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Wykaz skréotéw

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

AB113 — Acid Blue 113 (barwnik azowy);

ACN — acetonitryl,

AMR — Amaranth (barwnik azowy);

AZ — azoksystrobina (syntetyczny fungicyd);

AzoR — azoreduktaza;

BLAST (ang. Basic Local Alignment Search Tool) — narzedzie bioinformatyczne stuzgce
do porownywania sekwencji aminokwasow, biatek lub nukleotydéw;

cLP — cykliczne lipopeptydy;

cLP-Bc — cykliczne lipopeptydy produkowane przez szczepy Bacillus;

cLP-Ps — cykliczne lipopeptydy produkowane przez szczepy Pseudomonas;

CMC (ang. Critical Micelle Concentration) — krytyczne stezenie micelarne;

DCT (ang. Drop Collapse Test) — test zapadajgcej sie kropli;

HAA (ang. 3-(3-hydroxyalkanoyloxy)alkanoate) — kwas 3-(3-hydroksyalkanoyloksy)
alkanowy (prekursor RL);

ISR (ang. Induced Systemic Resistance) — indukowana odpornosc¢ systemiczna;
KMPiB UL - Katedra Mikrobiologii Przemystowej i Biotechnologii Uniwersytetu
tédzkiego;

LB — podtoze mikrobiologiczne Luria-Bertani;

LC-MS/MS (ang. Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry) —
chromatografia cieczowa z tandemowg spektrometrig mas;

LDPE (ang. Low-density polyethylene — polietylen niskiej gestosci (mikroplastik);

LPSN (ang. List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature) — lista nazw
organizmow prokariotycznych prowadzona przez Instytut Leibniza DSMZ (niem. Leibniz-
Institut DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH);
MALDI-TOF/TOF (ang. Matrix Assisted Laser Desorption and lonisation — tandem time
of flight) — desorpcja/jonizacja wspomagana matrycg laserowg z tandemowg analizg
czasu przelotu;

MET — metolachlor (syntetyczny herbicyd);

MP — mikroplastik;

MS — podtoze Murashige and Skoog;

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

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

Informacji Biotechnologicznej;



OD (ang. Optical Density) — gestos¢ optyczna;

PBS (ang. Phosphate-Buffered Saline) — sdl fizjologiczna buforowana fosforanem;

PC — fosfatydylocholina;

PDA (ang. Potato Dextrose Agar) — agar glukozowo-ziemniaczany (podtoze
mikrobiologiczne);

PE — fosfatydyloetanoloamina;

PG - fosfatydyloglicerol,

PGPF (ang. Plant Growth Promoting Fungi) — grzyby promujgce wzrost roslin;

PGPM (ang. Plant Growth Promoting Microorganisms) — drobnoustroje promujgce
wzrost roslin;

PGPR (ang. Plant Growth Promoting Rhizobacteria) — bakterie ryzosferowe promujgce
wzrost roslin;

PR — propamokarb HCI (syntetyczny fungicyd w postaci kompleksu z kwasem solnym);
QUEChERS (ang. Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe) — szybka, tatwa, tania,
skuteczna, wytrzymata, bezpieczna (metoda ekstrakcji);

RB5 — Reactive Black 5 (barwnik azowy);

RL — ramnolipidy;

RO16 — Reactive Orange 16 (barwnik azowy);

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

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

SY - Sunset Yellow FCF (barwnik azowy);

VOCs (ang. Volatile Organic Compounds) — organiczne zwigzki 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 srodowiska i zrownowazone rolnictwo stajg sie coraz bardziej kluczowe
dla zapewnienia dtugoterminowego bezpieczenstwa zywnosciowego na swiecie. Wyniki
badan podstawowych oraz prace ukierunkowane na komercjalizacje pomagajg chroni¢
zasoby naturalne oraz ograniczaC uzycie zwigzkéw wytwarzanych przez przemyst
chemiczny. To z kolei przyczynia sie do zapewnienia bioro6znorodnosci ekosysteméw
oraz zdrowia zwierzat i ludzi.

Szacunkowe dane podaja, ze ponad 70% chordb roslin (w tym roslin uprawnych)
powodowane jest przez fitopatogenne grzyby (Tian i in. 2020). Rozwdj tej grupy
szkodnikdw obniza plony, a w konsekwencji prowadzi do znaczacych strat
ekonomicznych i ostabienia bezpieczenhstwa zywnosciowego (Ekwomaduiin. 2023;
Savary i in. 2019). Dane przedstawione przez Savary i in. (2019) wskazujg, ze Swiatowe
straty plonéw dla pieciu podstawowych roslin uprawnych (ziemniakéw, soi, pszenicy,
kukurydzy oraz ryzu), powodowane przez szkodniki, mieszczg sie w przedziale
od 17 do 30%.

Szczepy zaliczane do rodzaju Fusarium nalezg do grupy dziesieciu
najwazniejszych grzybéw fitopatogennych, stanowigcych powazne zagrozenie dla
Swiatowego rolnictwa (Deaniin. 2012). Drobnoustroje te majg wysokg zdolnosé
adaptacyjna, co pozwala im dostosowa¢ sie do roznych siedlisk i warunkéw
klimatycznych oraz zakaza¢ wiele réznych roslin uprawnych (Nikitin i in. 2023). Majg one
rowniez zdolnos¢ do dtugotrwatego utrzymywania sie w glebie i na szczatkach
zakazonych roslin (Ekwomadu i in. 2023). Na infekcje fitopatogennymi szczepami
Fusarium szczegolnie podatne sg pszenica, jeczmien, kukurydza, bawetna czy banany
(Burgess i Bryden 2012). Patogeny te mogg wywota¢ tak zwang fuzarioze, objawiajgca
sie zgnilizng korzeni i fodyg, wiednieciem naczyniowym i/lub zgnilizng owocow u chorych
roslin (Nikitin i in. 2023). Wiele szczepdw z rodzaju Fusarium wykazuje rowniez zdolnosé
do produkcji mykotoksyn, ktére mogg akumulowaé sie w tkankach roslin (réwniez
w nasionach). W efekcie dochodzi do znaczgcego spadku zbioréw oraz do wzrostu
zagrozenia zdrowia zwierzat i ludzi (Rampersad 2020). W zalezno$ci od potozenia
geograficznego i klimatu danego obszaru, fuzarioza moze by¢ powodowana przez

szczepy roznych gatunkoéw z rodzaju Fusarium (Nikitin i in. 2023).



I.1. Syntetyczne i biologiczne fungicydy

W celu ochrony roslin uprawnych przed rozwojem fitopatogennych grzybéw,
powszechnie stosowane sg fungicydy. Od zakonczenia Il Wojny Swiatowej fungicydy,
produkowane przez przemyst chemiczny, odgrywajg istotng role w zapobieganiu roznym
infekcjom grzybowym. Jednak w ostatnich latach uzycie powyzszej grupy zwigzkoéw
budzi coraz wigksze obawy ze wzgledu na ich niekorzystny wptyw na srodowisko oraz
rozpowszechnianie sie szczepdw opornych (Rampersad 2020). Mimo to w wigkszosci
krajow dominuje rolnictwo konwencjonalne, wykorzystujace syntetyczne pestycydy
do zwalczania szkodnikow (Savary i in. 2019). Wynika to z faktu, ze syntetyczne zwigzki
dziatajg szybko, sg skuteczne, charakteryzujg sie niskim kosztem produkcji oraz duzg
trwatoscig. Niemniej jednak, wiekszos¢ syntetycznych pestycyddw diugo utrzymuje sie
w srodowisku oraz jest toksyczna wobec organizméw innych niz docelowa grupa
szkodnikéw (Ruomeng iin. 2023). Dane literaturowe wskazuja, ze powyzsze zwigzkKi
mogg zmienia¢ aktywnos¢ mikroorganizmow glebowych, takze takich, ktérych obecnosé
jest korzystna dla wzrostu roslin (Ali i in. 2020; Prashar i in. 2016).

