu 

wzrostowym zawierajŃcym produkty uboczne przemysğu spoŨywczego prowadzano 

z uŨyciem szalek Petriego zawierajŃcych podğoŨe bulionowe zestalone agarem. 

Na powierzchniň podğoŨa nanoszono 100 ÕL hodowli wğaŜciwej rozcieŒczonej uprzednio 

jağowŃ wodŃ destylowanŃ. Pr·by r·wnomiernie rozprowadzano za pomocŃ sterylnej 

gğaszczki. Tak przygotowanŃ hodowlň inkubowano przez 48 godz. w temp. 22ÁC. 

W oparciu o otrzymanŃ liczbň kolonii bakteryjnych wyznaczano gňstoŜĺ kom·rek 

bakteryjnych obecnych w wyjŜciowej hodowli pğynnej. 

IV.5. Analiza biosurfaktant·w 

IV.5.1. Wstňpna ocena obecnoŜci biosurfaktant·w w hodowli pğynnej 

AktywnoŜĺ powierzchniowŃ biosurfaktant·w oceniano za pomocŃ 

zmodyfikowanego testu DCT (Jain i in. 1991). W tym celu, 10 ɛL pğynu pohodowlanego 

uzyskanego po zwirowaniu hodowli pğynnej (10 000 obr./min, 10 min) umieszczano na 

polipropylenowej powierzchni i po godzinie mierzono Ŝrednicň kropli. Jako kontrolň 

negatywnŃ oraz pozytywnŃ uŨywano 10 ɛL odpowiednio podğoŨa LB oraz 5% wodnego 

roztworu dodecylosiarczanu sodu (SDS; f.  Chempur). 

IV.5.2. Ekstrakcja biosurfaktant·w z hodowli pğynnej 

A) Ekstrakcja cLP 

Izolacjň cLP-Bc i cLP-Ps prowadzono stosujŃc ekstrakcjň zmodyfikowanŃ 

metodŃ QuEChERS (Paraszkiewicz i in. 2017). Do ekstrakcji wykorzystywano pğyn 

pohodowlany otrzymany po zwirowaniu hodowli (10 000 obr./min, 15 min). Proces 

obejmowağ szeŜĺ etap·w: 1) 5 mL supernatantu hodowli oraz 5 mL wody destylowanej 

umieszczano w prob·wce typu falkon o objňtoŜci 50 mL; 2) do mieszaniny dodawano 

10 mL acetronitrylu (ACN, f. Chempur) i wytrzŃsano energicznie przez 2 min; 

3) do prob·wki dodawano mieszankň czterech soli: (2 g MgSO4 (f. Sigma-Aldrich), 0,5 g 

NaCl (f. Poch), 0,5 g C6H5NaO7 Ĭ 2H2O (f. Biomus) i 0,25 g C6H6Na2O7 Ĭ 1.5 H2O 

(f. Biomus)) i ponownie wytrzŃsano przez 5 min; 4) pr·bň pozostawiano na 20 min; 

5) odbierano fazň organicznŃ (g·rnŃ) do analizy; 6) do pr·by wprowadzono kolejnŃ 

porcjň 10 mL ACN i powtarzano procedurň ekstrakcji. 
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B) Ekstrakcja RL 

W celu ekstrakcji RL, pğyn pohodowlany uzyskany po zwirowaniu hodowli 

(10 000 obr./min, 15 min) doprowadzano do pH 3 poprzez dodanie 2N HCl (f. Chempur). 

Pr·bň inkubowano w temp. 4 ÁC przez noc (George i Jayachandran 2013; Bernat i in. 

2019). RL ekstrahowano za pomocŃ octanu etylu (f. Poch), a nastňpnie rozpuszczalnik 

odparowywano pod zmniejszonym ciŜnieniem. Uzyskany osad rozpuszczano w 1 mL 

ACN i analizowano za pomocŃ technik MALDIïTOF/TOF (ang. Matrix Assisted Laser 

Desorption and Ionisation ï tandem time of flight ï desorpcja/jonizacja wspomagana 

matrycŃ laserowŃ z tandemowŃ analizŃ czasu przelotu) oraz LCïMS/MS (ang. Liquid 

Chromatography Tandem Mass Spectrometry ï chromatografia cieczowa z tandemowŃ 

spektrometriŃ mas). 

IV.5.3. Analiza biosurfaktant·w 

A) Analiza cLP 

CLP-Bc oraz cLP-Ps analizowano przy uŨyciu LCïMS/MS (LC 1200 sprzňŨonej 

z tandemowym spektrometrem mas Sciex QTRAP 3200, f. Agilent) wyposaŨonym 

w Ŧr·dğo ESI. Separacjň zwiŃzk·w przeprowadzano na kolumnie Kinetex C18 (50 mm Ĭ 

2,1 mm, wielkoŜĺ czŃstek: 5 ɛm) (f. Phenomenex) utrzymywanej w temp. 40 ÁC. 

Do separacji zwiŃzk·w stosowano fazň ruchomŃ skğadajŃcŃ siň z wody (A) i metanolu 

(B) (f. Sigma-Aldrich), uzupeğnionych 5 mM mr·wczanem amonu (f. Sigma-Aldrich). 

Stosowana szybkoŜĺ przepğywu wynosiğa 600 ɛL min-1. Czas analizy wynosiğ 6 min. 

Gradient rozpuszczalnika rozpoczynano od 40% B, po 0,5 min zwiňkszajŃc do 100% B 

w ciŃgu 1,5 min, kt·ry byğ nastňpnie utrzymywany przez 2,5 min. Do poczŃtkowego 

skğadu rozpuszczalnika powracano w ciŃgu 2 min. ťr·dğo jon·w spektrometru 

masowego dziağağo w trybie dodatnim. Dane analizowano z uŨyciem oprogramowania 

AnalystÊ v1.5.3 (f. Sciex). W badaniach wykorzystano standardy surfaktyny i ituryny 

(f. Sigma-Aldrich). Dla sodowych czŃsteczek (M + Na)+ homolog·w surfaktyny C13, C14, 

C15 i C16 monitorowane pary MRM wynosiğy m/z 1030ï391, 1044ï391, 1058ï391 oraz 

1072ï391. Dla sodowych jon·w homolog·w ituryny A C13, C14, C15 i C16, 

monitorowane pary MRM wynosiğy m/z 1051.5/1051, 1065.5/1065, 1079.5/1079 oraz 

1093.5/1093. 

ObecnoŜĺ fengicyny potwierdzano przy uŨyciu MALDIïTOF/TOF 5800 (f. Sciex). 

Mieszaninň 0,5 ɛL ekstraktu cLP-Bc (rozcieŒczonego w 2 mL metanolu) i 0,5 ɛL 

roztworu zawierajŃcego 10 mg mLī1 DHB (ang. 2,5-dihydroxybenzoic acid ï kwas 2,5-

dihydroksybenzoesowy; f. Sigma-Aldrich) rozpuszczonego w ACN nanoszono na pğytkň 

MALDI. Analizy MALDIïTOF/TOF prowadzono w trybie jonizacji dodatniej w zakresie 
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m/z 900ï2000 przy stağej intensywnoŜci lasera wynoszŃcej 3500. Dziesiňĺ najbardziej 

intensywnych sygnağ·w wybierano do automatycznego pomiaru MS/MS przy stağej 

intensywnoŜci lasera wynoszŃcej 5000. 

B) Analiza RL 

RL analizowano wedğug metody opisanej przez Bernata i in. (2019) przy uŨyciu 

LCïMS/MS (LC 1200 sprzňŨonej z tandemowym spektrometrem mas Sciex QTRAP 

4500, f. Agilent). Separacjň zwiŃzk·w przeprowadzono na kolumnie Kinetex C18 

(50 mm Ĭ 4,6 mm, wielkoŜĺ czŃstek: 4,6 ɛm) (f. Phenomenex) utrzymywanej w temp. 

37 ÁC. Do separacji zwiŃzk·w stosowano fazň ruchomŃ skğadajŃcŃ siň z wody (A) i ACN 

(B) uzupeğnionŃ 5 mmol L-1 mr·wczanem amonu (f. Sigma-Aldrich). Stosowana 

szybkoŜĺ przepğywu wynosiğa 500 mL min-1. Czas analizy wynosiğ 25 min. Gradient 

rozpuszczalnika rozpoczynano od 40% B, zwiňkszajŃc do 95% B w ciŃgu 2 min 

i utrzymujŃc 95% B przez nastňpne 12 min. Do poczŃtkowego skğadu fazy ruchomej 

powracano w czasie 2 min. ťr·dğo jon·w spektrometru masowego dziağağo w trybie 

ujemnym. 

IV.6. Ocena aktywnoŜci przeciwgrzybowej bakterii 

AktywnoŜĺ przeciwgrzybowŃ bakterii oceniano stosujŃc hodowle stağe typu dual 

culture prowadzone na podğoŨu PDA w jednokomorowych oraz dwukomorowych 

szalkach Petriego, a takŨe hodowle pğynne prowadzone w podğoŨu LB. 

IV.6.1. Hodowla typu dual culture na podğoŨu zestalonym agarem 

Na Ŝrodek podğoŨa PDA umieszczonego w jednokomorowej szalce Petriego 

nanoszono fragment grzybni o Ŝrednicy ok. 1 cm. Nastňpnie, w odlegğoŜci 3 cm od 

grzybni, posiewano punktowo bakterie pobrane z 24-godz. hodowli prowadzonej na 

podğoŨu bulionowym zestalonym agarem. Ukğadem kontrolnym byğa grzybnia hodowana 

w nieobecnoŜci bakterii.  

W celu oceny zdolnoŜci bakterii do produkcji przeciwgrzybowych VOCs 

wykorzystano dwukomorowe szalki Petriego. W jednej komorze szalki umieszczano 

podğoŨe uniwersalne zestalone agarem, w drugiej komorze umieszczano podğoŨe PDA. 

Na Ŝrodek podğoŨa PDA nanoszono fragment grzybni o Ŝrednicy ok. 1 cm, natomiast 

bakterie posiewano liniowo na czňŜci zawierajŃcej podğoŨe uniwersalne. Ukğadem 

odniesienia byğa hodowla grzybni prowadzona w nieobecnoŜci bakterii.  

Pr·by inkubowano w ciemnoŜci, w temp. 22-24 ÁC do czasu pokrycia przez 

rosnŃcŃ grzybniň kontrolnŃ cağej powierzchni podğoŨa PDA. W celu wyznaczenia pola 

powierzchni zajmowanego przez grzybniň stosowano oprogramowanie 
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SketchAndCalcÊ, a nastňpnie obliczano procent zahamowania wzrostu grzybni 

inkubowanej w obecnoŜci bakterii w odniesieniu do wzrostu grzybni kontrolnej 

(przyjňtego za 100%). 

IV.6.2. Hodowla typu dual culture prowadzona w podğoŨu LB 

AktywnoŜĺ przeciwgrzybowa w hodowlach pğynnych byğa oceniana na podstawie 

biomasy grzybni i wyraŨana jako procent biomasy hodowli kontrolnej, przyjňtej za 100%. 

Strzňpki grzybni oddzielano od pğynu pohodowlanego stosujŃc filtracjň pr·ŨniowŃ. Osad 

grzybni suszono w temp. 60 ÁC, aŨ do uzyskania stağej masy. 

IV.6.3. Analiza przepuszczalnoŜci bğon grzybni 

Do oceny przepuszczalnoŜci bğon kom·rek grzybowych rosnŃcych w obecnoŜci 

bakterii wykorzystano metodň opisanŃ przez Litwin i in. (2021). W tym celu, 

1 mL hodowli pğynnej wirowano (12 000 obr./min, 10 min). Nastňpnie, pğyn pohodowlany 

usuwano i do osadu dodawano 1 mL buforu PBS (ang. Phosphate-Buffered Saline, 

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

o stňŨeniu 0,1 mg mL-1. Kolejne etapy przygotowania pr·by obejmowağy: 1) intensywne 

mieszanie przez 30 s.; 2) inkubacjň w ciemnoŜci przez 5 min; 3) wirowanie 

(12 000 obr./min; 10 min); oraz 4) usuniňcie supernatantu i dodanie 1 mL PBS do osadu. 

Po dwukrotnym przemyciu osadu roztworem PBS, do pr·by dodawano 1 mL PBS. 

Tak przygotowanŃ pr·bň umieszczono w studzience 24-doğkowej pğytki titracyjnej 

i prowadzono pomiar fluorescencji na spektrofotometrze SPECORD 200, stosujŃc 

dğugoŜĺ fali wzbudzenia r·wnŃ 540 nm i dğugoŜĺ fali emisji r·wnŃ 630 nm. Uzyskane 

wyniki odnoszono do fluorescencji supernatantu otrzymanego po zwirowaniu pr·by 

badanej (12 000 obr./min, 10 min). Biomasa grzybni obecna w pr·bie byğa nastňpnie 

filtrowana, suszona do stağej masy i waŨona. Uzyskane wyniki wyraŨane w jednostkach 

fluorescencji (U) na miligram suchej biomasy przedstawiano w procentach, przyjmujŃc 

za 100% wynik uzyskany dla ukğadu kontrolnego. 

IV.6.4. Oznaczanie zawartoŜci fosfolipid·w kom·rkowych 

Do 100 mg mokrej biomasy uzyskanej z hodowli wğaŜciwej prowadzonej 

w podğoŨu LB dodawano kulki szklane (o Ŝrednicy 1 mm) oraz 1 mL mieszaniny eteru 

tert-butylowo-metylowego (f. Poch) i metanolu (f. Poch) (3:1 v/v). Tak przygotowanŃ 

pr·bň umieszczano w mğynie kulowym MM400 (f. Retsch) stosujŃc warunki wytrzŃsania 

30 drgaŒ/s przez 8 min. Po przeprowadzonej jednoczeŜnie dezintegracji kom·rek oraz 

ekstrakcji fosfolipid·w dodano 0,2 mL H2O i pr·bň wirowano przez przy 7200 obr./min 
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przez 3 min. Nastňpnie g·rnŃ warstwň przenoszono, odparowywano, a uzyskany osad 

rozpuszczano w 1 mL metanolu (f. Sigma-Aldrich) i analizowano technikŃ LCïMS/MS 

przy uŨyciu LC Agilent 1200 sprzňŨonego z tandemowym spektrometrem mas Sciex 

QTRAP 4500. Do analizy stosowano kolumnň Kinetex C18 (50 mm Ĭ 2,1 mm, wielkoŜĺ 

czŃsteczek: 5 ɛm) oraz nastňpujŃce warunki: temp. 40 ÁC, prňdkoŜĺ przepğywu fazy 

ruchomej 500 ɛL min-1. ťr·dğo jon·w spektrometru masowego dziağağo w trybie 

ujemnym. 

IV.6.5. Ocena kieğkowania zarodnik·w 

W celu uzyskania zawiesiny zarodnik·w Fusarium powierzchniň hodowli 

grzybowej (prowadzonej na podğoŨu brzeczkowym zestalonym agarem) zmywano 

jağowŃ wodŃ destylowanŃ zawierajŃcŃ 0,005% (v/v) Tween 20 (f. Koch-Light 

Laboratories). UzyskanŃ zawiesinň sŃczono przez jağowŃ watň szklanŃ w celu usuniňcia 

strzňpek grzybni. Zarodniki liczono stosujŃc komorň Thoma i wyznaczano zawartoŜĺ 

zarodnik·w w 1 mL pr·by.  

W celu okreŜlenia wpğywu metabolit·w Bacillus i Pseudomonas na kieğkowanie 

zarodnik·w supernatant otrzymany po zwirowaniu (10 000 obr./min, 15 min) 72-godz. 

hodowli bakteryjnej dodatkowo sŃczono przez membranowy filtr strzykawkowy (Ŝrednica 

por 0,2 Õm; f. Bionovo). Do tak przygotowanego supernatantu dodawano wodnŃ 

zawiesinň zarodnik·w (o wczeŜniej ustalonej gňstoŜci kom·rek) stosujŃc proporcje 1:1 

(v/v). Pr·bň inkubowano przez 48 godz. w warunkach statycznych w temp. 22-24 ÁC.  

Morfologiň zarodnik·w i strzňpek obserwowano za pomocŃ mikroskopu 

Ŝwietlnego. Uzyskane wyniki wyraŨano jako intensywnoŜĺ kieğkowania zarodnik·w 

i odnoszono do liczby zarodnik·w obecnych w pr·bie kontrolnej, kt·rŃ przygotowano 

mieszajŃc wodnŃ zawiesinň zarodnik·w z podğoŨem LB (1:1, v/v). Do pomiaru dğugoŜci 

strzňpek stosowano oprogramowanie SketchAndCalcÊ. 

IV.7. Ekstrakcja i analiza herbicyd·w 

Herbicydy 2,4-D i MET ekstrahowano metodŃ QuEChERS, a nastňpnie 

analizowano technikŃ LCïMS/MS zgodnie z metodami opisanymi odpowiednio przez 

Nykiel-SzymaŒska i in. (2017) oraz JasiŒskŃ i in. (2022). 

Pr·bň hodowli prowadzanŃ w obecnoŜci herbicydu homogenizowano dwukrotnie 

z kulkami szklanymi (o Ŝrednicy 1 mm) w mğynie kulowym MM400 (f. Retsch) stosujŃc 

warunki wytrzŃsania 25 drgaŒ/s przez 4 min. Nastňpnie do otrzymanych homogenat·w 

dodawano 10 mL ACN oraz sole (2 g MgSO4; 0,5 g NaCl; 0,5 g C6H5NaO7 Ĭ 2H2O 

i 0,25 g C6H6Na2O7 Ĭ 1.5 H2O) i prowadzono ekstrakcjň metodŃ QuEChERS. Do dalszej 
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analizy wykorzystywano uzyskany w wyniku zwirowania supernatant (10 000 obr./min, 

10 min).  

Herbicydy analizowano przez przy uŨyciu HPLC Agilent 1200 (f. Agilent) 

i spektrometru mas 3200 Q-TRAP (f. Sciex). Ekstrakt rozcieŒczano w mieszaninie wody 

i metanolu (80:20, v/v). Separacjň zwiŃzk·w prowadzono na kolumnie Kinetex C18 

(50 mm Ĭ 2.1 mm, wielkoŜĺ czŃstek: 5 ɛm) (f. Phenomenex) utrzymywanej 

w temp. 37 ÁC. Do separacji zwiŃzk·w stosowano fazň ruchomŃ skğadajŃcŃ siň 

z wody (A) i metanolu (B) uzupeğnionych 5 mM mr·wczanem amonu. Stosowana 

szybkoŜĺ przepğywu wynosiğa 500 ɛL min-1. Gradient rozpuszczalnika rozpoczynano od 

20% B, i po 1 min zwiňkszano do  90% B w ciŃgu 1 min, a nastňpnie utrzymywano przez 

2,5 min. Do poczŃtkowego skğadu rozpuszczalnika powracano w czasie 2 min. Podczas 

analizy 2,4-D Ŧr·dğo jon·w spektrometru masowego dziağağo w trybie ujemnym, 

natomiast w przypadku MET ï w trybie dodatnim. Pary MRM dla 2,4-D wynosiğy m/z 

219.9-160.9 i 220.9-162.9, natomiast dla MET wynosiğy m/z 284.09-252.2 i 284.09-

176.3. 

IV.8. Dekoloryzacja barwnik·w azowych  

WğaŜciwŃ hodowlň pğynnŃ prowadzonŃ w podğoŨu LB z dodatkiem barwnika 

azowego odwirowywano (10 000 obr./min, 10 min). Nastňpnie mierzono absorbancjň 

supernatantu za pomocŃ spektrofotometru SPECORD 200 stosujŃc odpowiedniŃ dla 

poszczeg·lnych barwnik·w dğugoŜĺ fali: 546 nm (AB113); 598 nm (RB5); 529 nm (AMR); 

493 nm (RO16); 482 nm (SY). 