Wdrozenie skutecznych metod ograniczania rozwoju choréb roslin
powodowanych przez grzyby nie jest tatwym wyzwaniem, poniewaz wiele fitopatogenow
(réwniez grzyboéw z rodzaju Fusarium) szybko rozwija oporno$¢ na uzywane przez
rolnikéw syntetyczne preparaty (Ekwomadu i in. 2023). Na przyktad, po okoto 50 latach
stosowania fungicydow nalezgcych do metylobenzyloimidazolowych karbamatéw,
opisano szczepy nalezgce niemal do 100 gatunkow fitopatogennych drobnoustrojéw
oporne na te grupe zwigzkéw (Hawkins i Fraaije 2016, Corkley i in. 2021). Dane
literaturowe donoszg, ze w niektérych przypadkach, nawet po roku stosowania
syntetycznego fungicydu, mozna wyizolowaé szczepy oporne (Grimmer i in. 2014).
W zwigzku z tym, z roku na rok coraz bardziej zyskuje na popularnosci kontrola
fitopatogennych grzybow za pomoca metod biologicznych (Tian i in. 2020).

Ekologiczng alternatywag dla syntetycznych fungicydéw sg drobnoustrojowe
biofungicydy. Powyzszym terminem opisywane sg srodki ochrony roslin, wykorzystujgce
komoérki drobnoustrojéw i/lub ich metabolity, przeznaczone do zwalczania choréb
wywotywanych przez fitopatogenne grzyby. Biofungicydy, podobnie jak inne
biopestycydy, oferujg szereg korzysci, ktdre przyczyniajg sie do ich rosnacej
popularnosci w praktykach ochrony roslin (Ojuederie i in. 2021, Ayilara i in. 2022).
W odréznieniu od chemicznych preparatow, biofungicydy sg mniej toksyczne dla ludzi,
zwierzat oraz srodowiska, co przyczynia sie do ochrony ekosystemow i zachowania
bior6znorodnosci (Glven i in. 2020). Wysoka specyficzno$¢ dziatania oraz podatnosé

na rozktad biologiczny zmniejsza ryzyko rozwoju opornosci u szkodnikow



oraz bioakumulacji w srodowisku (Kumar i in. 2021a). W poréwnaniu do syntetycznych
odpowiednikow, stosowanie biopestycydéw skutkuje takze nizszg emisjg gazéw
cieplarnianych (Ayilara i in. 2023). Dodatkowo, rosngca swiadomos¢ ekologiczna
spoteczenstw, regulacje prawne, a takze postep technologiczny sprzyjajg opracowaniu
rozwigzan, ktére sg skuteczne, dostosowane do lokalnych warunkéw oraz korzystne
zaréwno dla zdrowia ludzi, jak i dtugoterminowego rozwoju rolnictwa.

Fungicydy pochodzenia biologicznego i syntetycznego roznig sie pod wzgledem
mechanizmu dziatania. Podczas gdy syntetyczne fungicydy najczesciej dziatajg poprzez
inhibicje oddychania komérkowego i/lub biosyntezy steroli, biofungicydy moga dziatac¢
na wiele roznych sposobdéw, w zaleznosci od tego, czy w ich skfadzie znajdujg sie
komorki drobnoustrojéw, czy tylko ich metabolity (Gikas i in. 2022; Fenta i Mekonnen
2024). Wsréd zréznicowanych mechanizméw dziatania mikrobiologicznych fungicydow
znajdujg sie: konkurencja o przestrzen i skfadniki odzywcze, produkcja substancji
hamujgcych wzrost fitopatogendéw (m.in. antybiotykdéw i enzymdéw litycznych), czy tez
indukcja naturalnych mechanizmow obronnych roslin, np. indukowanej odpornosci
systemicznej (ang. Induced Systemic Resistance; ISR) (Fenta i in. 2023, Fenta
i Mekonnen 2024).

Pomimo, ze biofungicydy pochodzenia mikrobiologicznego majg wiele zalet,
powszechne ich stosowanie wcigz wigze sie z powaznymi wyzwaniami. Duza
efektywno$¢ dziatania takich preparatéw, wyznaczana w warunkach laboratoryjnych,
czesto ulega ograniczeniu w warunkach polowych (Fenta i Mekonnen 2024). Co wiecej,
czesto takie biopreparaty wymagajg specjalnego sposobu przechowywania i transportu,
a takze, w poréwnaniu do fungicydéw syntetycznych, charakteryzujg sie wiekszag
wrazliwoscig na czynniki fizykochemiczne oraz biologiczne (Fenta i Mekonnen 2024).
Niektére badania wskazujg, ze zintegrowane podejscie do kontroli fitopatogendw,
polegajgce na potgczeniu mikrobiologicznych biofungicydéw ze zmniejszonymi dawkami
syntetycznych fungicydéw, moze zapewniac lepszy efekt dziatania (Ons i in. 2020).

Wsréd popularnych modeli badawczych, czesto stosowanych w opracowywaniu
biofungicyddw pochodzenia mikrobiologicznego, znajdujg sie szczepy grzybéw z rodzaju

Trichoderma oraz bakterii z rodzajow Bacillus i Pseudomonas (Fenta i Mekonnen 2024).



I.2. Drobnoustroje wspomagajace wzrost i zdrowotnos¢ roslin

Do drobnoustrojow promujgcych wzrost roslin (PGPM — ang. Plant Growth
Promoting Microorganisms) nalezg zaréwno szczepy roznych bakterii ryzosferowych
(PGPR — ang. Plant Growth Promoting Rhizobacteria), jak i grzybow (PGPF — ang. Plant
Growth Promoting Fungi). Mikroorganizmy stymulujg rozwdj i zdrowotnosc¢ roslin
poprzez szereg roznych mechanizméw. Badania nad drobnoustrojami PGP,
koncentrujgce sie na zrozumieniu mechanizméw ich dziatania, pozwalajg wyznaczy¢
odpowiednie warunki niezbedne do optymalizacji efektywnosci biofungicydéw opartych
na tych drobnoustrojach. Co wiecej, wiele szczepow PGPM posiada zdolnosc
do rozktadu i usuwania zanieczyszczenh z gleby, co posrednio rowniez przyczynia sie
do poprawy wzrostu i zdrowotnosci roslin. Powyzsze zagadnienie jest szerzej omawiane
w pracach poswieconych mikrobiologicznej remediacji gleb oraz ryzofitoremediacji
(Maiin. 2019; Arantza i in. 2022; Veerapagu i in. 2023).

Drobnoustroje PGP wspomagajg wzrost roslin zaréwno poprzez mechanizmy
bezposrednie, ktore bezposrednio oddziatujg na rosline, jak i mechanizmy posrednie,
ktére np. hamujg rozwoj fitopatogenéw (Tabela 1) (Olanrewajuiin. 2017).
Dziatanie poszczegoéinych szczepdéw PGPM moze opiera¢ sie na jednym lub kilku
mechanizmach promujgcych wzrost ros$lin, przy czym ich efektywnos¢ zalezy od
warunkéw srodowiskowych. Co wiecej, ten sam szczep moze wykazywac rozne

mechanizmy w zaleznosci od warunkow w jakich sie znajduje (Olanrewaju i in. 2017).



Tabela 1. Mechanizmy dziatania drobnoustrojow PGP sprzyjajgce wzrostowi
i zdrowotnosci roslin. Opracowano w oparciu o Jeyanthi i Kanimozhi (2018) i Kumar i in.
(2021b).

Mechanizmy bezposrednie Mechanizmy posrednie

1. Zwiekszanie dostepnosci sktadnikow 1. Ochrona przed szkodnikami poprzez:

odzywczych np. jonéw amonowych, A. konkurencje z fitopatogenami o

fosforanowych, potasu, cynku.

Utatwianie pobierania jonow zelaza

przez rosliny przy udziale

miejsce na powierzchni korzeni
(zdolnos¢ do szybkiego
przemieszczania sie oraz formowania

biofilmu);

drobnoustrojowych sideroforow. B. ograniczenie dostepnosci jonow

zelaza dla fitopatogennych

3. Wigzanie azotu atmosferycznego drobnoustrojéw;

zwiekszajgce dostepnosé

przyswajalnych dla rosliny form azotu. C. syntezg metabolitow ograniczajacych

wzrost i/lub zywotnos¢ fitopatogendw

. ] (produkcje antybiotykéw, enzyméw
4. Woptyw na poziom fitohormondéw ) ]
litycznych oraz organicznych
poprzez: o .
zwigzkéw lotnych (ang. Volatile

A. synteze hormondw roslinnych
y ¢ y Organic Compounds; VOCs));

zaliczanych np. do giberelin,

cytokinin, auksyn; D. stymulacje ISR.

B. synteze prekursorow fitohormonow; 2. Ochrona przed stresem abiotycznym

C. synteze enzymow regulujgcych poprzez:

poziom fitohormonéw np. A. synteze egzopolisacharydéw zdolnych

deaminazy ACC (ang. 1- do wigzania wody (ochrona przed

Aminocyclopropane-1-Carboxylic negatywnym wptywem ograniczonej
Acid — kwas 1-aminocyklopropano- dostepnosci wody);
1-karboksylowy) powodujace] B. synteze polimeréw zdolnych do
obnizenie zawarto$ci etylenu. . o

wigzania jonéw sodu (ochrona przed
negatywnym wptywem podwyzszonej

zawartosci jonéw sodu w glebie);

C. wigzanie, akumulacje i/lub
przeksztatcanie toksycznych zwigzkéw
pochodzenia antropogenicznego /
antropogennego (ochrona przed
niekorzystnym dziataniem

zanieczyszczen srodowiskowych).




I.3. Bakterie z rodzaju Bacillus

Bakterie z rodzaju Bacillus to Gram-dodatnie, tlenowe lub wzglednie beztlenowe
laseczki, zdolne do wytwarzania przetrwalnikow. Drobnoustroje te sg szeroko
rozpowszechnione w srodowisku. Wystepujg zarowno w wodach stonych jak i stodkich,
w glebie, zywnosci, w uktfadzie pokarmowym réznych zwierzgt oraz we wnetrzu roslin
(jako endofity) (Schultz i in. 2017; Lopes i in. 2018).

Wedtug 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 wzgledu na filogenetyczne i fenetyczne podobienstwo,
gatunki Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus licheniformis i Bacillus
pumilus zostaty potgczone w tzw. kompleks gatunkéw B. subtilis (ang. B. subtilis species
complex) (Berkeley i in. 1984; Fritze 2004; Rooney i in. 2009). W ostatnich latach z tego
kompleksu wyodrebniono dodatkowo tzw. ,operacyjng grupe B. amyloliquefaciens”
(ang. operational group B. amyloliquefaciens), ktéra obejmuje cztery gatunki bakterii:
B. amyloliquefaciens, B. siamensis, B. velezensis oraz B. nakamurai (Faniin. 2017).
Klasyfikacja genetyczna szczepdw nalezacych do kompleksu B. subtilis wcigz sie
zmienia i jest oparta na wielu réznych metodach, obejmujgcych miedzy innymi:
1) hybrydyzacje DNA-DNA (ang. DNA-DNA hybridization) wzbogacong o analize
bioinformatyczng; 2) analize profili kwasow ttuszczowych; 3) sekwencjonowanie catego
genomu (ang. Whole Genome Sequencing) oraz 4) techniki pozwalajgce okresli¢
usredniong zawarto$¢ poszczegodlnych aminokwaséw (ang. Average Amino Acid
Identity) i nukleotydéw (ang. Average Nucleotide Identity) (Auchiin. 2010; Faniin.
2017).

Szczegolnym atrybutem bakterii z rodzaju Bacillus jest zdolno$¢ przetrwania
w srodowiskach charakteryzujgcych sie ekstremalnymi dla organizmow wartoSciami
temperatury, pH i promieniowania, niskg dostepnoscig wody i/lub obecnoscig toksyn.
Ceche te zawdzieczajg umiejetnosci wytwarzania endospor/przetrwalnikéw.
W zalezno$ci od gatunku i szczepu bakterie Bacillus zaliczane sg do psychrofili, mezofili
lub termofili. W wiekszoéci powyzsze drobnoustroje dobrze tolerujg podwyzszone do
10% stezenie NaCl w Srodowisku. Komorki wegetatywne majg niewielkie wymagania
pokarmowe, dzieki czemu hodowle Bacillus mogg by¢ prowadzone z uzyciem podtdéz
zawierajgcych tylko jeden zwigzek organiczny.

Dzieki bardzo wydajnemu systemowi sekrecji i syntezy biatek oraz zdolnosci do
produkcji réznych metabolitéw o znaczeniu komercyjnym (m.in. antybiotykow, enzymow,
biosurfaktantéw), szczepy Bacillus majg szerokie zastosowanie w réznych gateziach

przemystu. Zdolnos¢ bakterii z rodzaju Bacillus do syntezy zwigzkéw o dziataniu
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przeciwgrzybowym powoduje, ze drobnoustroje te sg obiecujgcym modelem
badawczym wykorzystywanych w badaniach majgcych na celu opracowanie wysoce

skutecznych biofungicydéw (Rycina 1).

Enzymy biorace udziat
w regulacji quorum

sensing *

Peptydy ‘ Enzymy lityczne

rybosomalne -
Bakteriocyny

Poliketydy (PKs)

np. makrolidy,

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

Hybrydy
PKs/NRPs

Zwiazki lotne

Rycina 1. Podziat zwigzkéw przeciwdrobnoustrojowych, wytwarzanych przez szczepy
nalezagce do kompleksu gatunkéw B. subtilis, z uwagi na ich budowe chemiczng
i mechanizm biosyntezy. Opracowano w oparciu o Caulier i in. (2019). * Quorum sensing

— chemiczne porozumiewanie sie komorek na poziomie populacji.