Poziom dekoloryzacji (D [%]), wyznaczano wedğug nastňpujŃcego wzoru: 

 

$Ϸ  
 Ͻ Ϸ

 , gdzie: 

A ï absorbancja pr·by; 

B ï absorbancja supernatantu hodowli bakteryjnej bez dodatku barwnika (kontrola 

biotyczna); 

C ï absorbancja podğoŨa z dodatkiem barwnika (kontrola abiotyczna); 

D ï absorbancja podğoŨa. 

IV.9. AktywnoŜĺ azoreduktazy (AzoR)  

AktywnoŜĺ AzoR byğa oznaczana metodŃ opisanŃ przez Zimmermanna i in. 

(1982) z uŨyciem jako substratu barwnika RB5. W pierwszym etapie, 1 mL hodowli 

pğynnej wirowano (10 000 obr./min, 10 min) po czym pğyn pohodowlany usuwano i do 

osadu dodawano kulki szklane (o Ŝrednicy 1 mm) i bufor fosforanowy o pH r·wnym 7,2 

(przygotowany z uŨyciem KH2PO4 oraz K2HPO4;  f. Poch). Tak przygotowanŃ pr·bň 
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poddawano dezintegracji na mğynie kulowym (stosujŃc warunki wytrzŃsania 25 drgaŒ/s 

przez 4 min), a nastňpnie wirowano stosujŃc warunki uzyskane powyŨej.  

Do 200 ÕL uzyskanego supernatantu dodawano mieszaninň reakcyjnŃ, kt·ra 

zawierağa: 400 ɛL buforu fosforanowego oraz 200 ɛL roztworu barwnika RB5 (125 ɛM). 

Pr·bň inkubowano przez 4 min. Nastňpnie dodawano do pr·by 200 ɛL wodnego 

roztworu NADH (ang. Nicotinamide Adenine Dinucleotide Hydrogen ï forma 

zredukowana dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego; f. Sigma-Aldrich) o stňŨeniu 

10 mg mL-1 i monitorowano proces odbarwiania przy dğugoŜci fali 597 nm w czasie 2 min, 

stosujŃc spektrofotometr FLUOstarÈ Omega (f. BMG Labtech). WyznaczonŃ zmianň 

wartoŜci absorbancji uŨywano do obliczenia aktywnoŜci AzoR, wg. nastňpujŃcego 

wzoru: 

5
Ў  Ͻ Ͻ

Ͻ ϽЎ
; gdzie: 

ȹAbs ï r·Ũnica absorbancji w czasie (wyznaczona w 0 i 120 sekundzie pomiaru); 

Vcal ï objňtoŜĺ cağkowita pr·by (mL); 

Ů = 39850 M-1 cm-1; 

Vpr ï objňtoŜĺ supernatantu w pr·bie (mL); 

ȹt ï czas pomiňdzy pomiarami (min). 

 

Jednostka (U) AzoR byğa definiowana jako iloŜĺ enzymu potrzebna do 

zredukowania 1 ɛmol barwnika RB5 w czasie 1 min. 

StňŨenie biağka w pr·bie oznaczano zgodnie z protokoğem zestawu BCA 

(ang. Bicinchoninic acid ï kwas bicyncholinowy) Protein Assay Kit (f. Thermo 

ScientificÊ Pierce). AktywnoŜĺ AzoR wyraŨano w U/mg biağka. 

IV.10. Techniki mikroskopowe 

Analizy mikroskopowe prowadzono stosujŃc mikroskop Ŝwietlny (Nikon Eclipse 

50i z kamerŃ Nikon DS-Fi3 wraz z oprogramowaniem NIS-Elements D 5.11.01). 

Obserwacje prowadzono stosujŃc niebarwione preparaty przyŨyciowe oraz preparaty 

utrwalone, wybarwione roztworem fioletu krystalicznego uŨywanym do barwienia 

drobnoustroj·w metodŃ Grama (12,5% roztw·r fioletu krystalicznego w 96% etanolu 

rozcieŒczony do stňŨenia 0,8% (v/v) przy uŨyciu 1% (w/v) wodnego roztworu fenolu). 
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IV.11. Ocena wpğywu drobnoustroj·w na kieğkowanie nasion i wzrost 

siewek og·rka siewnego 

Nasiona og·rka siewnego (Cucumis sativus L.; odmiana og·rek Ŝremski F1; 

f. Legutko) umieszczano w 5% wodnym roztworze NaClO (f. Warchem). Po 5 min 

inkubacji w temp. pokojowej nasiona wielokrotnie pğukano wodŃ destylowanŃ w celu 

dokğadnego usuniňcia NaClO. Tak przygotowane nasiona uŨywano do dalszych badaŒ. 

W zaleŨnoŜci od celu badania wstňpnie przygotowane nasiona og·rka inkubowano 

w wodnej zawiesinie kom·rek wybranego szczepu bakterii lub w wodzie, a nastňpnie 

umieszczano na powierzchni podğoŨa MP, na wilgotnej bibule lub w glebie. 

A) Ocena wzrostu siewek na podğoŨu MS 

Na powierzchniň podğoŨa MS umieszczonego w szalce Petriego nanoszono 

10 sztuk nasion (w dw·ch rzňdach po piňĺ sztuk). Nastňpnie, bakterie pobrane z 24-

godz. hodowli prowadzonej na podğoŨu bulionowym zestalonym agarem posiewano 

liniowo tak, aby kaŨde nasiono byğo w r·wnej odlegğoŜci od bakterii. Pr·bň inkubowano 

w ciemnoŜci przez 24 godz. w temp. 22-24 ÁC, a nastňpnie w warunkach rozproszonego 

Ŝwiatğa sğonecznego przez 96 godz.  

Oddzielone od ğodyg korzenie suszono do stağej masy. Obliczano ŜredniŃ masň 

korzeni jednej siewki, a nastňpnie uzyskane wyniki por·wnywano z ukğadem kontrolnym 

(przyjňtym za 100%), w kt·rych nasiona byğy inkubowane na podğoŨu MS w nieobecnoŜci 

bakterii. 

B) Ocena wzrostu siewek na wilgotnej bibule  

24-godz. przesiewowŃ hodowlň bakteryjnŃ odwirowywano (10 000 obr./min, 

15 min). Supernatant usuwano, a do osadu kom·rek dodawano jağowŃ wodň 

destylowanŃ w objňtoŜci stanowiŃcej poğowň objňtoŜci usuniňtego pğynu 

pohodowlanego. W tak przygotowanej zawiesinie inkubowano nasiona og·rka przez 

15 min w temp. 22-24 ÁC, w warunkach statycznych. Nastňpnie, pr·bň zawierajŃcŃ 

nasiona oraz zawiesinň bakteryjnŃ umieszczano na jağowej, zwilŨonej jağowŃ wodŃ 

destylowanŃ, bibule, umieszczonej w szalce Petriego. Pr·bň inkubowano w ciemnoŜci 

przez 24 godz. w temp. 22-24 ÁC, a nastňpnie w warunkach rozproszonego Ŝwiatğa 

sğonecznego przez 96 godz. 

Oddzielone od ğodyg korzenie suszono do stağej masy. Obliczano ŜredniŃ masň 

korzeni jednej siewki a nastňpnie uzyskane wyniki por·wnywano z ukğadem kontrolnym 

(przyjňtym za 100%), w kt·rych nasiona byğy inkubowane na wilgotnej bibule 

w nieobecnoŜci bakterii. 
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C) Ocena kieğkowania nasion i wzrostu siewek w glebie 

Wstňpnie przygotowane nasiona og·rka inkubowano w zawiesinie bakterii 

(przygotowanej zgodnie z opisem czňŜci B niniejszego rozdziağu) przez 3 godz. 

w warunkach wytrzŃsania (90 obr./min) w temp. 22 ÁC. R·wnolegle przygotowano ukğad 

kontrolny, w kt·rym nasiona inkubowano w nieobecnoŜci bakterii. Nastňpnie, zawiesinň 

bakterii usuwano, a nasiona umieszczano na suchej jağowej bibule filtracyjnej 

umieszczonej w szalce Petriego. Inkubacjň prowadzono w ciemnoŜci przez 24 godz. 

w temp. 22-24 ÁC. 

Glebň (zawierajŃcŃ: torf wysoki, kompost, wňglan wapnia, guano, mŃczkň 

rogowa; wartoŜĺ pH 5,0-7,0; f. Compo Bio) umieszczano w doniczkach. Do gleby 

dodawano wodň destylowanŃ lub wodnŃ zawiesinň zarodnik·w Fusarium 

(przygotowanŃ wg metody opisanej w punkcie IV.6.5) w takiej objňtoŜci, aby stanowiğa 

ona 1% objňtoŜci gleby. Nastňpnie, do gleby wprowadzono nasiona og·rka na 

gğňbokoŜĺ ok. 2 cm. W kaŨdym ukğadzie badanym znalazğo siň po 60 nasion og·rka 

siewnego (szeŜĺ powt·rzeŒ po 10 nasion). 

Pr·by inkubowano w przez 120 godz. w temp. 22-24 ÁC, w warunkach 

rozproszonego Ŝwiatğa sğonecznego. Nastňpnie, oddzielone od ğodyg korzenie suszono 

do stağej masy. Obliczano ŜredniŃ masň korzeni jednej siewki a nastňpnie uzyskane 

wyniki por·wnywano z ukğadem kontrolnym (przyjňtym za 100%), w kt·rych nasiona byğy 

inkubowane w glebie w nieobecnoŜci drobnoustroj·w. 

IV.12. Analiza statystyczna 

Wszystkie ukğady badane przygotowywano w co najmniej trzech powt·rzeniach. 

Uzyskane wyniki przedstawiano jako wartoŜci Ŝrednie i obliczano Ŝrednie odchylenie 

standardowe. Korelacjň oraz jednoczynnikowŃ analizň wariancji (ANOVA) 

przeprowadzono przy uŨyciu Microsoft ExcelÈ (f. Microsoft Corporation). R·Ũnice przy 

wartoŜci p < 0,05 uznawano za istotne statystycznie. R·Ũnice statystyczne na rycinach 

oznaczano symbolem gwiazdki (*) lub mağymi literami alfabetu ğaciŒskiego. 
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V. Wyniki 

V.1. Charakterystyka profilu produkcji cyklicznych lipopeptyd·w szczep·w 

Bacillus i Pseudomonas 

W pierwszej czňŜci badaŒ scharakteryzowano 80 ryzosferowych szczep·w 

bakteryjnych (77 szczep·w Bacillus oraz trzy szczepy Pseudomonas) pod kŃtem profilu 

produkowanych przez nie biosurfaktant·w (Tabela 5). Wstňpnie, aktywnoŜĺ 

powierzchniowŃ biosurfaktant·w oceniono metodŃ DCT (IV.5.1). W celu izolacji cLP 

stosowano metodň ekstrakcji QuEChERS (IV.5.2A). Analizň RL prowadzono metodŃ 

opisanŃ przez Bernata i in. (2019) (IV.5.2B). Uzyskane pr·by analizowano technikami 

LCïMS/MS oraz MALDIïTOF/TOF (IV.5.3). 

SpoŜr·d 77 szczep·w Bacillus wybranych do niniejszych badaŒ (przyjňtych za 

100%) 40 szczep·w Bacillus (51,9%) produkuje surfaktynň, iturynň i fengicynň (Rycina 

5). ZdolnoŜĺ do produkcji tylko surfaktyny i ituryny wykazuje 20 szczep·w Bacillus 

(26,0%), przy czym piňĺ z nich produkuje surfaktynň na bardzo niskim poziomie 

(< 1 mg L-1). Dziewiňĺ szczep·w Bacillus (11,7%) produkuje tylko iturynň, z czego jeden 

z nich na bardzo niskim poziomie (< 2 mg L-1). Piňĺ szczep·w Bacillus (6,5%) produkuje 

tylko surfaktynň, z czego trzy z nich na bardzo niskim poziomie (< 1 mg L-1). 

Dwa szczepy Bacillus (2,6%) nie produkujŃ ani surfaktyny ani ituryny ani fengicyny. 

Jeden szczep (Kol L2; 1,3%) produkuje tylko surfaktynň i fengicynň. 

WŜr·d izolat·w bakterii z rodzaju Pseudomonas wybrano do badaŒ jeden szczep 

produkujŃcy folipeptynň (ASK 10); jeden szczep produkujŃcy wiskozynň oraz kwas 3-(3-

hydroksyalkanoyloksy)alkanowy (HAA) bňdŃcy prekursorem biosurfaktant·w z grupy RL 

(ASK 68) oraz jeden szczep produkujŃcy milkisynň C (Zg 9.3) (Tabela 6). 

Nie stwierdzono produkcji RL przez analizowane szczepy z rodzaju Pseudomonas. 
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Tabela 5. Produkcja biosurfaktant·w przez ryzosferowe szczepy Bacillus: 

A) wyizolowane z pr·b pochodzŃcych z Kolnicy; B) wyizolowane z pr·b pochodzŃcych 

z Kaszubskiego Parku Narodowego; C) wyizolowane z pr·b pochodzŃcych 

ze Skğadowiska Odpad·w Niebezpiecznych w Zgierzu oraz D) wykorzystane we 

wczeŜniej opublikowanych pracach KMPiB UĞ. Kolorem zielonym oznaczono 

nadprodukcjň (> 15 mg L-1) surfaktyny lub ituryny lub produkcjň [+] fengicyny.  

* Wyniki DCT dla podğoŨa LB (kontrola negatywna) oraz wodnego 5% roztworu SDS 

(kontrola pozytywna) wynosiğy odpowiednio 3 oraz 8 mm. Odchylenie standardowe dla 

wyniku DCT ukğad·w badanych to 1,5 mm 

 

A) 

Lp. Szczep 
DCT 

[mm]* 

cLP 
Surfaktyna 

[mg L-1] 
Ituryna 
[mg L-1] 

Fengicyna 
[+/-] 

1.  Kol B1 8,0 109,2 Ñ 14,3  258,3 Ñ 39,0 - 

2.  Kol B2 8,0 94,8 Ñ 16,5 289,7 Ñ 43,8 + 

3.  Kol B3 8,0 29,3 Ñ 4,4 65,8 Ñ 9,9 + 

4.  Kol B6 8,0 56,2 Ñ 8,5 224,2 Ñ 33,9 + 

5.  Kol B8 8,0 65,6 Ñ 9,9 252,8 Ñ 38,2 + 

6.  Kol B9 9,0 39,5 Ñ 6,0 205,1 Ñ 31,0 + 

7.  Kol D2 8,0 75,5 Ñ 11,4 176,3 Ñ 26,6 + 

8.  Kol D3 9,0 71,3 Ñ 10,8 172,5 Ñ 26,0 + 

9.  Kol D4 9,0 88,7 Ñ 10,1 190,2 Ñ 28,8 + 

10.  Kol D5 7,0 85,7 Ñ 12,9 161,5 Ñ 24,4  + 

11.  Kol D7 4,0 0,0 Ñ 0,0 6,8 Ñ 1,1  - 

12.  Kol D8 9,5 92,4 Ñ 13,9 236,0 Ñ 35,7 + 

13.  Kol D9 9,5 84,8 Ñ 13,8 217,7 Ñ 32,9 + 

14.  Kol D10 3,0 0,0 Ñ 0,0 0,0 Ñ 0,0 - 

15.  Kol L1 8,0 46,6 Ñ 7,0 133,3 Ñ 20,2 + 

16.  Kol L2 5,0 18,0 Ñ 2,7 0,0 Ñ 0,0  + 

17.  Kol L3 8,0 49,0 Ñ 7,4 181,1 Ñ 27,4 + 

18.  Kol L4 8,5 30,0 Ñ 4,5 156,1 Ñ 23,6 + 

19.  Kol L5 5,0 8,5 Ñ 0,0 18,6 Ñ 2,8 + 

20.  Kol L6 8,5 31,4 Ñ 4,7 175,3 Ñ 26,5 - 

21.  Kol L8 8,0 15,2 Ñ 2,3 46,9 Ñ 7,0 + 

22.  Kol S1 8,0 59,6 Ñ 9,0 362,3 Ñ 54,8 + 

23.  Kol S2 7,5 59,3 Ñ 6,9 359,8 Ñ 54,1 + 

24.  Kol S3 10,0 10,2 Ñ 0,9 51,2 Ñ 7,1 + 

25.  Kol S5 6,0 25,2 Ñ 3,8 0,0 Ñ 0,0 - 

26.  Kol S7 8,0 29,4 Ñ 3,9 230,8 Ñ 34,9 + 

27.  Kol S8 9,5 32,2 Ñ 4,1 169,3 Ñ 25,6 + 

28.  Kol S9 8,0 24,1 Ñ 3,6 243,8 Ñ 36,8 + 

29.  Kol S10 4,0 0,0 Ñ 0,0 25,9 Ñ 3,9 - 

30.  Kol S11 8,5 45,7 Ñ 6,9 517,1 Ñ 78,2 + 

31.  Kol Si1 3,0 0,8 Ñ 0,2 0,0 Ñ 0,0 - 

32.  Kol Si3 8,0 38,3 Ñ 5,7 264,7 Ñ 40,0 + 

33.  Kol Si4 8,0 36,8 Ñ 5,5 420,1 Ñ 63,5 + 

34.  Kol Si5 8,0 39,1 Ñ 5,9 94,9 Ñ 14,3 +  
35.  Kol Si6 8,0 22,7 Ñ 3,4 379,3 Ñ 57,3 - 
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B) 

Lp. Szczep 
DCT 

[mm]* 

cLP 

Surfaktyna 
[mg L-1] 

Ituryna 
[mg L-1] 

Fengicyna 
[+/-] 

1.  KAS 1.1 5,0 0,0 Ñ 0,0 34,5 Ñ 5,2 - 
2.  KAS 1.2 6,0 24,7 Ñ 3,7 12,8 Ñ 1,4 - 
3.  KAS 1.3 11,0 22,8 Ñ 3,4 105,6 Ñ 15,7 - 
4.  KAS 1.4 4,0 0,0 Ñ 0,0 6,8 Ñ 0,9 - 
5.  KAS 1.5 6,5 31,4 Ñ 4,7 29,9 Ñ 4,5 - 
6.  KAS 1.6 6,0 0,9 Ñ 0,3 10,1 Ñ 1,5 - 
7.  KAS 1.7 11,0 21,6 Ñ 3,2 185,2 Ñ 28,0 + 
8.  KAS 1.8 4,0 0,0 Ñ 0,0 5,4 Ñ 0,8 - 
9.  KAS 1.9 5,0 0,0 Ñ 0,0 13,8 Ñ 2,0 - 
10.  KAS 1.10 5,0 0,0 Ñ 0,0 22,7 Ñ 3,4 - 
11.  KAS 1.11 6,5 84,0 Ñ 9,9 58,9 Ñ 8,9 - 
12.  KAS 2.1 8,0 13,7 Ñ 2,8 58,3 Ñ 8,8 - 
13.  KAS 2.2 9,0 52,7 Ñ 7,9 241,7 Ñ 36,5 - 
14.  KAS 2.3 6,0 74,1 Ñ 11,0 41,5 Ñ 6,2 - 
15.  KAS 2.4 10,0 35,3 Ñ 5,3 267,4 Ñ 40,3 + 
16.  KAS 2.5 10,0 41,1 Ñ 6,2 29,1 Ñ 4,4 + 
17.  KAS 2.6 10,0 30,6 Ñ 4,6 24,8 Ñ 3,7 - 
18.  KAS 2.7 4,0 0,0 Ñ 0,0 0,0 Ñ 0,0  - 
19.  KAS 2.8 6,0 42,8 Ñ 6,4 71,0 Ñ 10,7 - 
20.  KAS 2.9 5,5 0,9 Ñ 0,5 5,4 Ñ 0,6  - 
21.  KAS 2.10 6,0 13,5 Ñ 2,5  45,1 Ñ 6,8 - 
22.  KAS 3.1 5,0 0,0 Ñ 0,0 1,7 Ñ 0,5 - 
23.  KAS 3.2 6,5 11,9 Ñ 2,0 48,1 Ñ 7,2 - 
24.  KAS 3.3 8,0 50,4 Ñ 7,6  291,7 Ñ 44,1 + 
25.  KAS 4.1 5,0 0,9 Ñ 0,4 13,1 Ñ 2,0 - 
26.  KAS 4.2 5,0 0,0 Ñ 0,0 8,9 Ñ 1,0 - 
27.  KAS 4.3 5,0 0,2 Ñ 0,1 2,0 Ñ 0,7  - 
28.  KAS 4.4 8,0 44,4 Ñ 6,7 10,9 Ñ 1,1 + 
29.  KAS 4.5 4,0 0,3 Ñ 0,1 1,9 Ñ 0,9 - 
30.  KAS 4.6 9,0 19,1 Ñ 2,8 48,5 Ñ 7,3 + 

 
 
C) 

Lp. Szczep 
DCT 

[mm]* 

cLP 

Surfaktyna 
[mg L-1] 

Ituryna 
[mg L-1] 

Fengicyna 
[+/-] 

1.  Zg 1.3 8,5 65,0 Ñ 6,5 130,1 Ñ 15,6 + 
2.  Zg 1.4 8,0 15,9 Ñ 3,3 45,8 Ñ 4,9 + 
3.  Zg 3.7 8,5 11,2 Ñ 3,2 32,7 Ñ 4,9 + 
4.  Zg 3.8 8,5 20,9 Ñ 2,9 0,0 Ñ 0,0 - 
5.  Zg 7.6 7,5 7,9 Ñ 1,2 17,9 Ñ 2,7 - 
6.  Zg 8.6 9,0 12,1 Ñ 1,8 36,4 Ñ 5,5 + 
7.  Zg 8.8 8,0 4,9 Ñ 0,9 24,7 Ñ 3,7 + 
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D) 

Lp. Szczep 
DCT 

[mm]* 

cLP 

Surfaktyna 
[mg L-1] 

Ituryna 
[mg L-1] 

Fengicyna 
[+/-] 

1.  DSM 3257 4,0 0,7 Ñ 0,4 0,0 Ñ 0,0 - 
2.  IM 8 4,0 0,5 Ñ 0,3 0,0 Ñ 0,0 - 
3.  IM 13 8,0 65,5 Ñ 9,9 142,4 Ñ 21,5 + 
4.  IM 14 7,0 19,6 Ñ 2,9 7,2 Ñ 1,2 + 
5.  Iô-1a 7,5 8,32 Ñ 2,3 52,0 Ñ 7,8 + 

 
Tabela 6. Biosurfaktanty produkowane przez ryzosferowe szczepy Pseudomonas.  

* Wyniki DCT dla podğoŨa LB (kontrola negatywna) oraz wodnego 5% roztworu SDS 

(kontrola pozytywna) wynosiğy odpowiednio 3 oraz 8 mm. Odchylenie standardowe dla 

wyniku ukğad·w badanych DCT to 1,5 mm 

Lp. Szczep 
DCT 
[mm] * Biosurfaktnat 

1.  ASK 10 7,0 folipeptyna  

2.  ASK 68 7,0 wiskozyna oraz HAA 

3.  Zg 9.3 7,5 milkisyna C 

 

Na podstawie uzyskanych wynik·w stwierdzono, Ũe spoŜr·d wybranych do 

analizy 77 ryzosferowych szczep·w Bacillus 62 szczepy (80,5%) zdolne sŃ do 

wydzielania dw·ch lub trzech biosurfaktant·w o budowie cLP-Bc (Rycina 5). W puli 

szczep·w znalazğo siň teŨ kilka szczep·w produkujŃcych tylko jeden biosurfaktant 

Bacillus lub teŨ nie produkujŃcych cLP wcale.  

 
Rycina 5. Procentowy podziağ szczep·w Bacillus (bňdŃcych modelami badawczymi 

w niniejszej pracy) ze wzglňdu na profil produkcji cLP-Bc. Cağkowita liczba 

analizowanych szczep·w, przyjňta za 100%, wynosiğa 77. Opracowano na podstawie 

wynik·w przedstawionych w Tabeli 5. Brano pod uwagň produkcjň cLP wyŨszŃ niŨ 

0 mg L-1.  
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3%
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V.2. Charakterystyka szczep·w Bacillus i Pseudomonas pod kŃtem 

aktywnoŜci przeciwgrzybowej wobec wybranych szczep·w Fusarium 

Po przeprowadzeniu charakterystyki szczep·w bakteryjnych pod kŃtem produkcji 

biosurfaktant·w, dokonano oceny aktywnoŜci przeciwgrzybowej wybranych szczep·w 

bakteryjnych wobec dw·ch szczep·w grzybowych ï F. sambucinum IM 6525 oraz 

F. culmorum DSM 1094. W tym celu wykorzystano hodowle typu dual culture na podğoŨu 

zestalonym agarem (umieszczonym w jednokomorowych lub dwukomorowych szalkach 

Petriego; IV.6.1) oraz w podğoŨu pğynnym (IV.3.4; IV.6.2).  

V.2.1. Hodowle na podğoŨu stağym 

A. AktywnoŜĺ przeciwgrzybowa bakterii wobec F. sambucinum IM 6525 

Oceniono aktywnoŜĺ przeciwgrzybowŃ 75 bakteryjnych szczep·w ryzosferowych 

(w tym 72 naleŨŃcych do rodzaju Bacillus i trzech do rodzaju Pseudomonas), kt·re 

wczeŜniej nie byğy modelami badawczymi w pracach KMPiB UĞ (Tabela 5A,B,C; Tabela 

6). W tym celu wykorzystano hodowle na podğoŨu PDA umieszczonym 

w jednokomorowych szalkach Petriego (IV.6.1). W badaniach zastosowano szczep 

F. sambucinum IM 6525, wybrany na podstawie wynik·w wstňpnych wskazujŃcych na 

jego wysokŃ opornoŜĺ na dziağanie bakterii Bacillus. 

Na podstawie uzyskanych wynik·w stwierdzono, Ũe analizowane szczepy 

bakteryjne charakteryzujŃ siň zr·ŨnicowanŃ aktywnoŜciŃ przeciwgrzybowŃ (Rycina 6). 

Niekt·re szczepy znaczŃco hamowağy wzrost grzybni IM 6525, podczas gdy inne miağy 

jedynie niewielki wpğyw na rozw·j strzňpek. NajwyŨszŃ zdolnoŜĺ do ograniczania 

wzrostu powyŨszej grzybni (o ok. 40%) stwierdzono dla szczep·w Bacillus sp. Kol B2, 

Bacillus sp. Kol B9, Bacillus sp. Kol D3 oraz Bacillus sp. Kol D8, natomiast najniŨszŃ 

(0%) dla szczep·w Bacillus sp. Zg 3.8, Bacillus sp. Zg 7.6 oraz Pseudomonas sp. 

Zg 9.3. Stwierdzono sğabŃ ujemnŃ korelacjň (-0,40) oraz umiarkowanŃ ujemnŃ korelacjň 

(-0,52) pomiňdzy wysokŃ produkcjŃ odpowiednio surfaktyny i ituryny przez szczepy 

Bacillus, a intensywnoŜciŃ wzrostu grzybni.  

W przypadku 22 ukğad·w badanych zawierajŃcych bakterie Bacillus 

zaobserwowano intensywny, dendrytyczny wzrost populacji bakteryjnej w kierunku 

macierzystej kolonii bakteryjnej. Proces ten skutecznie uniemoŨliwiğ dalszŃ kolonizacjň 

powierzchni podğoŨa przez strzňpki (Rycina 7). Analiza mikroskopowa grzybni 

brzegowej pozwoliğa zaobserwowaĺ przyleganie bakterii do powierzchni strzňpek. 

Stwierdzono r·wnieŨ, Ũe powyŨsze 22 szczepy bakteryjne, charakteryzujŃ siň 

statystycznie wyŨszŃ aktywnoŜciŃ przeciwgrzybowŃ (p < 0,05) niŨ te, u kt·rych nie 

obserwowano kolonizacji strzňpek grzybni IM 6525. Por·wnujŃc uzyskane wyniki 
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z danymi dotyczŃcymi produkcji surfaktyny i ituryny (Tabela 5) przez badane szczepy 

zauwaŨono, Ũe bakterie, dla kt·rych odnotowano zdolnoŜĺ do kolonizacji strzňpek 

grzybni IM 6525 czňŜciej produkujŃ iturynň w iloŜci wiňkszej niŨ 200 mg L-1 oraz czňŜciej 

wykazujŃ zdolnoŜĺ do produkcji fengicyny niŨ bakterie, dla kt·rych nie odnotowano 

obecnoŜci tego zjawiska. 
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Rycina 6. IntensywnoŜĺ wzrostu grzybni F. sambucinum IM 6525 hodowanej na podğoŨu stağym w obecnoŜci bakterii z rodzaju Bacillus lub 

Pseudomonas (hodowle typu dual culture) przez 120 godz. Kolorem czarnym oznaczono intensywnoŜĺ wzrostu grzybni kontrolnej hodowanej 

w  nieobecnoŜci bakterii, przyjňtŃ za 100%. Kolorem szarym oznaczono szczepy bakterii zdolne do kolonizacji strzňpek.
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A) B) 

 
 

Rycina 7. Hodowla typu dual culture grzybni F. sambucinum IM 6525 oraz bakterii 

Bacillus sp. Kol B9 prowadzona na podğoŨu stağym PDA przez 120 godz. inkubacji. 

A) ocena makroskopowa; oraz B) obraz mikroskopowy preparatu barwionego fioletem 

krystalicznym zawierajŃcego grzybniň brzegowŃ. 

 

 
B. AktywnoŜĺ przeciwgrzybowa bakterii wobec F. culmorum DSM 1094 

Oceniono aktywnoŜĺ przeciwgrzybowŃ 22 szczep·w Bacillus (kt·re 

w poprzednim etapie wykazağy zdolnoŜĺ do kolonizacji strzňpek grzybni) wobec szczepu 

F. culmorum DSM 1094. W tym celu ponownie wykorzystano hodowle typu dual culture 

na podğoŨu stağym umieszczonym w jednokomorowych szalkach Petriego (IV.6.1).  

Nie stwierdzono kolonizacji strzňpek F. cumorum DSM 1094 przez badane 

bakterie (Rycina 8). NajwyŨszŃ aktywnoŜĺ przeciwgrzybowŃ (55,9% zahamowania 

wzrostu grzybni) wyznaczono dla szczepu Bacillus sp. Kol B2, kt·ry r·wnieŨ 

w poprzednim etapie badaŒ wykazywağ wysokŃ skutecznoŜĺ przeciwgrzybowŃ. Z kolei 

najniŨszŃ aktywnoŜĺ (16,4% zahamowania wzrostu grzybni) wykazağ szczep Bacillus sp. 

Kol S9, charakteryzujŃcy siň najwiňkszŃ r·ŨnicŃ w skutecznoŜci wobec obu badanych 

grzybni Fusarium. Nie zaobserwowano istotnych r·Ũnic we wraŨliwoŜci grzybni 

F. sambucinum IM 6525 i F. culmorum DSM 1094 wobec badanych 22 szczep·w 

Bacillus.  
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Rycina 8. IntensywnoŜĺ wzrostu grzybni F. culmorum DSM 1094 hodowanej 

na podğoŨu stağym w obecnoŜci bakterii z rodzaju Bacillus (hodowle typu dual culture) 

przez 72 godz. Za 100% przyjňto intensywnoŜĺ wzrostu grzybni kontrolnej hodowanej 

w  nieobecnoŜci bakterii. 

 

Na podstawie zr·Ũnicowanych profili produkcji cLP oraz aktywnoŜci 

przeciwgrzybowej wobec F. sambucinum IM 6525 oraz F. culmorum DSM 1094 

zawňŨono pulň badanych szczep·w bakteryjnych przeznaczonŃ do dalszych badaŒ. 

Grupa ta objňğa:  

¶ 14 szczep·w Bacillus produkujŃcych surfaktynň, iturynň i fengicynň (Kol B2, 

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);  

¶ piňĺ szczep·w Bacillus produkujŃcych surfaktynň i iturynň (Kol B1, Kol L6, 

Kol Si6, KAS 2.2, Zg 7.6);  

¶ jeden szczep Bacillus produkujŃcy iturynň oraz bardzo niewielkie iloŜci 

surfaktyny (< 1 mg L-1, szczep KAS 4.1); 

¶ dwa szczepy produkujŃce tylko iturynň (Kol S10 oraz KAS 1.10); 

¶ jeden szczep Bacillus produkujŃcy tylko surfaktynň (Kol S5);  

¶ jeden szczep Bacillus produkujŃcy surfaktynň i fengicynň (Kol L2);  
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¶ oraz trzy szczepy z rodzaju Pseudomonas  ï ASK 10, ASK 68 oraz Zg 9.3, 

produkujŃce kolejno folipeptynň, wiskozynň oraz milkisynň C.  

WŜr·d wybranych szczep·w, dziewiňĺ (Kol B1, Kol B2, Kol B9, Kol D3, Kol D8, 

Kol S8, Kol Si4, Kol Si6, KAS 2.4) wykazağo zdolnoŜĺ do kolonizowania powierzchni 

strzňpek F. sambucinum IM 6525.  

Dodatkowo do dalszych badaŒ wybrano piňĺ szczep·w Bacillus stosowanych 

w wczeŜniejszych pracach KMPiB UĞ:  

¶ B. subtilis DSM 3257 ï produkujŃcy tylko surfaktynň na niskim poziomie 

(< 1 mg L-1) (Pğaza i in. 2015; Bernat i in. 2016); 

¶ Bacillus sp. IM 8 (wczeŜniej opisywany jako KP8) ï produkujŃcy tylko 

surfaktynň na niskim poziomie (< 1 mg L-1) (Pğaza i in. 2015); 

¶ Bacillus sp. I'-1a, B. subtilis IM 13 oraz B. subtilis IM 14 produkujŃce 

wszystkie trzy cLP-Bc (Pğaza i in. 2015; Bernat i in. 2016; 

Paraszkiewicz i in. 2017; Paraszkiewicz i in. 2018). 
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C. AktywnoŜĺ przeciwgrzybowa bakteryjnych VOCs wobec szczep·w 

F. culmorum DSM 1094 oraz F. sambucinum IM 6525 

W poprzednich etapach pracy gğ·wnymi czynnikami hamujŃcymi rozw·j grzybni 

byğy metabolity bakteryjne wydzielane do podğoŨa, jednak istnieje moŨliwoŜĺ, 

Ũe w aktywnoŜĺ przeciwgrzybowŃ byğy r·wnieŨ zaangaŨowane bakteryjne VOCs. Aby to 

zbadaĺ, zastosowano dwukomorowe szalki Petriego, co uniemoŨliwiğo migracjň 

metabolit·w takich jak cLP w podğoŨu wzrostowym, pozwalajŃc jednoczeŜnie oceniĺ 

wpğyw VOCs na wzrost grzybni F. culmorum DSM 1094 oraz F. sambucinum IM 6525. 

W badaniach wykorzystano szczepy bakteryjne wytypowane na koŒcu poprzedniej 

sekcji tego podrozdziağu (V.2.1B). Oceniano aktywnoŜĺ przeciwgrzybowŃ bakteryjnych 

VOCs na podstawie intensywnoŜci wzrostu (IV.6.1) i morfologii grzybni powierzchniowej 

i powietrznej. 

Najsilniejsze zahamowanie wzrostu powierzchniowego grzybni F. culmorum 

DSM 1094 wyznaczono w obecnoŜci bakterii trzech szczep·w ï Kol B3, Kol S10 oraz 

KAS 2.2, z intensywnoŜciŃ wzrostu grzybni wynoszŃcŃ kolejno 75,3; 74,9 oraz 71,0% 

(Tabela 7). Dla siedmiu szczep·w nie stwierdzono produkcji zwiŃzk·w hamujŃcych 

wzrost grzybni powierzchniowej (intensywnoŜĺ wzrostu grzybni Ó 95%). W pozostağych 

ukğadach wzrost powierzchniowy grzybni mieŜciğ siň w przedziale od 79,8 do 93,6% 

powierzchni w odniesieniu do kontroli (grzybni inkubowanej w nieobecnoŜci bakterii). 

W przypadku grzybni F. sambucinum IM 6525 nie stwierdzono ograniczenia wzrostu 

powierzchniowego przez Ũaden z badanych szczep·w bakteryjnych. 

Obserwowano wpğyw bakteryjnych VOCs na grzybniň powietrznŃ F. culmorum 

DSM 1094 (Rycina 9). Na podstawie zmian w intensywnoŜci wzrostu grzybni 

powietrznej stwierdzono, Ũe wszystkie badane bakterie wykazujŃ zdolnoŜĺ do produkcji 

VOCs wpğywajŃcych na morfologiň grzybni powietrznej powyŨszego szczepu (Tabela 

7). Podobnie jak w przypadku grzybni powierzchniowej, nie stwierdzono wpğywu 

bakteryjnych VOCs na grzybniň powietrznŃ IM 6525. 

Stwierdzono, Ũe choĺ wszystkie badane bakterie ryzosferowe wykazujŃ zdolnoŜĺ 

do produkcji VOCs, w przewaŨajŃcej wiňkszoŜci aktywnoŜĺ powyŨszych metabolit·w nie 

jest wystarczajŃca do zahamowania wzrostu grzybni powierzchniowej. 
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Tabela 7. Wpğyw VOCs produkowanych przez szczepy bakteryjne na grzybniň powierzchniowŃ 

i powietrznŃ szczep·w F. culmorum DSM 1094 i F. sambucinum IM 6525 po 120 godz. inkubacji. 