Szczepy z rodzaju Bacillus sg czestym modelem badawczym wykorzystywanym
do opracowania rolniczych biopreparatéw, majgcych na celu zarbwno wspomaganie
wzrostu roslin, zwalczanie szkodnikdéw, a takze przyspieszanie bioremediacji gleby
(Olanrewaju iin. 2017). Na przyktad biopreparaty zawierajgce Bacillus thuringiensis
sg powszechnie wykorzystane jako biopestycydy (m.in. insektycydy, nematocydy,
fungicydy) oraz jako srodki wspomagajgce wzrost roélin (Jouzaniiin. 2017).

Szczegodlng uwage wsrod metabolitow wytwarzanych przez bakterie z rodzaju
Bacillus przyciggajg cykliczne lipopeptydy (cLP), ktére charakteryzujg sie zarédwno
wysokg aktywnoscig powierzchniowa, jak i przeciwdrobnoustrojowg. Z tego wzgledu
zaliczane sg jednoczesnie do zwigzkéw powierzchniowo czynnych/ biosurfaktantow oraz

antybiotykow.
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I.4. Bakterie z rodzaju Pseudomonas

Wsréd  kluczowych drobnoustrojow PGPM  znajdujg sie rowniez bakterie
z rodzaju Pseudomonas. Drobnoustroje te, to Gram-ujemne, nieprzetrwalnikujace
i w wiekszosci wzglednie beztlenowe pateczki. Podobnie jak szczepy Bacillus, bakterie
Pseudomonas powszechnie wystepujg w ryzosferze oraz wnetrzu wielu réznych
gatunkow roslin. Charakteryzujg sie zdolnoscig do produkcji szerokiego zakresu
metabolitow, w tym réwniez biosurfaktantow, zaliczanych do ramnolipidéw (RL) i cLP
(Raaijmakers i in. 2010; Geudens i in. 2018). Ponadto, bakterie Pseudomonas czesto
wykazujg zréznicowane mechanizmy promocji wzrostu i zdrowotnosci roslin oraz
zdolnos¢ do rozkfadu réznego rodzaju zanieczyszczen srodowiskowych. W zwigzku
z tym, sg wskazywane jako potencjalne modele uzywane w badaniach nad dziataniem
i produkcjg biopestycyddw oraz stymulatoréw wzrostu roslin (Meliani 2015; Singhiin.
2022).

I.5. Biosurfaktanty

Biosurfaktanty sg to zwigzki powierzchniowo czynne (surfaktanty) pochodzenia
biologicznego. Zwigzki te majg amfiflowg (amfipatyczng) strukture czagsteczek,
Co oznacza, ze zawierajg one zaréwno cze$¢ hydrofilowg jak i hydrofobows.
Taka budowa umozliwia biosurfaktantom gromadzenie sie na granicy faz o przeciwnym
powinowactwie do wody. Dzieki temu dochodzi do spadku energii swobodnej,
co przejawia sie spadkiem wartosci napiecia miedzyfazowego. Dodatkowo, powyzsze
zwigzki mogg stabilizowaé lub destabilizowaé uktady dwufazowe (piany i emulsje).
Jednym z waznych parametréw charakteryzujgcych biosurfaktanty jest krytyczne
stezenie micelarne (ang. Critical Micelle Concentration, CMC), oznaczajgce minimalne
stezenie biosurfaktanta, w ktérym zaczynajg formowac sie réznego rodzaju ugrupowania
(np. micele, pecherzyki, rurki czy dwuwarstwy) (Paraszkiewicziin. 2019).
Biosurfaktanty mogg mie¢ charakter jonowy (kationowy, anionowy, amfoteryczny)
lub niejonowy. Wiekszos¢ syntetycznych surfaktantéw jest kationowa, co powoduje,
Ze sg one bardzo toksyczne. Z kolei biosurfaktanty zazwyczaj majg charakter anionowy
lub neutralny (Santos i in. 2016).

Biosurfaktanty moga by¢ produkowane zaréwno przez rosliny (np. saponiny
mydIlnicy lekarskiej, Saponaria officinalis L.), niektére zwierzeta (np. surfaktant ptucny),
jak i drobnoustroje, ktore wytwarzajg najwiecej tego typu zwigzkow (Parra i Pérez-Gila
2015, Smutek iin. 2017). Biosurfaktanty klasyfikowane sg wedtug réznych kryteriow,
np. na podstawie wielkosci czasteczek, budowy chemicznej, fadunku czesci

hydrofilowej, a takze w oparciu o0 przynaleznos¢ taksonomiczng organizmow
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(Santosiin. 2016; Paraszkiewicz 2016, Roy 2017). Podziat drobnoustrojowych
biosurfaktantéw uwzgledniajgcy réznice w budowie chemicznej czasteczek najczesciej
obejmuje cztery klasy: 1) glikolipidy; 2) lipopeptydy i lipoproteiny; 3) kwasy ttuszczowe,
lipidy, fosfolipidy; oraz 4) zwigzki polimerowe (Rycina 2) (Paraszkiewicz iin. 2019;
Sharma i in. 2021).

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

Rycina 2. Klasyfikacja biosurfaktantéw ze wzgledu na budowe chemiczng czgsteczek

oraz przyktady zwigzkéw. Opracowano w oparciu o Sharma i in. 2021.

Drobnoustrojowe biosurfaktanty mogg petni¢ rozne funkcje biologiczne, zaréwno
w odniesieniu do pojedynczych komorek, jak i do catych populacji (Sharma iin. 2021).
Do dziatania zewnatrzkomérkowego biosurfaktantow nalezy na przyktad utatwianie
pobierania hydrofobowych zwigzkéw odzywczych przez komérki oraz ochrona komorek
przed toksynami, w tym jonami metali ciezkich. W zakresie funkcji
wewngtrzkomorkowych wskazywane sg hipotezy o mozliwosci modyfikacji aktywnosci
enzymow oraz przepuszczalnosci oston komérkowych, co w konsekwencji moze miec
wplyw na szereg proceséw metabolicznych. Miedzykomorkowe —dziatanie
biosurfaktantbw wobec populacji obejmuje miedzy innymi wspomaganie ruchu
Slizgowego (ang. sliding / swarming motility), udziat w chemicznym porozumiewaniu sie
komdrek na poziomie populacji (ang. quorum sensing) oraz udziat w réznych etapach
funkcjonowania biofilmu. Powyzsze procesy sg kluczowe dla utrzymywania sie populacji
bakterii w sSrodowisku (Sharma i in. 2021).

Mikrobiologiczne surfaktanty to zwigzki o duzym potencjale komercyjnym,

ktére czesto znajdujg zastosowanie w rolnictwie, produkcji zywnosci, medycynie,
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farmacji oraz w réznych technikach wykorzystywanych do bioremediacji skazonych
srodowisk. W poréwnaniu do syntetycznych odpowiednikéw, biosurfaktanty
charakteryzujg sie nizszg toksycznoscia, wiekszg podatnoscig na biodegradacje,
aich produkcja zazwyczaj przebiega w podtozach zawierajgcych zwigzki bedace
odnawialnymi zrédtami  wegla ienergii. W celu obnizenia kosztéw produkciji
biosurfaktantéw do przygotowania podtéz hodowlanych zazwyczaj wykorzystywane sg
odpady przemystu rolno-spozywczego (Nurfarahiniin. 2018). Co wiecej, omawiana
grupa zwigzkow wykazuje zarowno wysokg aktywnosc¢ powierzchniowg (osiggang przy
niskich  wartosciach CMC), jak izroznicowang  aktywnos¢  biologiczng
(Paraszkiewicz i in. 2019). Duza réznorodnos¢ budowy chemicznej pozwala dobraé
rodzaj biosurfaktanta do wymaganych w danym procesie warunkéw fizykochemicznych
(np. poziomoéw zasolenia, wartosci pH czy temperatury). Pomimo wielu zalet,
biosurfaktanty posiadajg réwniez wady, takie jak wysoka cena i duza zmienno$é
strukturalna. Poniewaz biosurfaktanty najczesciej wytwarzane sg w postaci mieszaniny
kilku bardzo podobnych strukturalnie zwigzkdéw, zmienna moze by¢ takze aktywnosé
powierzchniowa oraz biologiczna takiego biopreparatu (Santosiin. 2016; Jahaniin.
2020).