Lp. 
Nazwa 

szczepu 

IntensywnoŜĺ wzrostu grzybni 

DSM 1094 

IntensywnoŜĺ wzrostu grzybni 

IM 6525 

powierzchniowej 

* [%] 

powietrznej 

** [+/-] 

powierzchniowej 

[%] 

powietrznej 

[+/-] 

1.  Kol B1 93,0 Ñ 5,2 +++ 100,0 - 

2.  Kol B2 89,6 Ñ 4,3 ++ 100,0 - 

3.  Kol B3 74,9 Ñ 2,9 +++ 100,0 - 

4.  Kol B9 98,6 Ñ 3,5 ++ 100,0 - 

5.  Kol D3 87,6 Ñ 2,8 +++ 100,0 - 

6.  Kol D4 96,0 Ñ 3,8 ++++ 100,0 - 

7.  Kol D8 79,8 Ñ 2,8 ++ 100,0 - 

8.  Kol L2 85,7 Ñ 2,4 ++ 100,0 - 

9.  Kol L6 88,8 Ñ 3,9 ++ 100,0 - 

10.  Kol L8 97,9 Ñ 2,0 +++ 100,0 - 

11.  Kol S1 85,7 Ñ 3,4 ++ 100,0 - 

12.  Kol S2 90,8 Ñ 5,5 + 100,0 - 

13.  Kol S5 88,8 Ñ 4,3 + 100,0 - 

14.  Kol S8 80,8 Ñ 4,9 + 100,0 - 

15.  Kol S10 75,3 Ñ 3,8 + 100,0 - 

16.  Kol Si4 82,3 Ñ 2,9 ++ 100,0 - 

17.  Kol Si6 86,9 Ñ 3,4 +++ 100,0 - 

18.  KAS 1.10 93,6 Ñ 6,2 +++ 100,0 - 

19.  KAS 2.2 71,0 Ñ 4,6 ++ 100,0 - 

20.  KAS 2.4 97,4 Ñ 2,9 +++ 100,0 - 

21.  KAS 2.5 98,4 Ñ 1,8 ++ 100,0 - 

22.  KAS 4.1 82,4 Ñ 2,4 + 100,0 - 

23.  Zg 1.3 89,4 Ñ 3,3 + 100,0 - 

24.  Zg 7.6 91,1 Ñ 2,1 + 100,0 - 

25.  Zg 9.3 88,8 Ñ 4,4 + 100,0 - 

26.  ASK 10 87,1 Ñ 5,7 + 100,0 - 

27.  ASK 68 92,9 Ñ 3,8 + 100,0 - 

28.  DSM 3257 99,0 Ñ 1,9 +++ 100,0 - 

29.  Iô-1a 83,0 Ñ 3,3 +++ 100,0 - 

30.  IM 8 91,7 Ñ 4,2 ++ 100,0 - 

31.  IM 13 92,3 Ñ 6,5 ++ 100,0 - 

32.  IM 14 95,4 Ñ 5,7 ++ 100,0 - 

* Wynik uzyskany dla grzybni inkubowanej w nieobecnoŜci bakterii stanowiğ kontrolň przyjňtŃ za 

100%; ** Przykğadowe wyniki dla kaŨdego oznaczenia przedstawiono na Rycinie 9. 
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A) B) C) 

 
  

D) E) 

  

  

Rycina 9. Przykğadowy wzrost grzybni F. culmorum DSM 1094 na podğoŨu zestalonym 

agarem umieszczonym w dwukomorowych szalkach Petriego po 120 godz. inkubacji 

w: A) nieobecnoŜci bakterii; oraz w obecnoŜci bakterii szczep·w Bacillus B) Kol S10; 

C) Kol B9; D) Kol L8 oraz E) Kol D4. Wzrost grzybni powietrznej w pr·bach B-E stanowi 

przykğad dla przyjňtych w Tabeli 7 oznaczeŒ (+), (++), (+++), (++++).
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V.2.2. Hodowle w podğoŨu pğynnym 

Oceniono aktywnoŜĺ przeciwgrzybowŃ bakterii z uŨyciem hodowli w podğoŨu 

pğynnym. Ocenie poddano 32 szczepy bakteryjne wybrane do badaŒ pod koniec 

podrozdziağu V.2.1B i badane w podrozdziale V.2.1C oraz dwa szczepy grzybowe ï 

F. culmorum DSM 1094 oraz F. sambucinum IM 6525. Hodowle prowadzono zgodnie 

z metodŃ opisanŃ w podrozdziale IV.3.4, a aktywnoŜĺ przeciwgrzybowŃ wyznaczano 

zgodnie z metodŃ opisanŃ w podrozdziale IV.6.2. 

Stwierdzono, Ũe szczep Kol Si6 wykazuje najwyŨszŃ aktywnoŜĺ przeciwgrzybowŃ 

wobec obu badanych szczep·w Fusarium, powodujŃc spadek intensywnoŜci wzrostu 

grzybni DSM 1094 do 18,2%, a grzybni IM 6525 do 19,4% (Rycina 10). Natomiast szczep 

Zg 7.6 wykazuje najniŨszŃ aktywnoŜĺ przeciwgrzybowŃ wobec obu szczep·w grzybni ï 

obniŨajŃc intensywnoŜĺ wzrostu grzybni DSM 1094 oraz IM 6525 do kolejno 68,5 oraz 

75,5%. 

Stwierdzono r·wnieŨ, Ũe: 

¶ wysoka aktywnoŜĺ przeciwgrzybowa (powodujŃca spadek intensywnoŜci 

wzrostu grzybni do Ò 35%) wobec obu szczep·w Fusarium 

charakterystyczna jest dla dziewiňciu z 32 badanych szczep·w 

bakteryjnych (Kol B1, Kol B3, Kol B9, Kol D3, Kol L2, Kol L6, Kol S8, 

Kol Si4, Kol Si6); 

¶ Ŝrednia aktywnoŜĺ przeciwgrzybowa (powodujŃca spadek intensywnoŜci 

wzrostu grzybni do od 35 do 65%) wobec obu szczep·w Fusarium 

wyznaczana jest dla jedenastu szczep·w bakteryjnych (ASK 10, Iô-1a, 

IM 13, IM 14, Kol B2, Kol S1, Kol S2, KAS 2.2, KAS 2.5, KAS 1.10, Zg 1.3); 

¶ niska aktywnoŜĺ przeciwgrzybowa (powodujŃca spadek intensywnoŜci 

wzrostu grzybni do Ó 65%) wyznaczana jest dla trzech szczep·w 

bakteryjnych (Kol S5, Kol D8, Zg 7.6). 

Pozostağe dziewiňĺ badanych szczep·w (Kol L8, KAS 2.4, DSM 3257, IM 8, 

ASK 68, Kol D4, Kol D10, KAS 4.1, Zg 9.3) wykazywağo zr·Ũnicowany wpğyw na wzrost 

grzybni Fusarium, zaleŨny od uŨytego w badaniu szczepu grzybowego. 

Ustalono, Ũe bakterie zdolne do kolonizacji strzňpek F. sambucinum IM 6525 

(V.2.1A) czňŜciej wykazywağy wysokŃ aktywnoŜĺ przeciwgrzybowŃ w hodowlach pğynnych 

wobec obu badanych szczep·w Fusarium, w por·wnaniu do tych, dla kt·rych nie 

stwierdzono takiej zdolnoŜci (p < 0,05). Ponadto, wyznaczono umiarkowanŃ negatywnŃ 

korelacjň (-0,46) pomiňdzy poziomem produkcji ituryny a intensywnoŜciŃ wzrostu grzybni 

F. culmorum DSM 1094. Taka zaleŨnoŜĺ nie wystňpowağa natomiast w przypadku drugiego 

szczepu grzybni ani w przypadku poziomu produkcji surfaktyny. 
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Rycina 10. IntensywnoŜĺ wzrostu grzybni F. culmorum DSM 1094 oraz F. sambucinum 

IM 6525 hodowanej w podğoŨu pğynnym LB w obecnoŜci bakterii z rodzaju Bacillus 

i Pseudomonas przez 72 godz. Kontrolň (przyjňtŃ za 100%) stanowiğ wynik uzyskany dla 

grzybni inkubowanej w nieobecnoŜci bakterii. Kolorami na rycinie oznaczono przyjňte 

przedziağy aktywnoŜci przeciwgrzybowej: wysokŃ ï kolor zielony, intensywnoŜĺ wzrostu 

grzybni Ò 35%; ŜredniŃ ï kolor Ũ·ğty, ograniczenie wzrostu grzybni do od 35 do 65%; 

oraz niskŃ ï kolor czerwony, ograniczenie wzrostu grzybni Ó 65%.
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V.3. Ocena wpğywu szczep·w bakteryjnych na wzrost korzeni siewek 

og·rka siewnego 

W kolejnym etapie badaŒ oceniono wpğyw 32 bakteryjnych szczep·w 

ryzosferowych (wybranych w koŒcowej czňŜci podrozdziağu V.2.1B) na wzrost korzeni 

siewek og·rka siewnego. Badania prowadzono w warunkach jağowych z uŨyciem 

podğoŨa MS oraz wilgotnej bibuğy stosujŃc metody opisane w podrozdziale IV.11. 

Ukğadami kontrolnymi (kt·rych wyniki przyjňto za 100%) byğy nasiona inkubowane 

w nieobecnoŜci bakterii. 

W oparciu o wyniki przedstawione na Rycinie 11 stwierdzono, Ũe korzenie 

siewek og·rka siewnego inkubowane w obecnoŜci bakterii na podğoŨu MS wykazujŃ 

wyŨszŃ intensywnoŜĺ wzrostu w por·wnaniu do tych inkubowanych na wilgotnej bibule.  

AnalizujŃc wpğyw szczep·w bakteryjnych na wzrost korzeni og·rka stwierdzano 

wzrost (Ó 110%), spadek (Ò 90%) lub brak wpğywu (91-109%) na intensywnoŜĺ wzrostu 

korzeni. Stwierdzono, Ũe niezaleŨnie od zastosowanej metody: 

1. bakterie 10, spoŜr·d 29, analizowanych szczep·w Bacillus ograniczajŃ 

wzrost korzeni siewek og·rka; 

2. wszystkie trzy uŨyte w badaniu szczepy Pseudomonas powodujŃ 

ograniczenie wzrostu korzeni siewek og·rka; 

3. szczep Bacillus sp. Kol B9 jako jedyny spoŜr·d analizowanych szczep·w 

stymuluje wzrost korzeni siewek og·rka; 

4. szeŜĺ szczep·w bakteryjnych (Kol B2, Kol B3, Kol B9, Kol D3, Kol D8 oraz 

Kol S10), nie ma negatywnego wpğywu na rozw·j korzeni siewek og·rka. 

Uzyskane wyniki wskazağy, Ũe zastosowane w badaniu szczepy bakteryjne 

wykazujŃ zr·Ũnicowany, ale zazwyczaj negatywny, wpğyw na intensywnoŜĺ wzrostu 

korzeni siewek og·rka siewnego (Rycina 12). Jedynie szczep Bacillus sp. Kol B9 

stymulowağ wzrost korzeni og·rka siewnego niezaleŨnie od zastosowanej w badaniu 

metody. 
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Rycina 11. IntensywnoŜĺ wzrostu korzeni siewek og·rka siewnego inkubowanych 

w obecnoŜci bakterii na podğoŨu MS lub na wilgotnej bibule umieszczonej w szalkach 

Petriego. Kontrolň (przyjňtŃ za 100% i oznaczonŃ czerwonŃ liniŃ) stanowiğy wyniki 

uzyskane dla siewek rosnŃcych bez dodatku bakterii. 
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A) B) 

  

Legenda:  

ƴ ï ograniczenie rozwoju korzeni;  

ƴ ï brak wpğywu na rozw·j korzeni;  

ƴ ï stymulacja wzrostu korzeni 

 

Rycina 12. Procentowy podziağ szczep·w bakteryjnych ze wzglňdu na wpğyw wywierany 

na wzrost korzeni og·rka siewnego oceniany przy uŨyciu A) podğoŨa MS; B) wilgotnej 

bibuğy.   

 

Na koniec tego etapu pracy ponownie zawňŨono pulň badanych szczep·w 

bakteryjnych (Tabela 8). Do planowanej identyfikacji genetycznej wybrano szczepy 

r·ŨniŃce siň pod wzglňdem profilu wytwarzanych biosurfaktant·w, mechanizm·w 

aktywnoŜci przeciwgrzybowej wobec szczep·w z rodzaju Fusarium oraz wpğywu na 

wzrost korzeni siewek og·rka siewnego. WŜr·d wybranych szczep·w znalazğy siň m.in. 

Bacillus sp. Kol B3, Bacillus sp. Kol S10 oraz Bacillus sp. KAS 2.2, kt·re jako jedyne 

wykazywağy zdolnoŜĺ do produkcji VOCs hamujŃcych wzrost grzybni powierzchniowej 

w okoğo 25-30% (podrozdziağ V.2.1C; Tabela 7). Do puli wğŃczono r·wnieŨ szeŜĺ 

szczep·w, kt·re nie miağy negatywnego wpğywu na wzrost siewek og·rka (Kol B2; 

Kol B3, Kol B9, Kol D3, Kol D8 oraz Kol S10) (Rycina 11). W skğad wybranych 

szczep·w weszğy takŨe wszystkie trzy szczepy Pseudomonas. W procesie selekcji do 

identyfikacji genetycznej pominiňto szczepy Bacillus, kt·re nie wykazağy zdolnoŜci do 

produkcji biosurfaktant·w oraz te, kt·re zostağy wczeŜniej zidentyfikowane.  
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Tabela 8. Podsumowanie wynik·w dotyczŃcych analizy produkcji biosurfaktant·w, aktywnoŜci 

przeciwgrzybowej oraz wpğywu na rozw·j korzeni og·rka przez wybrane do kolejnych etap·w 

badaŒ szczepy bakteryjne. 

Lp. Szczep 

Produkcja cLP 

[+ / - ] 

AP (1)  

wobec szczepu Kolonizacja 

strzňpek 

IM 6525 

VOCs 

(2) 

Wpğyw na 

rozw·j 

korzeni 

og·rka 

siewnego (3) 

Surf. Itur. Feng. 
DSM 

1094 

IM 

6525 

1.  Kol B1 + + - wysoka wysoka + +/- - 

2.  Kol B2 + + + Ŝrednia Ŝrednia + +/- 0 

3.  Kol B3 + + + wysoka wysoka - ++ ++ 

4.  Kol B9 + + + wysoka wysoka + +/- +++ 

5.  Kol D3 + + + wysoka wysoka + + 0 

6.  Kol D4 + + + Ŝrednia niska - +/- - 

7.  Kol D8 + + + niska niska + + 0 

8.  Kol L2 + - + wysoka Ŝrednia - + - - 

9.  Kol L6 + + - wysoka wysoka - +/- - 

10.  Kol L8 + + + wysoka Ŝrednia - +/- - 

11.  Kol S1 + + + Ŝrednia Ŝrednia - + - 

12.  Kol S2 + + + Ŝrednia Ŝrednia - +/- - 

13.  Kol S8 + + + wysoka wysoka + +/- - 

14.  Kol S10 - + - Ŝrednia niska - ++ 0 

15.  Kol Si4 + + + wysoka wysoka + +/- - 

16.  Kol Si6 + + - wysoka wysoka + +/- - - 

17.  
KAS 

1.10 
- + - Ŝrednia Ŝrednia - +/- - 

18.  
KAS 

2.2 
+ + - Ŝrednia Ŝrednia - ++ - 

19.  
KAS 

2.4 
+ + + Ŝrednia wysoka + +/- - 

20.  Zg 7.6 + + - niska niska - + - - 

21.  Zg 9.3 milkisyna C niska Ŝrednia - + - 

22.  ASK 10 folipeptyna Ŝrednia Ŝrednia - + - - 

23.  ASK 68 wiskozyna Ŝrednia Ŝrednia - +/- - - 

(1) AP ï aktywnoŜĺ przeciwgrzybowa (niska ï intensywnoŜĺ wzrostu grzybni wyŨsza niŨ 65%; Ŝrednia ï mieszczŃca 

siň w przedziale 35-65%; oraz wysoka ï intensywnoŜĺ wzrostu grzybni niŨsza niŨ 35%, w odniesieniu do kontroli); 

(2) (+/-) produkcja VOCs majŃcych wpğyw tylko na grzybniň powietrznŃ DSM 1094; (+) sğabe (< 20%) ograniczenie 

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

mieszczŃce siň w przedziale 20-30%; 

(3) (+++) pozytywny w przypadku obu uŨytych w pracy metod; (++) pozytywny w przypadku jednej metody; 

(-) negatywny w przypadku jednej metody; (- -) negatywny w przypadku obu metod; (0) ï brak wpğywu.
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V.4. Identyfikacja wybranych szczep·w bakteryjnych 

Dla 20 wybranych szczep·w Bacillus oraz trzech szczep·w Pseudomonas 

przeprowadzono wstňpnŃ identyfikacjň genetycznŃ. Identyfikacjň szczep·w ASK 10 

i ASK 68 wykonano w Instytucie Ekologii Teren·w Uprzemysğowionych w Katowicach 

pod kierunkiem prof. dr hab. GraŨyna Pğazy. Identyfikacjň pozostağych szczep·w 

przeprowadzono podczas staŨu naukowego w Zakğadzie Mikrobiologii i Ryzosfery IO 

w Skierniewicach pod opiekŃ prof. dr hab. Lidii Sas-Paszt oraz dr Anny Lisek posğugujŃc 

siň metodŃ opisanŃ w podrozdziale IV.2. 

Uzyskane w wyniku analizy sekwencje nukleotyd·w umieszczono w Tabeli 10. 

Na podstawie analizy wynik·w stwierdzono, Ũe 19 z badanych szczep·w Bacillus 

naleŨy do kompleksu gatunk·w B. subtilis, a dziewiňĺ z nich naleŨy do operacyjnej grupy 

B. amyloliquefaciens, bňdŃcej czňŜciŃ kompleksu gatunk·w B. subtilis (Tabela 9). 

AnalizujŃc dane dotyczŃce procentowego podobieŒstwa genetycznego badanych 

szczep·w, stwierdzono, Ũe najprawdopodobniej osiem z nich naleŨy do gatunku 

B. subtilis, piňĺ do B. amyloliquefaciens oraz piňĺ do B. velezensis. Szczep Kol B3 

z r·wnym prawdopodobieŒstwem moŨe naleŨeĺ do gatunk·w B. amyloliquefaciens, 

B. velezensis lub B. methylotrophicus. Szczep Kol Si4 najprawdopodobniej naleŨy do 

gatunku B. subtilis lub B. halotolerans, natomiast szczep Zg 7.6 do gatunku B. pumilus.  

Stwierdzono takŨe, Ũe szczep Zg 9.3 naleŨy do rodzaju Pseudomonas, jednak 

na podstawie uzyskanych wynik·w nie moŨliwe byğo ustalenie przynaleŨnoŜci do 

gatunku. Z kolei szczep ASK 10 zakwalifikowano do gatunku P. koreensis (GenBank: 

MZ707723.1), a szczep ASK 68 do gatunku P. fluorescens. 

 

Tabela 9. Wyniki analizy genetycznej wybranych szczep·w ryzosferowych. 

Lp. 
Nazwa 

szczepu 

Startery 

wykorzystane do 

uzyskania 

sekwencji 

nukleotyd·w 

Liczba 

nukleotyd·w 

w uzyskanej 

sekwencji 

Wyznaczone podobieŒstwo 

genetyczne * 

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

2.  Kol B2 gyrA47F/gyrA1066R 568 
Grupa B. subtilis, 
najprawdopodobniej B. subtilis 

3.  Kol B3 tufGPF/tufGPR 720 

Grupa B. subtilis, 
najprawdopodobniej B. velezensis, 
B. amyloliquefaciens lub  
B. methylotrophicus 
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4.  Kol B9 27F/1492R 527 
Grupa B. subtilis, 
najprawdopodobniej B. subtilis 

5.  Kol D3 27F/1492R 560 
Grupa B. amyloliquefaciens, 
najprawdopodobniej 
B. amyloliquefaciens  

6.  Kol D4 27F/1492R 512 
Grupa B. subtilis, 
najprawdopodobniej B. subtilis 

7.  Kol D8 27F/1492R 634 
Grupa B. amyloliquefaciens, 
najprawdopodobniej B. velezensis 

8.  Kol L2 purH70F/purH1013R 847 
Grupa B. subtilis, 
najprawdopodobniej B. subtilis 

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

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

11.  Kol S1 27F/1492R 794 
Grupa B. subtilis, 
najprawdopodobniej B. subtilis 

12.  Kol S2 gyrA47F/gyrA1066R 789 
Grupa B. subtilis, 

najprawdopodobniej B. subtilis 

13.  Kol S8 27F/1492R 685 
Grupa B. subtilis, 

najprawdopodobniej B. subtilis 

14.  Kol S10 27F/1492R  572 

Grupa B. amyloliquefaciens, 

najprawdopodobniej 

B. amyloliquefaciens 

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

16.  Kol Si6 gyrA47F/gyrA1066R 784 
Grupa B. subtilis, 
najprawdopodobniej B. subtilis 

17.  KAS 1.10 purH70F/purH1013R 797 
Grupa B. amyloliquefaciens, 
najprawdopodobniej B. velezensis 

18.  KAS 2.2 purH70F/purH1013R 839 
Grupa B. amyloliquefaciens, 
najprawdopodobniej B. velezensis 

19.  KAS 2.4 gyrA47F/gyrA1066R 917 
Grupa B. amyloliquefaciens, 
najprawdopodobniej B. velezensis 

20.  Zg 7.6 purH70F/purH1013R 782 
Bacillus sp., najprawdopodobniej 
B. pumilus 

21.  Zg 9.3 gyrB01F/gyrB02R 876 Pseudomonas sp. 

22.  ASK 10 27F/1492R 1455 P. koreensis 

23.  ASK 68 27F/1492R 1520 P. fluorescens 

*  Uzyskane sekwencje nukleotyd·w por·wnywano z danymi NCBI za pomocŃ narzňdzia BLAST. 
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Tabela 10. Uzyskane sekwencje analizowanych izolat·w bakteryjnych. 