I.6. Biosurfaktanty Bacillus

CLP produkowane przez bakterie z rodzaju Bacillus (cLP-Bc) sg jednymi
z najlepiej poznanych biosurfaktantéw mikrobiologicznych. Klasyfikacja powyzszych
zwigzkow przebiega w oparciu o sktad aminokwasowy czesci peptydowej (w skfad ktorej
mogg wchodzi¢ zarbwno izomery L- jak i D-aminokwasow), rodzaj kwasu ttuszczowego,
jak réwniez typ wigzania tgczgcego czes¢ peptydows i lipidowg. Do cLP-Bc zaliczane sg
trzy grupy zwigzkéw, 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 surfaktyng, nalezg rowniez pumilacydyna, lichenzyna
oraz esperyna. Powyzsze zwigzki sktadajg sie z cyklicznego heptapeptydu potgczonego
wigzaniem laktonowym z resztg B-hydroksy kwasu ttuszczowego, w skiad ktérego
wchodzi od 13 do 17 atomoéw wegla (Rycina 3A). Do rodziny ituryny nalezg
bacillomycyna, mykosubtilina i ituryna. Powyzsze biosurfaktanty rowniez zawierajg
heptapeptyd, ale jest on potgczony z resztg 3-amino kwasu tluszczowego (zawierajgca
od 14 do 17 atomow wegla) wigzaniem amidowym (Rycina 3B). Z kolei w rodzinie
fengicyny wyrdzniane sg plipastatyna oraz fengicyna. W ich sktad wchodzi cykliczny
dekapeptyd pofgczony wigzaniem laktonowym 2z (-aminokwasem ttuszczowym

zbudowanym z od 13 do 21 atomdéw wegla (Rycina 3C). Do cyklizacji czesci peptydowe;j
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dochodzi w wyniku utworzenia wigzania laktonowego miedzy resztg &smego

i dziesigtego aminokwasu.

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

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

OH
(0]

Rycina 3. Wzory strukturalne A) surfaktyny; ,n” moze sie miesci¢ w przedziale od 9 do
13; B) ituryny; ,n” moze sie miesci¢ w przedziale od 9 do 12; C) fengicyny; ,n” moze sie

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

Synteza cLP-Bc jest Kkatalizowana przy udziale syntetaz peptydéw
nierybosomalnych, co skutkuje znaczng zmiennoscig strukturalng tych zwigzkow.
Pecciiin. (2010) zaproponowali, aby warianty czgsteczek cLP-Bc opisywac jako
homologi (réznigce sie dtugoscig tancucha kwasu ttuszczowego) lub izoformy
(charakteryzujgce sie odmienng sekwencjg aminokwaséw w czesci peptydowej). Dane
literaturowe wskazujg, ze $rodowiskowe szczepy Bacillus zazwyczaj wydzielajg
biosurfaktanty w postaci mieszaniny réznych homologéw i/lub izomeréw cLP.
Réznorodnosé i sktad procentowy réznych wariantéw cLP produkowanych przez
szczepy Bacillus =zalezy miedzy innymi od warunkéw hodowli oraz skfadu

zastosowanych podtéz mikrobiologicznych (Huangiin. 2015; Bartaliin. 2018;
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Nurfarahiniin. 2018; Paraszkiewicziin. 2018; Nazarethiin. 2021; Moreno-
Velandia i in. 2021).

CLP-Bc wykazujg aktywnosc¢ biologiczng wobec wielu réznych drobnoustrojow
i sg zaliczane do antybiotykdw. Mechanizm ich dziatania opiera sie na zaktdcaniu
struktury i funkcjonowania bton biologicznych. W obecnosci cLP dochodzi do
destabilizacji struktury bton, wzrostu ich przepuszczalnosci, a w konsekwencji nawet do
zniszczenia komérek (Raaijmakers i in. 2010; Bernat i in. 2016). Biosurfaktanty te moga
wykazywacé dziatanie zaréwno przeciwko bakteriom, wirusom, jak i grzybom (Mnif i Ghribi
2015; Wang i in. 2024). Szczegolnie zwigzki nalezgce do grupy ituryny i fengicyny majg
silne wtasciwosci przeciwgrzybowe (Mnif i Ghribi 2015, Kulimushi i in. 2017).

Dane literaturowe wskazuja, ze rézne biosurfaktanty mogg dziatac
synergistycznie, wzajemnie wzmacniajgc zarowno wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe
jak i inne rodzaje aktywnosci biologicznej. Jest to jeden z powoddw, dla ktérych sg one
interesujgcymi  modelami badawczymi oraz potencjalnie efektywnymi Srodkami
biologicznej kontroli fitopatogennych grzybéw (Mihalache iin. 2018; Wang i in. 2020;
Datta i in. 2024).

I.7. Biosurfaktanty Pseudomonas

Wiele szczepéw Pseudomonas jest zdolne do produkcji biosurfaktantéw, ktore ze
wzgledu na swojg budowe chemiczng klasyfikowane sg gtéwnie do cLP oraz RL.
Cykliczne lipopeptydy produkowane przez szczepy Pseudomonas (cLP-Ps) sktadajg sie
z reszty kwasu ttuszczowego potgczonej z oligopeptydem. Podobnie jak w przypadku
cLP-Bc, cLP-Ps réznig sie miedzy sobg pod wzgledem dtugosci i sktadu reszty kwasu
ttuszczowego oraz liczby, typu i konfiguracji aminokwasow w czesci peptydowej. Jednak
réznorodnos¢ budowy cLP-Ps jest o wiele wyzsza niz w przypadku biosurfaktantow
Bacillus. Z tego powodu dotagd nie ma ujednoliconej klasyfikacji tej grupy zwigzkow.
Raaijmakers i in. (2006) podzielili cLP-Ps na cztery gtéwne klasy obejmujgce grupe:
1) wiskozyny, 2) amfisyny, 3)tolaasyny i4) syringomycyny. Natomiast Geudens
i Martins (2018) podzielili cLP-Ps na 14 grup (Tabela 2).
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Tabela 2. Klasyfikacja cLP-Ps na podstawie budowy chemicznej. Zmodyfikowano na

podstawie Geudens i Martins (2018).