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 

Zg 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 pğynnych hodowlach bakteryjno-

grzybowych 

Dla wybranych w poprzednich etapach badaŒ 20 szczep·w Bacillus (Tabela 8, 

Tabela 9) wykonano analizň produkcji surfaktyny i ituryny w obecnoŜci grzybni 

F. culmorum DSM 1094 oraz F. sambucinum IM 6525. Hodowle prowadzono wedğug 

metody opisanej w podrozdziale IV.3.4. W celu izolacji i analizy cLP-Bc z pğyn·w 

pohodowlanych stosowano metodň ekstrakcji QuEChERS (IV.5.2) oraz technikň LCï

MS/MS (IV.5.3).  

Na podstawie uzyskanych wynik·w stwierdzono, Ũe w wiňkszoŜci hodowli 

obecnoŜĺ grzybni powoduje znaczŃcy (> 50%) spadek poziomu izolowanych 

biosurfaktant·w (Rycina 13). W obrňbie ocenianych 20 szczep·w, tylko w hodowlach 

szczepu Bacillus sp. Kol D3 oraz Bacillus sp. Kol D4 wyznaczono wzrost poziomu 

przynamniej jednego biosurfaktanta pod wpğywem obecnoŜci przynajmniej jednego 

ocenianego szczepu z rodzaju Fusarium. 

Stwierdzono, Ũe w Ũadnej hodowli Bacillus zawierajŃcej strzňpki F. culmorum 

DSM 1094 obecnoŜĺ grzybni nie zwiňksza poziomu izolowanej surfaktyny. Jedynie 

w hodowli szczepu Kol D4 poziom surfaktyny byğ por·wnywalny do poziomu 

wyznaczonego dla kontroli (monokultury bakteryjnej). W hodowlach mieszanych 

szczep·w Kol D3 i Kol D4, prowadzonych w obecnoŜci grzybni szczepu F. culmorum 

DSM 1094, zaobserwowano wyŨszŃ zawartoŜĺ ituryny w por·wnaniu do kontroli bez 

dodatku grzybni. W przypadku hodowli mieszanych z drugŃ badanŃ grzybniŃ ï

F. sambucinum IM 6525 ï zwiňkszonŃ zawartoŜĺ surfaktyny i ituryny odnotowano tylko 

w hodowlach szczepu Bacillus sp. Kol D4. 
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A) 

 
B) 

 
Rycina 13. Poziom A) surfaktyny i B) ituryny wyznaczony w 72-godz. hodowlach 

mieszanych bakteryjno-grzybowych zawierajŃcych grzybniň F. culmorum DSM 1094 

(dane oznaczone kolorem niebieskim ï ƴ) lub zawierajŃcych grzybniň F. sambucinum 

IM 6525 (dane oznaczone kolorem pomaraŒczowym ï ƴ). CzerwonŃ liniŃ oznaczono 

poziom produkcji biosurfaktanta w hodowlach kontrolnych (prowadzonych 

w nieobecnoŜci grzybni) przyjňty za 100%. Symbolem gwiazdki (*) oznaczono wyniki 

analizy produkcji cLP-Bc znaczŃco (p < 0,05) wyŨsze od poziomu wyznaczonego 

w ukğadach kontrolnych. 
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Wykonano analizň korelacji pomiňdzy poziomem surfaktyny i ituryny 

wyznaczanym w hodowli mieszanej bakteryjno-grzybowej a intensywnoŜciŃ wzrostu 

badanych grzybni Fusarium. Stwierdzono sğabŃ dodatniŃ korelacjň (0,36) pomiňdzy 

poziomem surfaktyny wyznaczanym w hodowlach mieszanych zawierajŃcych grzybniň 

F. sambucinum IM 6525 a wzrostem grzybni (Rycina 14B). PodobnŃ, nieznacznie 

wyŨszŃ zaleŨnoŜĺ (0,41), stwierdzono analizujŃc poziom ituryny w tych samych 

hodowlach (Rycina 14D). 

 
A) B) 

  

C) D) 

  

Rycina 14. Korelacja pomiňdzy poziomem surfaktyny (A,B) lub ituryny (C,D) 

w hodowlach mieszanych bakteryjno-grzybowych a intensywnoŜciŃ wzrostu grzybni 

F. culmorum DSM 1094 (A,C) lub F. sambucinum IM 6525 (B,D). 
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V.6. Ocena wzrostu, produkcji biosurfaktant·w i aktywnoŜci 

przeciwgrzybowej bakterii Bacillus i Pseudomonas w obecnoŜci 

zanieczyszczeŒ antropogenicznych 

WŜr·d zanieczyszczeŒ antropogenicznych wykorzystanych do badaŒ opisanych 

w tej czňŜci pracy znalazğy siň barwniki azowe, syntetyczne pestycydy oraz MP (III.3). 

Do badaŒ z uŨyciem barwnik·w wybrano szczepy wyizolowane z ryzosfery pobranej 

ze Ŝrodowisk o potencjalnie wysokim zanieczyszczeniu antropogenicznym (Skğadowisko 

Odpad·w Niebezpiecznych w Zgierzu oraz Aleja Klon·w Srebrzystych). Z kolei do badaŒ 

z uŨyciem MP i syntetycznych pestycyd·w wybrano bakterie wyizolowane ze Ŝrodowisk 

wiejskich i leŜnych, charakteryzujŃce siň wysokŃ aktywnoŜciŃ przeciwgrzybowŃ 

i zr·Ũnicowanym profilem produkcji cLP.  

V.6.1. Barwniki azowe 

A) Ocena poziomu dekoloryzacji barwnik·w azowych przez bakterie Bacillus 

i Pseudomonas oraz wpğywu barwnik·w na wzrost bakterii i aktywnoŜĺ 

powierzchniowŃ pğyn·w pohodowlanych 

Badaniu z uŨyciem barwnik·w azowych poddano siedem szczep·w Bacillus 

(Zg 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 10 i ASK 68). W pierwszym etapie oceniano wpğyw piňciu barwnik·w azowych 

(AB113, RB5, AMR, RO16 oraz SY) na wzrost bakterii (na podstawie wartoŜci OD; IV.4.1) 

oraz na aktywnoŜĺ powierzchniowŃ wydzielanych biosurfaktant·w (na podstawie wynik·w 

testu DCT; IV.5.1). Wyznaczono takŨe poziom dekoloryzacji powyŨszych barwnik·w 

w hodowlach bakteryjnych (IV.8). Hodowle prowadzono zgodnie z metodŃ opisanŃ 

w podrozdziale IV.3.1. 

Nie stwierdzono znaczŃcego zahamowania wzrostu bakterii w obecnoŜci badanych 

barwnik·w azowych uŨytych w stňŨeniu 50 mg L-1 (Tabela 11). Wykazano, Ũe barwnik 

AB113 byğ najsilniej dekoloryzowany przez wszystkie oceniane szczepy bakteryjne. Z kolei 

w hodowlach z dodatkiem barwnika SY wyznaczono najniŨszy poziom dekoloryzacji. 

Ustalono, Ũe wszystkie badane szczepy byğy zdolne do bioakumulacji / biosorpcji barwnika 

AB113, co objawiağo siň zabarwieniem biomasy bakteryjnej. Zjawiska tego nie 

zaobserwowano w przypadku pozostağych barwnik·w. Ponadto, w hodowlach z barwnikiem 

AB113 aktywnoŜĺ powierzchniowa pğyn·w pohodowlanych byğa niŨsza niŨ w pr·bach 

kontrolnych (bez dodatku barwnika). 

W hodowlach z dodatkiem barwnik·w AMR i RO16 odnotowano wzrost aktywnoŜci 

powierzchniowej pğyn·w pohodowlanych w por·wnaniu do kontroli biotycznej, z wyjŃtkiem 

czterech z dziesiňciu badanych szczep·w: Bacillus sp. Zg 3.7, Bacillus sp. Zg 7.6, 
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P. koreensis ASK 10 oraz P. fluorescens ASK 68. Zaobserwowano r·wnieŨ korelacjň (0,59) 

pomiňdzy wzrostem dekoloryzacji barwnika a spadkiem aktywnoŜci powierzchniowej 

pğyn·w pohodowlanych (Rycina 15).  

NajwyŨszŃ zdolnoŜĺ dekoloryzacji wykazağy szczepy P. koreensis ASK 10 

i P. fluorescens ASK 68, dlatego zostağy one wybrane do dalszych badaŒ. Niemniej jednak 

w powyŨszych hodowlach obecnoŜĺ kaŨdego barwnika azowego powodowağa spadek 

aktywnoŜci powierzchniowej pğyn·w pohodowlanych, co wskazuje na ograniczenie 

produkcji lub aktywnoŜci wydzielanych surfaktant·w.  

 
Tabela 11. IntensywnoŜĺ wzrostu bakterii w obecnoŜci barwnik·w azowych, poziom 

dekoloryzacji dodawanego do hodowli barwnika oraz aktywnoŜĺ powierzchniowa 

biosurfaktant·w oceniana testem DCT w 72-godz. hodowlach prowadzonych w warunkach 

wytrzŃsania (120 obr./min). WyjŜciowe stňŨenie barwnika w hodowli wynosiğo 50 mg L-1. 

Procent dekoloryzacji obliczono na podstawie absorbancji pğyn·w pohodowlanych 

w odniesieniu do wynik·w uzyskanych dla kontroli abiotycznej (przyjňtych za 100%).  

Szczep 
Barwnik 

azowy 

IntensywnoŜĺ 

wzrostu bakterii 

[%] 

Dekoloryzacja 

[%] 

DCT * [mm] w hodowli 

bez 

barwnika 

z  

barwnikiem 

Bacillus sp. Zg 1.3 

AB113 92,9 Ñ 9,2 44,1 Ñ 6,9 

8,0 

5,0 

RB5 101,1 Ñ 8,0 16,1 Ñ 5,2 8,5 

AMR 112,9 Ñ 8,9 13,4 Ñ 4,6 9,0 

RO16 100,2 Ñ 9,2 9,1 Ñ 5,9 9,0 

SY 112,7 Ñ 8,6 0,0 Ñ 0,0 7,0 

Bacillus sp. Zg 1.4 

AB113 109,1 Ñ 10,9 49,3 Ñ 5,4 

8,5 

5,0 

RB5 113,5 Ñ 10,2 15,6 Ñ 3,9 8,0 

AMR 106,7 Ñ 9,2 18,6 Ñ 4,8 11,0 

RO16 101,1 Ñ 9,1 16,6 Ñ 5,9 9,5 

SY 93,4 Ñ 11,3 0,0 Ñ 0,0 7,0 

Bacillus sp. Zg 3.7 

AB113 96,5 Ñ 11,4 48,2 Ñ 6,8 

8,0 

5,0 

RB5 98,2 Ñ 9,3 15,8 Ñ 3,9 8,0 

AMR 109,0 Ñ 10,7 17,7 Ñ 4,5 8,0 

RO16 103,7 Ñ 11,5 16,7 Ñ 4,9 8,0 

SY  93,3 Ñ 9,6 0,0 Ñ 0,0 10,0 

Bacillus sp. Zg 3.8 

AB113  104,3 Ñ 9,3 30,2 Ñ 5,2 

8,0 

5,0 

RB5  106, Ñ 10,2 14,9 Ñ 4,2 9,0 

AMR  95,0 Ñ 11,7 8,5 Ñ 4,2 9,5 

RO16  98,1 Ñ 11,2 11,7 Ñ 3,9 9,5 

SY  99,1 Ñ 10,1 0,0 Ñ 0,0 8,0 

Bacillus sp. Zg 7.6 

AB113  110,4 Ñ 9,9  51,6 Ñ 7,9 

7,5 

6,0 

RB5  92,3 Ñ 9,3 21,6 Ñ 6,3 8,0 

AMR  114,0 Ñ 11,3 19,5 Ñ 5,2 5,0 

RO16  102,8 Ñ 10,8 9,5 Ñ 2,9 8,0 
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SY  98,9 Ñ 11,4 0,0 Ñ 0,0 8,0 

Bacillus sp. Zg 8.6 

AB113  101,4 Ñ 9,2 42,5 Ñ 4,3 

8,0 

5,5 

RB5  101,4 Ñ 9,8 17,2 Ñ 2,9 8,5 

AMR  97,9 Ñ 10,2 22,7 Ñ 3,8 10,0 

RO16  102,9 Ñ 7,4 13,7 Ñ 3,7 10,0 

SY  113,1 Ñ 10,3 9,8 Ñ 2,1 11,0 

Bacillus sp. Zg 8.8 

AB113  114,1 Ñ 10,4 32,9 Ñ 5,7 

8,0 

5,0 

RB5  112,2 Ñ 11,3 16,1 Ñ 2,1 8,0 

AMR  103,3 Ñ 9,8 22,3 Ñ 1,9 9,5 

RO16  105,4 Ñ 9,0 14,3 Ñ 2,3 9,5 

SY  105,2 Ñ 10,2 0,0 Ñ 0,0 9,0 

Pseudomonas sp. 

Zg 9.3 

AB113  117,4 Ñ 9,7 50,0 Ñ 7,1 

7,5 

6,0 

RB5  111,5 Ñ 10,3 24,3 Ñ 5,9 8,0 

AMR  116,7 Ñ 9,5 23,9 Ñ 4,7 10,0 

RO16  99,2, Ñ 7,7 16,0 Ñ 3,1 9,0 

SY  95,0 Ñ 11,4 0,0 Ñ 0,0 9,0 

P. koreensis 

ASK 10 

AB113 90,3 Ñ 16,3 68,7 Ñ 9,9 

7,0 

5,0 

RB5 141,5 Ñ 12,8 68,3 Ñ 10,1 5,0 

AMR 113,8 Ñ 10,9 57,2 Ñ 7,9 5,0 

RO16 90,5 Ñ 10,2 42,3 Ñ 5,9 5,0 

SY 107,7 Ñ 13,2 31,8 Ñ 2,9 5,0 

P. fluorescens 

ASK 68 

AB113 123,1 Ñ 19,2 66,1 Ñ 8,0 

8,0 

8,0 

RB5 138,0 Ñ 21,2 57,2 Ñ 6,2 8,0 

AMR 108,4 Ñ 13,2 61,9 Ñ 7,0 7,0 

RO16 115,9 Ñ 10,9 31,1 Ñ 2,9 7,0 

SY 102,4 Ñ 9,8 15,4 Ñ 1,3 8,0 

* Wynik DCT dla kontroli abiotycznej wynosiğ to 3 mm. Dla wszystkich pr·b badanych odchylenie standardowe 

wynosiğo 1,5 mm. 

 

 
Rycina 15. Korelacja pomiňdzy intensywnoŜciŃ dekoloryzacji barwnika azowego w hodowli 

bakteryjnej a aktywnoŜciŃ powierzchniowŃ pğynu pohodowlanego wyznaczonŃ 

w procentach (gdzie za 100% przyjňto wynik uzyskany dla pğyn·w pohodowlanych 

pochodzŃcych z hodowli bakteryjnych prowadzonych w nieobecnoŜci barwnik·w).
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B) Ocena wpğywu stňŨenia barwnika azowego na poziom dekoloryzacji przez 

szczepy P. koreensis ASK 10 oraz P. fluorescens ASK 68 

Nastňpnie oceniono wpğyw poczŃtkowego stňŨenia barwnika w hodowli (25, 50 

lub 100 mg L-1) na efektywnoŜĺ dekoloryzacji przez szczepy P. koreensis ASK 10 

i P. fluorescens ASK 68. Wykazano, Ũe wzrost wyjŜciowego stňŨenia barwnika AB113 

w hodowli szczepu ASK 10 powodowağ obniŨenie poziomu dekoloryzacji (Rycina 16A). 

Natomiast w przypadku barwnik·w RB5, RO16 i SY, zastosowane stňŨenia poczŃtkowe 

nie miağy istotnego wpğywu na skutecznoŜĺ dekoloryzacji. NajwyŨszŃ efektywnoŜĺ 

(okoğo 60%) dla barwnika AMR uzyskano przy stňŨeniu 50 mg L-1. 

A) 

 

B) 

 

Rycina 16. Wpğyw wyjŜciowego stňŨenia barwnika azowego na poziom dekoloryzacji 

wyznaczony w 72-godz. hodowlach szczep·w A) P. koreensis ASK 10 oraz 

B) P. fluorescens ASK 68. Kontrolň abiotycznŃ (przyjňtŃ za 100%) stanowiğ wynik 

uzyskany dla roztworu barwnika azowego w podğoŨu LB. R·Ũnice statystyczne 

oznaczano mağymi literami alfabetu ğaciŒskiego. WartoŜci oznaczone tŃ samŃ literŃ nie 

r·ŨniŃ siň od siebie istotnie (p < 0,05). 
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Por·wnanie wynik·w dla szczep·w ASK 10 i ASK 68 wykazağo podobnŃ 

zaleŨnoŜĺ pomiňdzy poziomem dekoloryzacji a poczŃtkowym stňŨeniem barwnika 

w przypadku barwnik·w AB113, RO16 i SY (Rycina 16B). W odr·Ũnieniu od szczepu 

ASK 10, w przypadku szczepu ASK 68 odnotowano stopniowy spadek dekoloryzacji 

barwnika RB5 przy wzrastajŃcym stňŨeniu oraz znaczne obniŨenie dekoloryzacji 

barwnika AMR przy stňŨeniu 100 mg L-1. 

 

C) Ocena wpğywu warunk·w wytrzŃsania na efektywnoŜĺ dekoloryzacji 

barwnik·w azowych przez bakterie P. koreensis ASK 10 oraz 

P. fluorescens ASK 68 

Przeprowadzono analizň wpğywu warunk·w wytrzŃsania hodowli na efektywnoŜĺ 

dekoloryzacji trzech barwnik·w azowych: AB113, RB5 oraz AMR, stosowanych 

w stňŨeniach poczŃtkowych 25 i 50 mg L-ĭ. Stwierdzono, Ũe oba szczepy, P. koreensis 

ASK 10 i P. fluorescens ASK 68, hodowane w warunkach statycznych (0 obr./min), 

efektywnie dekoloryzujŃ barwnik AB113 (na poziomie 93,3 Ñ 7,6%) (Rycina 17). 

W przypadku hodowli bakteryjnych zawierajŃcych AB113 w stňŨeniu 50 mg L-ĭ, 

wytrzŃsanie hodowli (120 obr./min) nieznacznie obniŨyğo poziom dekoloryzacji tego 

barwnika. 

 W przypadku barwnika RB5 dodawanego do hodowli szczepu ASK 10 

w stňŨeniu 25 mg L-ĭ, warunki wytrzŃsane znaczŃco zmniejszağy poziom dekoloryzacji, 

podczas gdy dla wyŨszego stňŨenia RB5 oraz w hodowlach szczepu ASK 68 z tym 

barwnikiem nie odnotowano podobnych efekt·w. 

Warunki wytrzŃsania miağy takŨe istotny, ale odmienny wpğyw na dekoloryzacjň 

barwnika AMR. Szczep ASK 10 wykazywağ wyŨszŃ efektywnoŜĺ dekoloryzacji AMR 

w warunkach statycznych, niezaleŨnie od poczŃtkowego stňŨenia barwnika. Natomiast 

szczep ASK 68 silniej dekoloryzowağ AMR w warunkach wytrzŃsanych (120 obr./min), 

gdzie dostňpnoŜĺ tlenu byğa wiňksza. 