Liczba
Kwas

aminokwasoéw )

Grupa tluszczowy o Literatura
. w czesci

peptydowej
wiskozyny 3-OH C10:0 9 Groupé iin. 1951
orfamidy 3-OH C14:0 10 Grossiin. 2007; Ma i in. 2016b
amfisyny 3-OH C10:0 11 Sarensen i in. 2001
syringomycyny 3-OH C10:0 9 Segre iin. 1989
syringopeptyny 1 3-OH C10:0 22 Ballio i in. 1991
syringopeptyny 2 3-OH C10:0 25 Ballio iin. 1991
tolaasyny 3-OH C10:0 18 Rainey i in. 1991; Bassarello i in. 2004
bananamidy 3-0OH C12:0 8 Nguyen iin. 2016
ksantolizyny 3-OH C10:0 14 Liiin. 2013
entolizyny 3-OH C10:0 14 Vallet-Gely i in. 2010
putisolwiny c6:0 12 Kuiper i in. 2003
pseudofaktyny C16:.0 8 Janek iin. 2010
korpeptyny 3-OH C10:0 21 Emanuele iin. 1998
fuskopeptyny 3-OH C10:0 19 Ballio i in. 1996

* Kwas ttuszczowy zawierajgcy trzy grupy hydroksylowe, 10 wegli bez wigzan podwdjnych.

Podobnie jak inne biosurfaktanty, cLP-Ps poza aktywnoscig powierzchniowa
czesto wykazujg réwniez wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowe, obejmujgce miedzy
innymi zdolno$¢ do hamowania wzrostu grzybow. Biorg takze udziat w takich procesach
jak przemieszczanie sie populacji, kolonizacja powierzchni i formowanie biofilméw.

Poza cLP-Ps, szczepy Pseudomonas mogg wytwarza¢ takze biosurfaktanty
lub  dwdch

B-hydroksyttuszczowych potgczonych wigzaniem O-glikozydowym z jedng lub dwoma

opisywane jako RL. RL skladajg sie 2z jednego kwaséw
resztami
lub di-ramnolipidy (di-RL) (El-Housseiny iin. 2020; Zhouiin. 2019a). Liczba wegli

w reszcie kwasu tluszczowego jest zréznicowana i zwykle wynosi od o$miu do szesnastu

ramnozy. RL klasyfikowane sg jako mono-ramnolipidy (mono-RL)

atoméw wegla (El-Housseiny iin. 2020; Behrensiin. 2016; Guntheriin. 2005).
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Wysoce zréznicowana struktura RL jest silnie zalezna od uzdolnien metabolicznych
szczepow, ktore je produkujg oraz od zastosowanych warunkow hodowli (EI-
Housseiny i in. 2020; Rahman i in. 2010). Réznice w budowie strukturalnej RL wplywajg
na ich wiasciwosci fizykochemiczne i biologiczne, co z kolei decyduje o ich po
potencjalnym zastosowaniu (El-Housseiny i in. 2020; Zhao i in. 2018).

RL uzywane sg przede wszystkim do przyspieszania procesu bioremediaciji
srodowisk zanieczyszczonych hydrofobowymi ksenobiotykami, do wspomagania
wydobycia ropy naftowej oraz jako srodki przeciwdrobnoustrojowe (Guzman i in. 2024).
Podobnie jak cLP, petnia role w przemieszczaniu sie populacji bakterii i formowaniu
biofilmow. W przypadku chorobotwoérczych szczepow P. aeruginosa, RL moga

odgrywac rowniez role w patogenezie (Xu i in. 2024).
|.8. Biezgce wyzwania

Jednym z kluczowych wyzwan w stosowaniu biologicznych $rodkéw ochrony
roslin sg ich interakcje z zanieczyszczeniami srodowiskowymi, takimi jak pozostatosci
syntetycznych pestycydéw, mikroplastik (MP), czy tez barwniki przemystowe,
np. barwniki azowe.

Pomimo zmieniajgcych sie rozporzadzen dotyczacych ochrony s$rodowiska,
rosngcej wiedzy na temat biopestycydow oraz zwiekszajgcej sie dostepnosci
alternatywnych $rodkéw ochrony roslin, syntetyczne pestycydy nadal dominujg
w zwalczaniu szkodnikow. W 2021 roku $Swiatowe zuzycie pestycydéw wyniosto
3,53 miliona ton kwadratowych, z najwigekszym udziatem Brazyli oraz Standw
Zjednoczonych Ameryki, gdzie wynosito ono odpowiednio 719,53 oraz 457,39 tysigca
ton (Fernandez 2021). Obecnos¢ syntetycznych pestycyddw w srodowisku, ze wzgledu
na ich dlugg trwatos¢ w glebie, moze prowadzi¢ m.in. do przyswajania ich przez rosliny
podczas wzrostu, a co za tym idzie dziata¢, na niekorzys¢ upraw (Lozowicka i in. 2015;
Yadav i in. 2015; Tudi i in. 2021; Pathak i in. 2022; Ansari i in. 2024).

MP (wielkos¢ czagstek <5 mm) moze by¢ pierwotny (wyprodukowany celowo,
stosowany np. w kosmetykach) lub wtérny (powstaty w wyniku fragmentacji przedmiotéw
wykonanych z tworzyw sztucznych). MP jest powszechnie obecny zaréwno
w $rodowiskach wodnych, jak i lgdowych i zazwyczaj powstaje w wyniku fragmentacji
np. plastikowych opakowan, ubran zawierajgcych 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 moze sie znalez¢ ze wzgledu na stosowanie osadow Sciekowych
jako nawozu (Corradini i in. 2019; Gui i in. 2019).
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Do zanieczyszczeh srodowiska nalezg réwniez barwniki azowe, uzywane przede
wszystkim w procesach barwienia tkanin. Wiele barwnikow azowych i produktow ich
rozktadu wykazuje wysokg toksycznos¢ zaréwno wobec zwierzat, roslin, jak i ludzi
(Pinheiro iin. 2022). W krajach rozwijajgcych sie, w ktérych $cieki tekstylne mogg byé
wykorzystywane do nawadniania upraw, barwniki moga zanieczyszczac glebe uprawna,
zmieniajgc jej wiasciwosci biologiczne, zmniejszajac produktywnos$é rolnictwa
i zagrazajgc bezpieczenstwu zywnosci (Topag i in 2009; Jasinska i in. 2024).

Powyzsze zanieczyszczenia mogg znaczgco wptywac na mikrobiote glebowa,
w tym na korzystne dla roslin mikroorganizmy oraz wprowadzane do gleby biologiczne
srodki ochrony roslin.

Biofungicydy, mimo ze oferujg ekologiczng alternatywe dla syntetycznych
fungicydow, majg swoje ograniczenia. Nalezy do nich zmienna skutecznos¢, wynikajgca
przede wszystkim z silnej zaleznosci od biotycznych i abiotycznych warunkéw
srodowiskowych. Dlatego wazne jest pogtebianie wiedzy na temat sposobu dziatania tej
grupy biopestycyddw, ich interakcji z syntetycznymi odpowiednikami oraz wptywu

zanieczyszczeh srodowiskowych na aktywnosc¢ przeciwgrzybowa.
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II. Cele pracy

Nadrzednym celem niniejszej pracy byla ocena wptywu zanieczyszczen

antropogenicznych (wybranych herbicydow, fungicydéw, barwnikow azowych a takze

mikroplastiku) na aktywnos¢ przeciwgrzybowg ryzosferowych szczepow Bacillus

i Pseudomonas, zdolnych do produkgji cyklicznych lipopeptydéw, i pochodzgcych ze

srodowisk o potencjalnie zré6znicowanym poziomie zanieczyszczen antropogenicznych.

Ogolny cel badawczy realizowano za pomocg celéw szczegotowych

wskazanych ponizej.

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

Identyfikacja / analiza poziomu produkcji biosurfaktantow wydzielanych przez
szczepy Bacillus i Pseudomonas.