Stwierdzono, Ũe efektywnoŜĺ dekoloryzacji barwnik·w azowych zaleŨy zar·wno 

od zdolnoŜci metabolicznych szczep·w, jak i od dostňpnoŜci tlenu. Otrzymane wyniki 

sugerujŃ, Ũe zastosowane w badaniu szczepy Pseudomonas prawdopodobnie majŃ 

odmienne mechanizmy dekoloryzacji, zaleŨne od dostňpnoŜci tlenu. 
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A) 

 

B) 

 

Rycina 17. Wpğyw warunk·w hodowli i stňŨenia barwnika azowego na poziom 

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

B) P. fluorescens ASK 68. Liczbami 25 i 50 zaznaczono wyjŜciowe stňŨenie barwnika 

w hodowli wynoszŃce odpowiednio 25 oraz 50 mg L-1. Kolorami oznaczono barwniki: 

niebieskim - AB113; szarym - RB5; r·Ũowym - AMR. Kontrolň (przyjňtŃ za 100%) 

stanowiğ wynik uzyskany dla roztworu barwnika azowego w podğoŨu LB. R·Ũnice 

statystyczne oznaczano mağymi literami alfabetu ğaciŒskiego. WartoŜci oznaczone tŃ 

samŃ literŃ nie r·ŨniŃ siň od siebie istotnie (p < 0,05).  
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D) AktywnoŜĺ AzoR produkowanej przez bakterie P. koreensis ASK 10 oraz 

P. fluorescens ASK 68 w obecnoŜci barwnik·w azowych 

W kolejnym etapie zbadano aktywnoŜĺ enzymatycznŃ wewnŃtrzkom·rkowej 

AzoR, produkowanej przez bakterie szczep·w P. koreensis ASK 10 i P. fluorescens 

ASK 68 w obecnoŜci barwnik·w azowych. Hodowle przygotowano zgodnie z metodŃ 

opisanŃ w podrozdziale IV.3.1, a analizň aktywnoŜci AzoR przeprowadzono wedğug 

procedury opisanej w podrozdziale IV.9. Wykorzystana do analizy biomasa bakteryjna 

pochodziğa z hodowli prowadzonych zar·wno w warunkach statycznych, 

jak i wytrzŃsanych. W tej czňŜci badaŒ ponownie wykorzystano trzy barwniki azowe 

(AB113, RB5, AMR) w stňŨeniach poczŃtkowych 25 lub 50 mg L-ĭ. 

 Stwierdzono, Ũe oba badane szczepy Pseudomonas sŃ zdolne do produkcji 

AzoR (Rycina 18), jednak wpğyw dodatku barwnik·w oraz warunk·w wytrzŃsania na 

aktywnoŜĺ tego enzymu jest zr·Ũnicowany. W hodowlach kontrolnych (bez barwnik·w) 

szczepu ASK 10 nie zaobserwowano wpğywu wytrzŃsania na aktywnoŜĺ AzoR, 

natomiast dla szczepu ASK 68 wytrzŃsanie znaczŃco zwiňkszağo aktywnoŜĺ ocenianego 

enzymu w por·wnaniu do warunk·w statycznych. 

Por·wnano aktywnoŜĺ AzoR w hodowlach statycznych i wytrzŃsanych 

zawierajŃcych poszczeg·lne barwniki azowe. W przypadku hodowli szczepu 

P. koreensis ASK 10 stwierdzono wzrost aktywnoŜci AzoR w hodowlach statycznych 

w por·wnaniu do hodowli wytrzŃsanych zawierajŃcych barwnik AB113 lub barwnik RB5 

(uŨyte w stňŨeniu 25 mg L-1) oraz w hodowli wytrzŃsanej w por·wnaniu do statycznej 

zawierajŃcej barwnik AMR (uŨyty w stňŨeniu 50 mg L-1). W przypadku hodowli szczepu 

P. fluorescens ASK 68 stwierdzono wzrost aktywnoŜci AzoR w hodowlach wytrzŃsanych 

w por·wnaniu do statycznych zawierajŃcych barwnik RB5 (w obu zastosowanych 

w badaniu stňŨeniach). W pozostağych ukğadach badanych aktywnoŜĺ AzoR w hodowli 

statycznej i wytrzŃsanej byğa por·wnywalna. 

Uzyskane wyniki dotyczŃce aktywnoŜci AzoR por·wnano r·wnieŨ z poziomem 

dekoloryzacji barwnik·w w poszczeg·lnych ukğadach badanych. ZaleŨnoŜĺ pomiňdzy 

wyŨszym poziomem dekoloryzacji barwnika a wyŨszym poziomem aktywnoŜci AzoR 

stwierdzono jedynie w przypadku hodowli szczepu ASK 10 prowadzonej w obecnoŜci 

barwnika RB5 w stňŨeniu 25 mg L-1.  

Uzyskane wyniki sugerujŃ, Ũe szczepy P. koreensis ASK 10 i P. fluorescens 

ASK 68 r·ŨniŃ siň miňdzy sobŃ mechanizmami dekoloryzacji barwnik·w azowych, 

co moŨe wynikaĺ z ich odmiennych zdolnoŜci enzymatycznych i odpowiedzi na warunki 

hodowli. 
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 A) 

 

B) 

 

Rycina 18. AktywnoŜĺ enzymu AzoR produkowanego przez bakterie A) P. koreensis 

ASK 10 i B) P. fluorescens ASK 68 w 72-godz. hodowlach pğynnych prowadzonych 

w obecnoŜci barwnik·w azowych (uŨytych w dw·ch stňŨeniach wyjŜciowych: 25 oraz 

50 mg L-1) w warunkach statycznych lub wstrzŃsanych (0 lub 120 obr./min). Kolorami 

oznaczono barwniki: niebieskim - AB113, szarym - RB5, r·Ũowym - AMR. Dane 

wyraŨono w jednostce U (definiowanej jako iloŜĺ enzymu potrzebnŃ do redukcji 1 ɛmol 

barwnika RB5 przez 1 min) w przeliczeniu na mg biağka. R·Ũnice statystyczne 

oznaczano mağymi literami alfabetu ğaciŒskiego. WartoŜci oznaczone tŃ samŃ literŃ nie 

r·ŨniŃ siň od siebie istotnie (p < 0,05). 
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E) Ocena wpğywu barwnik·w azowych na aktywnoŜĺ przeciwgrzybowŃ bakterii 

P. koreensis ASK 10 oraz P. fluorescens ASK 68 wobec F. sambucinum 

IM 6525 

Oceniono aktywnoŜĺ przeciwgrzybowŃ szczep·w P. koreensis ASK 10 

i P. fluorescens ASK 68 wobec grzybni F. sambucinum IM 6525 w obecnoŜci barwnik·w 

azowych. W tym celu przygotowano 72-godz. wytrzŃsane hodowle bakteryjno-grzybowe 

(IV.3.4) z dodatkiem barwnika azowego (w stňŨeniu wyjŜciowym 50 mg L-1) oraz hodowle 

kontrolne (bez dodatku barwnika i/lub bez dodatku bakterii) (IV.3.3). AktywnoŜĺ 

przeciwgrzybowŃ oceniono na podstawie suchej biomasy grzybni (IV.6.2). 

Stwierdzono, Ũe zastosowane w badaniu barwniki azowe nie majŃ istotnego wpğywu 

na wzrost grzybni F. sambucinum IM 6525 (Rycina 19). Szczepy ASK 10 i ASK 68 

ograniczağy rozw·j grzybni odpowiednio do 42% i 63%. ObecnoŜĺ barwnik·w nie wpğywağa 

istotnie na aktywnoŜĺ przeciwgrzybowŃ szczepu ASK 10, ale w przypadku hodowli 

mieszanej zawierajŃcej bakterie szczepu ASK 68 dodatek barwnik·w RB5 i AMR 

dodatkowo ograniczağ wzrost grzybni do okoğo 35% w por·wnaniu do hodowli bez barwnika 

(63%). 

A) 

 

B) 

 

Rycina 19. Wpğyw barwnik·w azowych (stňŨenie barwnika w hodowli 50 mg L-1) na 

aktywnoŜĺ przeciwgrzybowŃ szczep·w A) P. koreensis ASK 10 i B) P. fluorescens ASK 68 

wobec F. sambucinum IM 6525. Kontrolň (przyjňtŃ za 100%) stanowiğa intensywnoŜĺ 

wzrostu grzybni w nieobecnoŜci bakterii i barwnik·w. R·Ũnice statystyczne oznaczano 

mağymi literami alfabetu ğaciŒskiego. WartoŜci oznaczone tŃ samŃ literŃ nie r·ŨniŃ siň od 

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

W kolejnym etapie badaŒ przeanalizowano wpğyw MP na wzrost wybranych 

szczep·w Bacillus i Pseudomonas oraz na poziom surfaktyny i ituryny produkowanych 

przez szczepy Bacillus. W badaniu uŨyto 23 szczepy bakteryjne (20 szczep·w Bacillus 

i trzy szczepy Pseudomonas). Hodowle prowadzono zgodnie z opisem podanym 

w podrozdziale IV.3.1, intensywnoŜĺ wzrostu bakterii oceniano na podstawie wartoŜci 

OD (IV.4.1), natomiast ekstrakcjň i analizň chromatograficznŃ biosurfaktant·w 

wykonywano wedğug metod opisanych w podrozdziağach IV.5.2 oraz IV.5.3.  

Stwierdzono, Ũe dodatek MP do hodowli istotnie wpğywa na intensywnoŜĺ 

wzrostu 13 spoŜr·d 23 badanych szczep·w bakterii (Rycina 20). Jedynie dla szczep·w 

Kol L2 i KAS 2.2 odnotowano statystycznie istotne zahamowanie wzrostu w obecnoŜci 

MP. Natomiast w przypadku pozostağych 11 szczep·w, najwiňkszy wzrost OD 

odnotowano dla szczep·w Iô-1a i KAS 1.10, kt·re osiŃgnňğy odpowiednio 285,5% 

i 246,6% w por·wnaniu do kontroli (100%). Wyniki te sugerujŃ, Ũe MP moŨe znaczŃco 

wpğywaĺ na intensywnoŜĺ wzrostu bakterii w hodowlach pğynnych.  

 

Rycina 20. IntensywnoŜĺ wzrostu bakterii w obecnoŜci MP po 72 godz. hodowli w 

podğoŨu LB. CzerwonŃ liniŃ oznaczono poziom 100% przyjňty dla hodowli kontrolnych 

(hodowli bakteryjnych bez dodatku MP). Symbolem gwiazdki (*) oznaczono wyniki r·Ũne 

statystycznie od danych kontrolnych (p < 0,05). Wyniki statystycznie wyŨsze lub niŨsze 

od kontroli oznaczono odpowiednio na zielono lub czerwono. 
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Nastňpnie oceniono wpğyw dodatku MP do hodowli na produkcjň surfaktyny 

i ituryny przez bakterie Bacillus. WiňkszoŜĺ szczep·w wykorzystana w badaniu byğa 

zdolna do jednoczesnej produkcji obu powyŨszych zwiŃzk·w. WyjŃtek stanowiğy trzy 

szczepy niewytwarzajŃce surfaktyny (Kol S10, KAS 1.10, KAS 4.1) oraz dwa 

nieprodukujŃce ituryny (Kol L2, Kol S5) (Tabela 5). W Ũadnym z ukğad·w badanych nie 

stwierdzono znaczŃcego wpğywu MP na produkcjň surfaktyny (Rycina 21A). Natomiast 

w przypadku ituryny, takie r·Ũnice wyznaczono w pr·bach czterech szczep·w (Rycina 

21B). Dodatek MP pozytywnie wpğynŃğ na produkcjň ituryny przez bakterie Iô-1a i KAS 

2.2, natomiast zmniejszyğ poziom wydzielania tego zwiŃzku przez bakterie szczep·w 

Kol B9 i Kol L6. 

A) 

 
B) 

 
Rycina 21. Produkcja A) surfaktyny i B) ituryny przez bakterie ryzosferowe z rodzaju 

Bacillus w obecnoŜci MP po 72 godz. hodowli. Symbolem gwiazdki (*) oznaczono wynik 

r·ŨniŃcy siň istotnie od kontroli (hodowli bakteryjnej bez dodatku MP) przy p < 0,05. 

JaŜniejszym odcieniem oznaczono wyniki uzyskane dla hodowli kontrolnych, natomiast 

ciemniejszym ï wyniki uzyskane dla hodowli zawierajŃcych MP. 

 

0

20

40

60

80

100

120

P
ro

d
u

k
c
ja

 s
u

rf
a

k
ty

n
y
 [
m

g
 L

-1
]

Nazwa szczepu

* *

*

*

0

50

100

150

200

250

300

350

400

P
ro

d
u

k
c
ja

 i
tu

ry
n

y
 [
m

g
 L

-1
]

Nazwa szczepu



80 
 

V.6.3. Herbicydy 

W pierwszym etapie tej czňŜci pracy stosowano dziewiňĺ szczep·w z rodzaju 

Bacillus. Oceniono wpğyw herbicyd·w 2,4-D oraz MET na intensywnoŜĺ wzrostu bakterii 

(na podstawie gňstoŜci optycznej hodowli, IV.4.1), produkcjň surfaktyny i ituryny (IV.5.2; 

IV.5.3) oraz zdolnoŜĺ bakterii do degradacji uŨytych w badaniu herbicyd·w (IV.7). 

Po uzyskaniu wynik·w wstňpnych badanŃ grupň bakterii ograniczono do czterech 

szczep·w Bacillus. W drugiej czňŜci badaŒ oceniono wpğyw herbicyd·w na aktywnoŜĺ 

przeciwgrzybowŃ badanych szczep·w bakteryjnych wobec F. culmorum DSM 1094 lub 

F. sambucinum IM 6525 (IV.6.2) oraz na produkcjň surfaktyny i ituryny w hodowlach 

mieszanych bakteryjno-grzybowych (IV.5.2 oraz IV.5.3). 

Na podstawie uzyskanych wynik·w stwierdzono zr·Ũnicowany wpğyw herbicyd·w 

na wzrost bakterii z rodzaju Bacillus (Rycina 22). ObecnoŜĺ 2,4-D znaczŃco zwiňkszağa 

intensywnoŜĺ wzrostu siedmiu szczep·w bakteryjnych (oznaczonych symbolami I'-1a, 

IM 13, Kol B2, Kol B3, Kol B9, Kol L6 oraz Zg 1.3), przy czym najwiňkszy wzrost 

(wynoszŃcy odpowiednio 259, 218 oraz 190% w por·wnaniu do hodowli kontrolnych 

przyjňtych dla 100%) wyznaczono dla szczepu IM 13, Iô-1a i Kol B3. Z kolei obecnoŜĺ 

MET znaczŃco zwiňkszyğa intensywnoŜĺ wzrostu szeŜciu szczep·w bakterii (I'-1a, 

IM 13, Kol B3, Kol B9, Kol L6, Zg 1.3). Najwiňkszy wzrost stwierdzono w hodowlach 

szczep·w IM 13, Kol L6 oraz Iô-1a (wynoszŃcy odpowiednio 230, 178 oraz 164%). 

 

 

Rycina 22. IntensywnoŜĺ wzrostu bakterii Bacillus w obecnoŜci 2,4-D lub MET (uŨytych 

w stňŨeniu 50 mg L-1). Kontrolň (wynik uzyskany dla hodowli bakteryjnej bez dodatku 

herbicyd·w; przyjňty za 100%) oznaczono poziomŃ liniŃ. Symbolem gwiazdki (*) 

oznaczono pr·by r·Ũne statystycznie od kontroli (p < 0,05).  

 

*

*

*

*

* * *
*

*

* *

*

*

0

50

100

150

200

250

300

Iẫ-1a IM 13 Kol B1 Kol B2 Kol B3 Kol B9 Kol L6 KAS 2.2 Zg 1.3

I
n
t
e
n
s
y
w
n
o
ś
ć
 
w
z
r
o
s
t
u
 
b
a
k
t
e
r
i
i
 
[
%
]

+ 2,4-D + MET



81 
 

Analiza przeprowadzona technikŃ LCïMS/MS wykazağa zr·Ũnicowany wpğyw 

herbicyd·w na produkcjň cLP-Bc przez bakterie (Rycina 23). Najwiňksze ograniczenie 

produkcji surfaktyny, zar·wno w obecnoŜci 2,4-D jak i MET (odpowiednio do 28 i 9%), 

wyznaczono w hodowlach szczepu Iô-1a. Stwierdzono, Ũe oba stosowane w pracy 

herbicydy znaczŃco (o ok 25%) zwiňkszajŃ produkcjň surfaktyny w hodowli szczepu 

B. subtilis IM 13. W hodowlach pozostağych szczep·w intensywnoŜĺ produkcji 

surfaktyny w obecnoŜci 2,4-D oraz MET mieŜciğa siň odpowiednio w przedziağach 70-

108 oraz 73-97%. 

A) 

 
B) 

 
Rycina 23. IntensywnoŜĺ produkcji A) surfaktyny i B) ituryny przez bakterie Bacillus 

w obecnoŜci 2,4-D lub MET (uŨytych w stňŨeniu 50 mg L-1). Kontrolň (wynik uzyskany 

dla hodowli bakteryjnej bez dodatku herbicyd·w; przyjňty za 100%) oznaczona poziomŃ 

liniŃ. Symbolem gwiazdki (*) oznaczono wynik r·ŨniŃcy siň istotnie statystycznie od 

kontroli (p < 0,05).  
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Produkcja ituryny zostağa najsilniej ograniczona w hodowli szczepu Iô-1a oraz 

Kol B3 zar·wno w obecnoŜci 2,4-D jak i MET. Z kolei najwiňkszy wzrost produkcji ituryny 

wyznaczono w hodowlach szczep·w KAS 2.2 i Zg 1.3 w obecnoŜci 2,4-D oraz IM 13 

i Kol B2 w obecnoŜci MET. Uzyskane wyniki wskazujŃ, Ũe herbicydy obecne 

w Ŝrodowisku wzrostu bakterii mogŃ modulowaĺ produkcjň biosurfaktant·w, a tym 

samym wpğywaĺ na aktywnoŜĺ przeciwgrzybowŃ bakterii. 

Wyniki badaŒ nad zdolnoŜciŃ bakterii Bacillus do degradacji herbicyd·w 2,4-D 

i MET zamieszczono w Tabela 12. Stwierdzono, Ũe badane szczepy r·ŨniŃ siň 

zdolnoŜciŃ do degradacji herbicyd·w. Szczep Kol L6 degradowağ oba herbicydy na 

najwyŨszym poziomie (kolejno 46,8 oraz 52,6% dla 2,4-D i MET), natomiast szczep 

Kol B2 na najniŨszym (0,0 oraz 2,1%).  

 
Tabela 12. Degradacja herbicyd·w 2,4-D oraz MET (uŨytych w stňŨeniu 50 mg L-1) 

przez szczepy Bacillus po 72 godz. prowadzenia hodowli w podğoŨu pğynnym LB. 

StňŨenie wyjŜciowe herbicyd·w wynosiğo 50 mg L-1. Kontrolň (przyjňtŃ za 100%) 

stanowiğy wyniki uzyskane dla roztwor·w herbicyd·w w podğoŨu LB. 

Lp. 
Szczep 
Bacillus 

Poziom degradacji [%] 

2,4-D  MET 

1.  I'-1a 5,4 Ñ 1,1  40,9 Ñ 5,2 

2.  IM 13 27,3 Ñ 2,9  27,4 Ñ 3,3 

3.  Kol B1 30,0 Ñ 3,3  26,6 Ñ 5,8 

4.  Kol B2 0,0 Ñ 0,0  2,1 Ñ 0,4 

5.  Kol B3 0,0 Ñ 0,0  38,5 Ñ 4,9 

6.  Kol B9 37,5 Ñ 4,1  36,9 Ñ 4,4 

7.  Kol L6 46,8 Ñ 5,0  52,6 Ñ 6,0 

8.  KAS 2.2 40,6 Ñ 3,9  14,1 Ñ 1,9 

9.  Zg 1.3 43,8 Ñ 4,5  8,1 Ñ 1,3 
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Do dalszych etap·w badaŒ (majŃcych na celu ocenň wpğywu herbicyd·w na 

aktywnoŜĺ przeciwgrzybowŃ bakterii Bacillus oraz na produkcjň surfaktyny i ituryny) 

wybrano cztery szczepy Bacillus: Kol B2, Kol B3, Kol B9 oraz Kol L6. Szczepy wybrano 

tak, aby w tej grupie znalazğy siň bakterie r·ŨniŃce siň zdolnoŜciŃ do degradacji 

badanych herbicyd·w, wykazywanŃ aktywnoŜciŃ przeciwgrzybowŃ i wykazywanym 

wpğywem na wzrost korzeni og·rka siewnego (Tabela 8, Tabela 12).  

Najpierw oceniono wpğyw 2,4-D oraz MET na intensywnoŜĺ wzrostu grzybni 

szczep·w F. culmorum DSM 1049 i F. sambucinum IM 6525 hodowanych 

w monokulturach. Stwierdzono, Ũe dodatek herbicyd·w do hodowli powyŨszych grzyb·w 

nie wpğywa na intensywnoŜĺ wzrostu grzybni DSM 1094, ale stymuluje wzrost grzybni 

IM 6525 (Rycina 24).  

Nastňpnie oceniono wpğyw herbicyd·w na aktywnoŜĺ przeciwgrzybowŃ czterech 

szczep·w z rodzaju Bacillus. Stwierdzono, Ũe herbicydy 2,4-D i MET nie zwiňkszajŃ 

aktywnoŜci przeciwgrzybowej bakterii wobec badanych szczep·w Fusarium. Wrňcz 

przeciwnie, w kilku przypadkach obecnoŜĺ herbicyd·w ograniczağa aktywnoŜĺ 

przeciwgrzybowŃ szczep·w Bacillus.  

Stwierdzono, Ũe obecnoŜĺ 2,4-D w hodowlach mieszanych zawierajŃcych 

grzybniň IM 6525 oraz bakterie Kol B2 lub Kol B3 niweluje aktywnoŜĺ przeciwgrzybowŃ 

bakterii. Natomiast obecnoŜĺ MET w hodowlach mieszanych bakteryjno-grzybowych 

wpğywa negatywnie na aktywnoŜĺ przeciwgrzybowŃ powyŨszych szczep·w bakteryjnych 

wobec obu badanych szczep·w grzybowych.  

Stwierdzono, Ũe bakterie szczep·w Kol B9 oraz Kol L6 utrzymujŃ silnŃ 

aktywnoŜĺ przeciwgrzybowŃ niezaleŨnie od zastosowanego szczepu Fusarium lub 

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

  
C) Bacillus sp. Kol B3 oraz 2,4-D D) Bacillus sp. Kol B3 oraz MET 

  
E) Bacillus sp. Kol B9 oraz 2,4-D F) Bacillus sp. Kol B9 oraz MET 

  
G) Bacillus sp. Kol L6 oraz 2,4-D H) Bacillus sp. Kol L6 oraz MET 

  
Rycina 24. IntensywnoŜĺ wzrostu grzybni F. culmorum DSM 1094 (oznaczona kolorem 

biağym) oraz F. sambucinum IM 6525 (oznaczona kolorem czarnym) w obecnoŜci bakterii 

Kol B2 (A,B), Kol B3 (C,D), Kol B9 (E,F) lub Kol L6 (G,H) w poğŃczeniu z 2,4-D (A,C,E,G) 

lub MET (B,D,F,H) (uŨytymi w stňŨeniu 50 mg L-1). Kontrolň przyjňtŃ za 100% stanowiğy 

wyniki otrzymane dla monokultury grzybni hodowanej w nieobecnoŜci bakterii i herbicyd·w.  
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Nastňpnie zbadano wpğyw 2,4-D i MET na produkcjň surfaktyny i ituryny przez 

badane szczepy Bacillus. 

Stwierdzono, Ũe w monokulturze szczepu Bacillus sp. Kol B2 dodatek 2,4-D nie 

wpğywa na produkcjň surfaktyny, natomiast zmniejsza produkcjň ituryny o okoğo 20% 

(Rycina 25A,C). Ustalono, Ũe obecnoŜĺ MET w hodowli ogranicza o ok. 20% zar·wno 

produkcjň surfaktyny, jak i ituryny (Rycina 25B,D).  

Oceniono wpğyw herbicyd·w na produkcjň surfaktyny i ituryny w hodowlach 

mieszanych (bakteryjno-grzybowych), zawierajŃcych bakterie Kol B2 oraz grzybniň 

DSM 1094 lub IM 6525. ObecnoŜĺ 2,4-D w obu hodowlach mieszanych znaczŃco 

zwiňkszağa poziom surfaktyny w por·wnaniu zar·wno do monokultur bakteryjnych jak 

i hodowli mieszanych niezawierajŃcych 2,4-D (Rycina 25A). JednoczeŜnie, nie 

stwierdzono istotnego wpğywu 2,4-D na produkcjň ituryny w hodowlach mieszanych 

(Rycina 25C).  

W przypadku MET wyznaczono wyraŦny wzrost produkcji surfaktyny w hodowli 

mieszanej zawierajŃcej bakterie Kol B2 oraz grzybniň DSM 1094 w por·wnaniu do 

zar·wno monokultury bakteryjnej jak i hodowli mieszanej do kt·rych nie dodano MET 

(Rycina 25B). Natomiast w hodowli mieszanej z grzybniŃ IM 6525 taki efekt nie wystŃpiğ. 

Dodatkowo, stwierdzono, Ũe MET nie wpğywa na produkcjň ituryny w hodowlach 

mieszanych (Rycina 25D).
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A)  B)  

  
C)  D)  

  
Rycina 25. IntensywnoŜĺ produkcji surfaktyny (A,B) i ituryny (C,D) przez bakterie 

Bacillus sp. Kol B2 w obecnoŜci grzybni F. culmorum DSM 1094 (jaŜniejszy odcieŒ) lub 

F. sambucinum IM 6525 (ciemniejszy odcieŒ) oraz herbicyd·w 2,4-D (A,C) lub MET 

(B,D) (uŨytych w stňŨeniu 50 mg L-1).  Kontrolň przyjňtŃ za 100% stanowiğy wyniki 

uzyskane dla monokultury bakterii bez dodatku herbicyd·w. R·Ũnice statystyczne 

oznaczano mağymi literami alfabetu ğaciŒskiego. WartoŜci oznaczone tŃ samŃ literŃ 

w ramach wykresu nie r·ŨniŃ siň od siebie istotnie (p < 0,05).  

a a

b

c

a
a

b

d

0

50

100

150

200

250

Kontrola + 2,4-D +

grzybnia

+

grzybnia

i 2,4-D

P
ro

d
u

k
c
ja

 s
u

rf
a

k
ty

n
y
 [
%

]

a

b

c

d

a
b

bc
b

0

50

100

150

200

250

Kontrola + MET +

grzybnia

+

grzybnia

i MET

P
ro

d
u

k
c
ja

 s
u

rf
a

k
ty

n
y
 [
%

]

a

b

c

d

a

b

c
c

0

20

40

60

80

100

120

Kontrola + 2,4-D +

grzybnia

+

grzybnia

i 2,4-D

P
ro

d
u

k
c
ja

 i
tu

ry
n

y
 [
%

]

a

b

c c

a

b

c
c

0

20

40

60

80

100

120

Kontrola + MET +

grzybnia

+

grzybnia

i MET

P
ro

d
u

k
c
ja

 i
tu

ry
n

y
 [
%

]



87 
 

Oceniono wpğyw herbicyd·w 2,4-D i MET na produkcjň surfaktyny i ituryny 

w monokulturach szczepu Bacillus sp. Kol B3. Stwierdzono, Ũe 2,4-D nie wpğywa na 

produkcjň surfaktyny przez bakterie tego szczepu, natomiast niemal cağkowicie hamuje 

wydzielanie ituryny (Rycina 26A,C). Z kolei MET zmniejsza produkcjň surfaktyny 

o 26,7% i, podobnie jak 2,4-D, niemal cağkowicie ogranicza wydzielanie ituryny 

w monokulturze (Rycina 26B,D). 

Stwierdzono, Ũe obecnoŜĺ 2,4-D w hodowli mieszanej zawierajŃcej grzybniň 

szczepu  DSM 1094 powoduje znaczny wzrost poziomu surfaktyny (Rycina 26A). 

Nie wyznaczono pozytywnego wpğywu 2,4-D na produkcjň surfaktyny w hodowli 

mieszanej zawierajŃcej grzybniň IM 6525. Nie stwierdzono takŨe wzrostu poziomu 

izolowanej ituryny z hodowli mieszanych bakteryjno-grzybowych prowadzonych 

w obecnoŜci 2,4-D (Rycina 26A,C).  

Ustalono, Ũe obecnoŜĺ MET w hodowlach mieszanych bakteryjno-grzybowych 

nie wpğywa znaczŃco na produkcjň surfaktyny, a podobnie jak w monokulturze 

Bacillus sp. Kol B3 z dodatkiem MET, niemal cağkowicie hamuje produkcjň ituryny 

(Rycina 26B,D).
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A)  B)  

  
C)  D)  

  
Rycina 26. IntensywnoŜĺ produkcji surfaktyny (A,B) i ituryny (C,D) przez bakterie 

Bacillus sp. Kol B3 w obecnoŜci grzybni F. culmorum DSM 1094 (jaŜniejszy odcieŒ) lub 

F. sambucinum IM 6525 (ciemniejszy odcieŒ) oraz herbicyd·w 2,4-D (A,C) lub MET 

(B,D) (uŨytych w stňŨeniu 50 mg L-1). Kontrolň przyjňtŃ za 100% stanowiğy wyniki 

uzyskane dla monokultury bakterii bez dodatku herbicyd·w. R·Ũnice statystyczne 

oznaczano mağymi literami alfabetu ğaciŒskiego. WartoŜci oznaczone tŃ samŃ literŃ 

w ramach wykresu nie r·ŨniŃ siň od siebie istotnie (p < 0,05).  
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Nastňpnie zbadano wpğyw herbicyd·w na produkcjň surfaktyny i ituryny 

w monokulturach szczepu Bacillus sp. Kol B9. Stwierdzono, Ũe oba herbicydy nie 

wpğywajŃ na produkcjň surfaktyny, natomiast stymulujŃ wydzielanie ituryny. 2,4-D i MET 

zwiňkszyğy poziom ituryny odpowiednio do 140% i 120% (Rycina 27). 

Oceniono r·wnieŨ wpğyw powyŨszych herbicyd·w na produkcjň surfaktyny 

i ituryny w hodowlach mieszanych bakteryjno-grzybowych. ObecnoŜĺ 2,4-D wykazywağa 

zr·Ũnicowany wpğyw na poziom badanych biosurfaktant·w, w zaleŨnoŜci od obecnego 

w hodowli szczepu grzybni. Stwierdzono:  

1) wzrost poziomu surfaktyny w hodowli mieszanej z grzybniŃ DSM 1094 

do poziomu por·wnywalnego z monokulturŃ Bacillus sp. Kol B9 (Rycina 

27A);  

2) brak wpğywu na produkcjň ituryny w tej samej hodowli (Rycina 27C);  

3) obniŨenie poziomu surfaktyny i ituryny w hodowli mieszanej z grzybniŃ 

IM 6525 (Rycina 27A).  

W przypadku MET r·wnieŨ zaobserwowano, Ũe wpğyw tego zwiŃzku 

na produkcjň lipopeptyd·w jest zaleŨny od uŨytego szczepu grzybni. Stwierdzono:  

1) wzrost poziomu surfaktyny w hodowli mieszanej z grzybniŃ DSM 1094 

do poziomu por·wnywalnego z monokulturŃ Bacillus sp. Kol B9 (Rycina 

27B);  

2) brak wpğywu na produkcjň surfaktyny w hodowli mieszanej z grzybniŃ IM 6525 

(Rycina 27B) oraz  

3) spadek produkcji ituryny w obu badanych hodowlach mieszanych (Rycina 

27D). 
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A)  B)  

  
C)  D) 

  
Rycina 27. IntensywnoŜĺ produkcji surfaktyny (A,B) i ituryny (C,D) przez bakterie 

Bacillus sp. Kol B9 w obecnoŜci grzybni F. culmorum DSM 1094 (jaŜniejszy odcieŒ) 

lub F. sambucinum IM 6525 (ciemniejszy odcieŒ) oraz herbicyd·w 2,4-D (A,C) lub MET 

(B,D) (uŨytych w stňŨeniu 50 mg L-1). Kontrolň przyjňtŃ za 100% stanowiğy wyniki 

uzyskane dla monokultury bakterii bez dodatku herbicyd·w. R·Ũnice statystyczne 

oznaczano mağymi literami alfabetu ğaciŒskiego. WartoŜci oznaczone tŃ samŃ literŃ 

w ramach wykresu nie r·ŨniŃ siň od siebie istotnie (p < 0,05).  

a

a

bc

a

a

a

c

b

0

20

40

60

80

100

120

Kontrola + 2,4-D +

grzybnia

+

grzybnia

i 2,4-D

P
ro

d
u

k
c
ja

 s
u

rf
a

k
ty

n
y
 [
%

]
a a

b

a

a
a

b b

0

20

40

60

80

100

120

Kontrola + MET +

grzybnia

+

grzybnia

i MET

P
ro

d
u

k
c
ja

 s
u

rf
a

k
ty

n
y
 [
%

]

a

b

a

a

a

b

c

d

0

20

40

60

80

100

120

140

160

Kontrola + 2,4-D +

grzybnia

+

grzybnia

i 2,4-D

P
ro

d
u

k
c
ja

 i
tu

ry
n

y
 [
%

]

a

b

a

d

a

b

c

e
0

20

40

60

80

100

120

140

160

Kontrola + MET +

grzybnia

+

grzybnia

i MET

P
ro

d
u

k
c
ja

 i
tu

ry
n

y
 [
%

]



91 
 

Oceniono wpğyw herbicyd·w 2,4-D i MET na produkcjň surfaktyny i ituryny 

w monokulturach szczepu Bacillus sp. Kol L6. Stwierdzono, Ũe 2,4-D ogranicza 

produkcjň obu badanych lipopeptyd·w w monokulturze szczepu Kol L6 (Rycina 28A,C), 

natomiast MET nie wpğywa na produkcjň surfaktyny, jednoczeŜnie redukujŃc wydzielanie 

ituryny o 22,9% (Rycina 28B,D). 

Badania nad wpğywem 2,4-D i MET na produkcjň surfaktyny i ituryny w hodowlach 

mieszanych bakteryjno-grzybowych wykazağy, Ũe obecnoŜĺ 2,4-D w hodowli bakterii 

Kol L6 z grzybniŃ DSM 1094 prowadzi do wzrostu poziomu zar·wno surfaktyny, 

jak i ituryny w por·wnaniu do hodowli mieszanej bez dodatku tego herbicydu (Rycina 

28A,C). Natomiast w przypadku hodowli mieszanej zawierajŃcej grzybniň IM 6525, 

obecnoŜĺ 2,4-D powodowağa spadek poziomu surfaktyny, ale nie miağa wpğywu 

na poziom ituryny (w por·wnaniu do odpowiednich ukğad·w kontrolnych).  

Podobne efekty zaobserwowano dla MET, tzn. w hodowli z grzybniŃ DSM 1094 

nastŃpiğ wzrost poziomu surfaktyny (Rycina 28B) i ituryny (Rycina 28D), natomiast 

w hodowli z grzybniŃ IM 6525 nie stwierdzono wpğywu tego herbicydu na poziom 

badanych lipopeptyd·w.
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A)  B)  

  
C)  D)  

  
Rycina 28. IntensywnoŜĺ produkcji surfaktyny (A,B) i ituryny (C,D) przez bakterie 

Bacillus sp. Kol L6 w obecnoŜci grzybni F. culmorum DSM 1094 (jaŜniejszy odcieŒ) lub 

F. sambucinum IM 6525 (ciemniejszy odcieŒ) oraz herbicyd·w 2,4-D (A,C) lub MET 

(B,D) (uŨytych w stňŨeniu 50 mg L-1). Kontrolň przyjňtŃ za 100% stanowiğy wyniki 

uzyskane dla monokultury bakterii bez dodatku herbicyd·w. R·Ũnice statystyczne 

oznaczano mağymi literami alfabetu ğaciŒskiego. WartoŜci oznaczone tŃ samŃ literŃ 

w ramach wykresu nie r·ŨniŃ siň od siebie istotnie (p < 0,05).  
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PodsumowujŃc wyniki badaŒ dotyczŃce wpğywu herbicyd·w (2,4-D i MET) na 

wzrost grzyb·w Fusarium oraz na aktywnoŜĺ przeciwgrzybowŃ i produkcjň 

biosurfaktant·w czterech szczep·w bakterii z rodzaju Bacillus, stwierdzono, Ũe: 

1) herbicydy 2,4-D i MET wykazujŃ zr·Ũnicowany wpğyw na wzrost grzybni dw·ch 

badanych szczep·w Fusarium ï stymulujŃ wzrost F. sambucinum IM 6525, 

natomiast nie wywierajŃ znaczŃcego wpğywu na wzrost F. culmorum DSM 1094; 

2) obecnoŜĺ herbicyd·w w hodowli obniŨa lub nie wpğywa na aktywnoŜĺ 

przeciwgrzybowŃ szczep·w Bacillus wobec grzyb·w Fusarium. Szczepy Kol B2 

i Kol B3 tracŃ czňŜĺ swojej skutecznoŜci w obecnoŜci herbicyd·w, podczas gdy 

szczepy Kol B9 i Kol L6 zachowujŃ swojŃ aktywnoŜĺ przeciwgrzybowŃ bez wzglňdu 

na obecnoŜĺ herbicyd·w; 

3) w monokulturach bakteryjnych: 

a) obecnoŜĺ 2,4-D zazwyczaj nie wpğywa na produkcjň surfaktyny, z wyjŃtkiem 

szczepu Bacillus sp. Kol L6, gdzie stwierdzono niewielki (ok. 20%) spadek jej 

produkcji;  

b) obecnoŜĺ MET powoduje ograniczenie produkcji surfaktyny przez szczepy 

Kol B2 i Kol B3 i nie ma wpğywu na produkcjň surfaktyny przez szczepy Kol B9 

i Kol L6; 

c) obecnoŜĺ herbicyd·w powoduje ograniczenie produkcji ituryny w przypadku 

trzech z czterech zbadanych szczep·w. WyjŃtek stanowi szczep Kol B9, 

dla kt·rego obecnoŜĺ herbicyd·w stymulowağa wzrost produkcji ituryny; 

4) w hodowlach mieszanych bakteryjno-grzybowych wpğyw herbicyd·w na produkcjň 

surfaktyny i ituryny jest zr·Ũnicowany i zaleŨny od uŨytego w badaniu szczepu 

Bacillus, szczepu Fusarium oraz rodzaju herbicydu. Niemniej jednak wskazano, Ũe: 

a) w hodowlach mieszanych zawierajŃcych grzybniň F. culmorum DSM 1094 

i herbicyd 2,4-D, poziom produkcji surfaktyny jest wyŨszy niŨ w analogicznych 

hodowlach bez tego herbicydu; 

b) w hodowlach mieszanych zawierajŃcych grzybniň F. sambucinum IM 6525 

i herbicyd MET, obecnoŜĺ herbicydu nie ma wpğywu na produkcjň surfaktyny; 

c) herbicyd MET negatywnie wpğywa na produkcjň ituryny przez bakterie 

szczepu Bacillus sp. Kol B3, zar·wno hodowane w monokulturze, 

jak i namnaŨane w obecnoŜci grzybni DSM 1094 lub IM 6525.  
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Wyniki uwzglňdniajŃce wpğyw herbicyd·w oraz MP na produkcjň biosurfaktant·w 

przez szczep Bacillus sp. Kol L6 oraz na jego aktywnoŜĺ przeciwgrzybowŃ wobec 

F. culmorum DSM 1094 zostağy rozszerzone i opublikowane w pracy: 

 
Walaszczyk A, JasiŒska A, Bernat P, Pğaza G, Paraszkiewicz K. (2023) Microplastics 

influence on herbicides removal and biosurfactants production by a Bacillus sp. strain 

active against Fusarium culmorum. Scientific Reports 13: 14618.  