Ocena aktywnosci przeciwgrzybowej i wskazanie mechanizmow ograniczania
wzrostu szczepdéw Fusarium przez bakterie Bacillus i Pseudomonas.
Charakterystyka wybranych szczepéw bakteryjnych pod katem wplywu na
kietkowanie nasion i wzrost siewek ogoérka siewnego.

Analiza produkcji biosurfaktantow w hodowlach mieszanych bakteryjno-
grzybowych oraz w hodowlach zawierajgcych komérki dwoch réznych szczepow
Bacillus.

Ocena wzrostu bakterii, produkcji biosurfaktantéw i aktywnos$ci przeciwgrzybowej
w hodowlach Bacillus i Pseudomonas prowadzonych w obecnosci
zanieczyszczen Srodowiskowych.

Opracowanie efektywnego podfoza wzrostowego dla wybranego szczepu
bakteryjnego charakteryzujgcego sie wysokg i stabilng (takze w obecnosci
zanieczyszczen) aktywnoscig przeciwgrzybowg oraz pozytywnym wptywem na

kietkowanie i wzrost siewek ogorka siewnego.
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[ll. Materiaty

W tej czesci opisano materiaty zastosowane w nieopublikowanej czesci pracy.
Metody uzywane wytgcznie w badaniach opisanych w publikacjach zostaty oméwione
w podrozdziatach V.6.4 (Artykut naukowy 1) oraz V.6.7 (Artykut naukowy 2).

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

W badaniach wykorzystywano 80 szczepdéw bakteryjnych (77 z rodzaju Bacillus
oraz trzy z rodzaju Pseudomonas). W obrebie tej grupy, 79 szczepdw pochodzito
Z szesciu réznych srodowisk (o potencjalnie zréznicowanym poziomie zanieczyszczen
antropogenicznych) zlokalizowanych terenie Polski (Tabela 3). Jeden szczep (B. subtilis
DSM 3257, wyizolowany z Natto) pochodzit z niemieckiej kolekcji szczepéw DSMZ
(niem. Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen).

Wszystkie wykorzystywane w pracy szczepy bakteryjne przechowywane sg
w kolekcji szczepow Katedry Mikrobiologii Przemystowej i Biotechnologii Uniwersytetu
t.6dzkiego (KMPiB UL).
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Tabela 3. Miejsca izolacji ryzosferowych szczepéw Bacillus i Pseudomonas zdolnych do

produkcji biosurfaktantow.

Miejsce poboru gleby ryzosferowej

Symbol szczepu

Sktadowisko Odpadow
Niebezpiecznych, Zgierz,
wojewddztwo todzkie

Aleja Klonéw Srebrzystych
stanowigca fragment

ul. Ogdinej w gminie Zgierz,
wojewodztwo todzkie

Tereny miejskie
i zanieczyszczone

Rafineria Ropy Naftowej,
Czechowice-Dziedzice,
wojewodztwo Slaskie

Park Helenoéw, L6dz,
wojewddztwo t6dzkie

Skrét ,Zg” oraz numer proby gleby i nadany numer
szczepu
(np. Zg 1.3)

Skrét ,ASK” oraz nadany numer szczepu
(np. ASK 10)

I'-1a (Ptazaiin. 2015)

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

Kaszubski Park
Krajobrazowy,
wojewodztwo pomorskie

Tereny lesne

i wiejskie
Wie$ Kolnica,
wojewodztwo wielkopolskie

Skrét ,KAS” oraz numer préby gleby i nadany
numer szczepu

Skrot ,Kol” oraz skroty doktadniej opisujgce miejsce
pobrania proby gleby (,B” — ryzosfera barwinka
pospolitego, Vinica minor L.; ,D” — gleba przy
drodze; ,L” — ryzosfera lipy, Tilia; ,S” — ryzosfera
sosny, Pinus L.; ,Si” — ryzosfera $wierku, Picea A.
Dietrich) i numer szczepu

(np. Kol B1)

[11.1.2. Grzyby Fusarium

W pracy wykorzystano cztery szczepy z rodzaju Fusarium:

e Fusarium sambucinum IM 6525 — wyizolowany z korzeni zainfekowanej

maliny wtasciwej (Rubus idaeus L.) i udostepniony do badan przez dr hab.

Lidie Sas-Paszt, prof. Instytutu Ogrodnictwa w Skierniewicach (10);

e Fusarium culmorum DSM 1094 — pochodzgcy z niemieckiej kolekcji

szczepow DSMZ, wyizolowany 2z pszenicy zwyczajnej

aestivum L.);

e Fusarium oxysporum KKP 458 -

Drobnoustrojéw Przemystowych

(Triticum
pochodzacy z Kolekcji Kultur

Instytutu Biotechnologii Przemystu

Rolno-Spozywczego im. prof. Wactawa Dgbrowskiego w Warszawie;

e Fusarium solani IM 450 — pochodzacy z kolekcji szczepéw KMPIB UL.

Wszystkie wykorzystywane w pracy szczepy grzybowe przechowywane sg

w kolekcji szczepéw KMPiB UL.
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I11.2. Podtoza

[11.2.1. Podtoze bulionowe zestalone agarem

Bulion wzbogacony (f. Mapol) 159

Agar (f. Biocorp) 2049

Woda destylowana uzupetniano do 1000 mL
pH 75

Sterylizacja w autoklawie w temp. 115 °C przez 20 min. Podioze w postaci

skosow wykorzystywano do przechowywania szczepow Bacillus i Pseudomonas.
[11.2.2. Podtoze brzeczkowe zestalone agarem

Podtoze brzeczkowe zestalone agarem zawierato:

Agar (f. Biocorp) 20¢g
Brzeczka 12°Blg uzupetniano do 1000 mL
pH 6,5

Sterylizacja w autoklawie w temp. 115 °C przez 20 min. Podloze w postaci

skoséw wykorzystywano do przechowywania szczepow Fusarium.

[11.2.3. Podtoze PDA (ang. Potato Dextrose Agar) (f. Difco)

D-glukoza 209

Agar 15¢g

Skrobia ziemniaczana 49

Woda destylowana uzupetniano do 1000 mL
pH 6,5

Sterylizacja w autoklawie w temp. 115 °C przez 20 min. Podtoze w postaci ptytek
byto wykorzystywane do analizy aktywnosci przeciwgrzybowej szczepow bakteryjnych

wobec szczepow Fusarium.
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[11.2.4. Podtoze Murashige and Skoog (MS) (f. Sigma-Aldrich)

Zawartos¢ w

Skladnik

podtozu (mg L)
Azotan amonu 1650
Kwas borowy 6,2
Bezwodny chlorek wapnia 332,2
Chlorek kobaltu « 6H20 0,025
Siarczan miedzi * 5H20 0,025
Naz-EDTA 37,26
Siarczan zelazawy * 7H20 27,8
Siarczan magnezu 180,7
Siarczan magnezu * H20 16,9

Kwas molibdenowy (sél sodowa) « 2H.O 0,25

Jodek potasu 0,83
Azotan potasu 1900
Jednozasadowy fosforan potasu 170
Siarczan cynku ¢ 7H20 8,6
Agar 8000
Glicyna (wolna zasada) 2
mio-inozytol 100
Kwas nikotynowy (wolny kwas) 0,5
Pirydoksyna « HCI 0,5
Sukroza 30 000
Tiamina « HCI 0,1
pH 6,5

Sterylizacja w autoklawie w temp. 115 °C przez 20 min. Podtoze wykorzystywano

w badaniach z uzyciem nasion ogérka siewnego.