DOI: 10.1038/s41598-023-41210-5 

 

https://www.nature.com/articles/s41598-023-41210-5
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V.6.4. Artykuğ naukowy 1 

Walaszczyk A, JasiŒska A, Bernat P, Pğaza G, Paraszkiewicz K. (2023) Microplastics 

influence on herbicides removal and biosurfactants production by a Bacillus sp. strain 

active against Fusarium culmorum. Scientific Reports 13: 14618.  

DOI: 10.1038/s41598-023-41210-5 

 

https://www.nature.com/articles/s41598-023-41210-5
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V.6.5. Suplement do artykuğu naukowego 1 
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V.6.6. Fungicydy 

W tej czňŜci badaŒ stosowano cztery szczepy bakteryjne z rodzaju Bacillus: 

Kol B2, Kol B3, Kol B9 i Kol L6 (uŨywane jako modele badawcze w V.6.3) oraz dwa 

szczepy grzybni z rodzaju Fusarium ï F. culmorum DSM 1094 oraz F. sambucinum 

IM 6525. Oceniono wpğyw fungicyd·w AZ oraz PR na intensywnoŜĺ wzrostu bakterii (na 

podstawie gňstoŜci optycznej hodowli; IV.4.1), aktywnoŜĺ przeciwgrzybowŃ w pğynnych 

hodowlach bakteryjno-grzybowych (IV.6.2) oraz produkcjň surfaktyny i ituryny zar·wno 

w monokulturach jak i w hodowlach mieszanych (IV.6.2; IV.6.3). 

Stwierdzono, Ũe AZ i PR dodawane do hodowli w stňŨeniach wyjŜciowych 

odpowiednio 250 mg L-1 oraz 2,4 g L-1 nie majŃ negatywnego wpğywu na intensywnoŜĺ 

wzrostu badanych bakterii Bacillus (Tabela 13). Dodatek fungicydu AZ do monokultury 

grzybni znaczŃco ograniczağ wzrost obu badanych grzyb·w, natomiast PR hamowağ 

jedynie rozw·j grzybni DSM 1094 (Rycina 29). 

 

Tabela 13. IntensywnoŜĺ wzrostu bakterii Bacillus w hodowlach pğynnych z dodatkiem 

syntetycznych fungicyd·w AZ (250 mg L-1) i PR (2,4 g L-1) oceniana na podstawie OD 

hodowli. Wynik uzyskany dla hodowli kontrolnej (bez dodatku fungicyd·w) przyjňto za 

100%.  

Lp. 
Szczep 
Bacillus 

IntensywnoŜĺ wzrostu bakterii [%] w obecnoŜci 

AZ  PR  

1.  Kol B2 99,7 Ñ 9,9  113,1 Ñ 5,7..  

2.  Kol B3 117,1 Ñ 7,8  105,5 Ñ 9,2..       

3.  Kol B9 111,3 Ñ 9,7  118,6 Ñ 11,7  

4.  Kol L6 95,8 Ñ 5,9  116,2 Ñ 15,6  

 

Wpğyw AZ i PR na aktywnoŜĺ przeciwgrzybowŃ szczep·w Bacillus oceniano 

stosujŃc hodowle mieszane bakteryjno-grzybowe. Stwierdzono, Ũe fungicydy nie 

ograniczajŃ aktywnoŜci przeciwgrzybowej bakterii. Ich obecnoŜĺ w hodowli mieszanej 

mogğa natomiast prowadziĺ do wzrostu aktywnoŜci przeciwgrzybowej lub nie mieĺ na niŃ 

Ũadnego wpğywu. Wzrost aktywnoŜci przeciwgrzybowej w obecnoŜci AZ stwierdzono w 

hodowlach mieszanych zawierajŃcych grzybniň IM 6525 oraz bakterie Kol B2 lub Kol B3. 

W przypadku fungicydu PR, zwiňkszonŃ aktywnoŜĺ przeciwgrzybowŃ wyznaczono 

w hodowlach mieszanych zawierajŃcych grzybniň DSM 1094 lub IM 6525 oraz bakterie 

szczepu Kol B2, a takŨe w hodowlach mieszanych zawierajŃcych grzybniň IM 6525 oraz 

bakterie Kol B3.   



113 
 

A) Bacillus sp. Kol B2 oraz AZ B) Bacillus sp. Kol B2 oraz PR 

  
C) Bacillus sp. Kol B3 oraz AZ D) Bacillus sp. Kol B3 oraz PR 

  
E) Bacillus sp. Kol B9 oraz AZ F) Bacillus sp. Kol B9 oraz PR 

  
G) Bacillus sp. Kol L6 oraz AZ H) Bacillus sp. Kol L6 oraz PR 

  
Rycina 29. IntensywnoŜĺ wzrostu grzybni F. culmorum DSM 1094 (oznaczona kolorem 

biağym) oraz F. sambucinum IM 6525 (oznaczona kolorem czarnym) w obecnoŜci bakterii 

Kol B2 (A, B), Kol B3 (C, D), Kol B9 (E, F) lub Kol L6 (G, H) w poğŃczeniu z fungicydami AZ 

250 mg L-1 (A, C, E, G) lub PR 2,4 g L-1 (B, D, F, H). Kontrolň przyjňtŃ za 100% stanowiğy 

wyniki otrzymane dla monokultury grzybni hodowanej w nieobecnoŜci bakterii i fungicyd·w.
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Nastňpnie zbadano wpğyw AZ i PR na produkcjň surfaktyny i ituryny przez badane 

szczepy Bacillus. 

Stwierdzono, Ũe obecnoŜĺ fungicyd·w w monokulturze Bacillus sp. Kol B2 

powoduje ponad dwukrotny wzrost produkcji surfaktyny (Rycina 30A,B) oraz obniŨa 

produkcjň ituryny. Poziom ituryny wyznaczony w monokulturze Kol B2 byğ o 30% i 40% 

niŨszy w obecnoŜci odpowiednio AZ i PR niŨ w hodowli kontrolnej (Rycina 30C,D). 

Oceniono r·wnieŨ wpğyw tych fungicyd·w na poziom surfaktyny i ituryny 

w hodowlach mieszanych bakteryjno-grzybowych, zawierajŃcych szczep Bacillus sp. 

Kol B2 oraz grzybniň szczepu DSM 1094 lub IM 6525. Uzyskane wyniki por·wnano 

z danymi wyznaczonymi dla odpowiednich hodowli mieszanych bez dodatku 

fungicyd·w. Stwierdzono, Ũe obecnoŜĺ AZ nie ma znaczŃcego wpğywu na poziom 

izolowanej z hodowli surfaktyny (Rycina 30A), ale znacznie zwiňksza poziom ituryny 

(Rycina 30C), zwğaszcza w hodowli zawierajŃcej bakterie Kol B2 oraz grzybniň szczepu 

DSM 1094.  

Z kolei obecnoŜĺ PR powoduje wyraŦny wzrost poziomu surfaktyny w hodowli 

mieszanej zawierajŃcej grzybniň IM 6525 (Rycina 30B) oraz istotny wzrost poziomu 

ituryny w hodowli z grzybniŃ DSM 1094 (Rycina 30D). 



115 
 

A)  B)  

  
C)  D)  

  
Rycina 30. IntensywnoŜĺ produkcji surfaktyny (A,B) i ituryny (C,D) przez bakterie 

Bacillus sp. Kol B2 w obecnoŜci grzybni F. culmorum DSM 1094 (jaŜniejszy odcieŒ) lub 

F. sambucinum IM 6525 (ciemniejszy odcieŒ) oraz fungicyd·w AZ w stňŨeniu 250 mg L- 1 

(A,C) lub PR w stňŨeniu 2,4 g L-1 (B,D). Kontrolň przyjňtŃ za 100% stanowiğy wyniki 

uzyskane dla monokultury bakterii bez dodatku fungicyd·w. R·Ũnice statystyczne 

oznaczano mağymi literami alfabetu ğaciŒskiego. WartoŜci oznaczone tŃ samŃ literŃ 

w ramach wykresu nie r·ŨniŃ siň od siebie istotnie (p < 0,05).  
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Oceniono wpğyw fungicyd·w AZ i PR na produkcjň surfaktyny i ituryny 

w monokulturach szczepu Bacillus sp. Kol B3. Uzyskane wyniki wykazağy, Ũe AZ nie 

ma istotnego wpğywu na produkcjň badanych lipopeptyd·w, natomiast PR choĺ nie 

wpğywa na poziom surfaktyny, zmniejsza produkcjň ituryny o 25,3% (Rycina 31).  

Nastňpnie przeanalizowano wpğyw fungicyd·w na poziom biosurfaktant·w 

izolowany z hodowli mieszanych (bakteryjno-grzybowych), zawierajŃcych bakterie 

Kol B3 oraz grzybniň DSM 1094 lub IM 6525.  

Stwierdzono, Ũe obecnoŜĺ AZ w hodowli Kol B3 zawierajŃcej grzybniň IM 6525 

znaczŃco zwiňksza poziom surfaktyny (Rycina 31A). PodwyŨszony poziom ituryny 

w wyniku obecnoŜci AZ stwierdzono natomiast w obu hodowlach mieszanych (Rycina 

31B). ObecnoŜĺ PR w hodowli Kol B3 zawierajŃcej grzybniň IM 6525 powodowağa 

wzrost poziomu izolowanej z hodowli surfaktyny oraz spadek poziomu ituryny (Rycina 

31B,D). Natomiast w hodowli Kol B3 zawierajŃcej grzybniň DSM 1094, obecnoŜĺ PR 

zwiňkszağa poziom izolowanej z ituryny (Rycina 31D). 

A)  B)  

  
C)  D)  

  
Rycina 31. IntensywnoŜĺ produkcji surfaktyny (A,B) i ituryny (C,D) przez bakterie 

Bacillus sp. Kol B3 w obecnoŜci grzybni F. culmorum DSM 1094 (jaŜniejszy odcieŒ) lub 

F. sambucinum IM 6525 (ciemniejszy odcieŒ) oraz fungicyd·w AZ w stňŨeniu 250 mg L- 1 

(A,C) lub PR w stňŨeniu 2,4 g L-1 (B,D). Kontrolň przyjňtŃ za 100% stanowiğy wyniki 

uzyskane dla monokultury bakterii bez dodatku fungicyd·w. R·Ũnice statystyczne 

oznaczano mağymi literami alfabetu ğaciŒskiego. WartoŜci oznaczone tŃ samŃ literŃ 

w ramach wykresu nie r·ŨniŃ siň od siebie istotnie (p < 0,05).  
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Oceniono wpğyw fungicyd·w na produkcjň surfaktyny i ituryny w monokulturach 

szczepu Bacillus sp. Kol B9. Stwierdzono, Ũe zar·wno AZ, jak i PR ograniczajŃ produkcjň 

obu ocenianych lipopeptyd·w przez bakterie tego szczepu (Rycina 32).  

Zbadano r·wnieŨ wpğyw tych fungicyd·w na poziom surfaktyny i ituryny 

w hodowlach mieszanych bakteryjno-grzybowych, zawierajŃcych szczep Bacillus sp. 

Kol B9 oraz grzybniň DSM 1094 lub IM 6525. Stwierdzono, Ũe obecnoŜĺ AZ nie miağa 

istotnego wpğywu na produkcjň surfaktyny i ituryny w hodowli Kol B9 zawierajŃcej grzybniň 

DSM 1094 (Rycina 32A,C). Natomiast w hodowli Kol B9 zawierajŃcej grzybniň IM 6525, 

obecnoŜĺ AZ prowadziğa do obniŨenia poziomu surfaktyny (Rycina 32A), jednoczeŜnie 

nieznacznie podnoszŃc poziom ituryny (Rycina 32C). W przypadku fungicydu PR ustalono 

istotny wpğyw jedynie w hodowli mieszanej zawierajŃcej grzybniň DSM 1094, gdzie 

produkcja ituryny zmniejszyğa siň o 25% (Rycina 32D).  

 
 A)  B)  

  
C)  D)  

  
Rycina 32. IntensywnoŜĺ produkcji surfaktyny (A,B) i ituryny (C,D) przez bakterie 

Bacillus sp. Kol B9 w obecnoŜci grzybni F. culmorum DSM 1094 (jaŜniejszy odcieŒ) lub 

F. sambucinum IM 6525 (ciemniejszy odcieŒ) oraz fungicyd·w AZ w stňŨeniu 250 mg L-1 

(A,C) lub PR w stňŨeniu 2,4 g L-1 (B,D). Kontrolň przyjňtŃ za 100% stanowiğy wyniki 

uzyskane dla monokultury bakterii bez dodatku fungicyd·w. R·Ũnice statystyczne 

oznaczano mağymi literami alfabetu ğaciŒskiego. WartoŜci oznaczone tŃ samŃ literŃ 

w ramach wykresu nie r·ŨniŃ siň od siebie istotnie (p < 0,05).  
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Zbadano wpğyw AM i PR na produkcjň surfaktyny i ituryny w monokulturach szczepu 

Bacillus sp. Kol L6. Stwierdzono, Ũe dodatek AZ do monokultury Kol L6 powoduje spadek 

produkcji surfaktyny o 17,4% (Rycina 33A) jednoczeŜnie zwiňkszajŃc produkcjň ituryny 

o 35,8% (Rycina 33C). Natomiast dodatek PR do hodowli Kol L6 powoduje obniŨenie 

produkcji surfaktyny o 28% (Rycina 33B) nie wpğywajŃc istotnie na poziom ituryny (Rycina 

33D). 

Oceniano takŨe wpğyw fungicyd·w na poziom surfaktyny i ituryny wyznaczany 

w hodowlach mieszanych (bakteryjno-grzybowych), zawierajŃcych bakterie szczepu 

Bacillus sp. Kol L6 oraz grzybniň szczepu DSM 1094 lub IM 6525.  

Stwierdzono, Ũe obecnoŜĺ AZ miağa pozytywny wpğyw na poziom surfaktyny 

w hodowli Kol L6 zawierajŃcej grzybniň IM 6525 (Rycina 33A), a takŨe na poziom ituryny 

w hodowli Kol L6 z zawierajŃcej grzybniň DSM 1094 (Rycina 33C). W przypadku fungicydu 

PR, jedynym stwierdzonym efektem dziağania tego zwiŃzku byğo nieznaczne podniesienie 

poziomu ituryny w hodowli Kol L6 zawierajŃcej grzybniň DSM 1094 (Rycina 33D).  

A)  B)  

  
C)  D)  

  
Rycina 33. IntensywnoŜĺ produkcji surfaktyny (A,B) i ituryny (C,D) przez bakterie 

Bacillus sp. Kol L6 w obecnoŜci grzybni F. culmorum DSM 1094 (jaŜniejszy odcieŒ) lub 

F. sambucinum IM 6525 (ciemniejszy odcieŒ) oraz fungicyd·w AZ w stňŨeniu 250 mg L-1 

(A,C) lub PR w stňŨeniu 2,4 g L-1 (B,D). Kontrolň przyjňtŃ za 100% stanowiğy wyniki 

uzyskane dla monokultury bakterii bez dodatku fungicyd·w. R·Ũnice statystyczne 

oznaczano mağymi literami alfabetu ğaciŒskiego. WartoŜci oznaczone tŃ samŃ literŃ 

w ramach wykresu nie r·ŨniŃ siň od siebie istotnie (p < 0,05). 
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Podsumowano uzyskane wyniki badaŒ dotyczŃce wpğywu syntetycznych 

fungicyd·w na aktywnoŜĺ przeciwgrzybowŃ oraz produkcjň biosurfaktant·w przez cztery 

szczepy Bacillus. 

1) Fungicydy AZ i PR mogŃ pozytywnie wpğywaĺ na aktywnoŜĺ przeciwgrzybowŃ 

wyznaczanŃ w hodowlach szczep·w Bacillus. Wyznaczono zwiňkszonŃ 

aktywnoŜĺ przeciwgrzybowŃ w obecnoŜci: 

a) fungicydu AZ w hodowlach zawierajŃcych grzybniň szczepu IM 6525 oraz 

bakterie szczep·w Kol B2 lub Kol B3; oraz 

b) fungicydu PR w hodowlach zawierajŃcych grzybniň szczepu DSM 1094 lub 

IM 6525 oraz bakterie szczepu Kol B2, a takŨe w hodowlach zawierajŃcych 

grzybniň IM 6525 i bakterie szczepu Kol B3. 

2) Fungicydy AZ i PR wywierajŃ r·Ũnorodny wpğyw na produkcjň biosurfaktant·w 

w monokulturach szczep·w Bacillus. 

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

wpğywem dziağania obu fungicyd·w, a takŨe wzrost produkcji ituryny przez 

bakterie szczepu Kol L6 w obecnoŜci AZ. 

b) Wyznaczono spadek produkcji surfaktyny przez bakterie szczep·w Kol B9 

i Kol L6 oraz na produkcjň ituryny przez szczepy Kol B2 i Kol B9 pod wpğywem 

dziağania obu uŨytych w badaniach fungicyd·w. Bakterie szczepu Kol B3 

zmniejszyğy produkcjň ituryny jedynie w obecnoŜci PR. 

3) Fungicydy AZ i PR majŃ zr·Ũnicowany wpğyw na produkcjň surfaktyny i ituryny 

w hodowlach bakteryjno-grzybowych, zaleŨny od uŨytych szczep·w bakterii 

i grzyb·w. 

a) W wiňkszoŜci ukğad·w badanych obecnoŜĺ fungicyd·w nie ma wpğywu lub 

powoduje wzrost poziomu surfaktyny lub ituryny. 

b) Wyznaczono spadek poziomu surfaktyny w hodowli mieszanej bakteryjno-

grzybowej wyznaczono jedynie w obecnoŜci AZ w hodowlach zawierajŃcych 

grzybniň F. sambucinum IM 6525 oraz bakterie Kol B2 lub Kol B9. 

c) Wyznaczono spadek poziomu ituryny w hodowli mieszanej bakteryjno-

grzybowej wyznaczono jedynie w obecnoŜci PR w hodowli zawierajŃcej 

grzybniň F. culmorum DSM 1094 i bakterie Kol B9 oraz w hodowli 

zawierajŃcej grzybniň F. sambucinum IM 6525 i bakterie Kol B3. 

 



120 
 

W ukğadzie badanym zawierajŃcym bakterie szczepu Bacillus sp. Kol B3, 

grzybniň F. sambucinum IM 6525 oraz fungicyd AZ stwierdzono wzrost aktywnoŜci 

przeciwgrzybowej, wzrost poziomu surfaktyny (do poziomu por·wnywalnego 

do wyznaczonego dla monokultury bakteryjnej) oraz wzrost poziomu ituryny (do poziomu 

wyŨszego od wyznaczonego dla monokultury bakteryjnej). W zwiŃzku z tym powyŨszy 

ukğad badany zostağ wybrany do dalszych, poszerzonych badaŒ opisanych w publikacji: 
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V.6.7. Artykuğ naukowy 2 
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