[11.2.5. Podtoze Luria-Bertani (LB) (f. Sigma-Aldrich)

NaCl 109

Trypton 10 g

Ekstrakt drozdzowy 59

Woda destylowana uzupetniano do 1000 mL
pH 6,5

Sterylizacja w autoklawie w temp. 115°C przez 20 min. Podtoze LB
wykorzystywano do przygotowania hodowli ptynnych (wstepnych i witadciwych),

szczepow Bacillus, Pseudomonas i Fusarium stosowanych w niniejszej pracy.

24



[11.2.6. Ptynne podtoze wzrostowe zawierajagce odpady przemystu

spozywczego

W badaniach opisanych w podrozdziale V.10 opracowano warianty ptynnego
podfoza wzrostowego zawierajgce rozne objetosci:
o wodnej zawiesiny drozdzy odpadowych (0,1; 1; 2 lub 5% v/v);
e wodnego ekstraktu ze skorek marchwi (0,2; 0,5 lub 1% v/v);
¢ 10% wodnego roztworu tryptonu (f. Sigma-Aldrich) (0; 0,1 lub 1% v/v).
Po uzupetnieniu podtoza wodg destylowang, pH doprowadzano do wartosci 7,
a nastepnie poddawano dwukrotnej sterylizacji w autoklawie (temp. 115 °C przez
20 min).
Drozdze odpadowe (f. Fermentis W34/70, nr partii 2201427 KB) pochodzity
z dolnej fermentacji piwa i zostaty pozyskane z Browaru Rzemieslniczego Olbracht
w Piotrkowie Trybunalskim w Polsce. Do przygotowywania podtoza odpadowego
stosowano wodng zawiesine drozdzy odpadowych o gestosci 875 + 40 mg mL™.
W celu uzyskania wodnego ekstraktu ze skorek marchwi, skorki zawieszano
w wodzie destylowanej stosujgc proporcje 2:1 (w/v), a nastepnie sterylizowano

w autoklawie (temp. 115 °C przez 20 min).
[11.3. Zanieczyszczenia antropogeniczne
[11.3.1. Barwniki azowe

W badaniach wykorzystano pie¢ barwnikéw 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 zostaty zakupione od f. Sigma-Aldrich. Roztwory
wyjsciowe barwnikéw azowych o stezeniu 10 mg mL?! przygotowane w wodzie

destylowanej, sterylizowano w autoklawie (temp. 121 °C przez 20 min).
[11.3.2. Mikroplastik

W badaniach wykorzystano MP w postaci proszku LDPE (ang. Low-density
polyethylene — polietylen niskiej gestosci) o wielkosci ziarna 100-500 um (f. Abifor).
W celu przygotowania wyjsciowej zawiesiny MP, niesterylny LDPE (1,5 g) zawieszono
w 5 mL 96% etanolu i inkubowano przez godzine. Podczas inkubaciji probe kilkakrotnie
wstrzgsano. Nastepnie dodawano 10 mL sterylnej wody dejonizowanej, aby uzyskac

w prébie koncowy poziom MP wynoszgcy 100 mg mL™". Procedure przeprowadzano
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w warunkach sterylnych. Zawiesine MP sterylizowano w autoklawie (temp. 121 °C przez
20 min).

[11.3.3. Syntetyczne pestycydy

W badaniach wykorzystano:
e herbicyd kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy (2,4-D) (f. Sigma-Aldrich);
e herbicyd metolachlor (MET) (f. Sigma-Aldrich);
e fungicyd azoksystrobine (AZ; nazwa handlowa Amistar® 250 S.C.;
250 mg Lt substancji czynnej) (f. Target S.A.);
e fungicyd propamokarb w postaci kompleksu z kwasem solnym (PR;
nazwa handlowa Proplant 722SL; 722 g L substancji czynnej) (f. Target
S.A).
Roztwory wyjsciowe wszystkich uzywanych w pracy pestycydéw zostaty
przygotowane w 96% etanolu (f. Avantor Performance Materials Poland S.A))

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

W tej czesci opisano metody zastosowane w nieopublikowanej czesci pracy.
Metody uzywane wytgcznie w badaniach opisanych w publikacjach zostaty oméwione
w podrozdziatach V.6.4 (Artykut naukowy 1) oraz V.6.7 (Artykut naukowy 2).

IV.1. I1zolacja bakterii produkujacych biosurfaktanty

Wykorzystane w pracy szczepy bakteryjne zostaty wyizolowane z prob gleby

zgodnie ze schematem przedstawionym na Rycina 4.

107 107 107

5 gE?Ie?_y R Posiew 0,1 mL zawiesiny
+40 mL wody na podioze krwawe (K)
zestalone agarem
120 obr./min
28°C

1 godz.
Przesiew bakterii
na podtoze plynne LB

Przesiew bakterii hemolizujacych
na podioze krwawe

Ocena obecnosci

biosurfaktantéw * Przesiew bakterii na

poditoze buliohowe
zestalone agarem
oraz zabezpieczenie

120 obr./min ‘ '
28°C
24 godz. Barwienie metoda Grama

Rycina 4. Schemat izolacji bakterii produkujgcych biosurfaktanty. * Ocena obecno$ci
biosurfaktantow prowadzona byta testem zapadajgcej sie kropli (DCT — ang. Drop
Collapse Test; opisanym dokfadniej w podrozdziale 1V.5.1).

W celu zabezpieczenia wyizolowanych szczepéw, do jatowych probdowek typu

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

bakteryjnej (otrzymanej w podtozu LB). Préby przechowywano w temp. -72 °C.
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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, ktére zostalty poddane sekwencjonowaniu w firmie
Genomed S.A. i zostaty zidentyfikowane przez prof. dr hab. Grazyne Ptaze w Instytucie
Ekologii Terenow Uprzemystowionych w Katowicach.

Identyfikacja genetyczna 20 wybranych szczepéw Bacillus oraz szczepu
Pseudomonas sp. Zg 9.3 zostata przeprowadzona podczas stazu naukowego
w Zaktadzie Mikrobiologii i Ryzosfery w 10 w Skierniewicach pod opiekg dr hab. Lidii
Sas-Paszt, prof. 10 oraz dr Anny Lisek.

Ekstrakcje DNA z komérek bakteryjnych prowadzono przy uzyciu komercyjnego
zestawu GeneMatrix Bacterial & Yeast Genomic DNA Purification Kit (f. EURX).
Zawartos¢ DNA w probach mierzono za pomocag spektrofotometru przy dtugosci fali
réwnej 260 nm. Do dalszych analiz préby rozcienczano tak aby uzyskaé koncowe
stezenie DNA 10 ng plt. Proces amplifikacji genu 16S rRNA oraz genow warunkujgcych
podstawowe funkcje komorki prowadzano stosujgc 10 starteréw opisanych w Tabeli 4
zgodnie z procedurg podang przez producenta. Sekwencjonowanie wykonata firma
Genomed S.A. Identyfikacja szczepu bakteryjnego opierata sie na poréwnaniu
uzyskanych sekwencji z danymi NCBI (ang. National Center for Biotechnology

Information) za pomoca narzedzia BLAST (ang. Basic Local Alignment Search Tool).
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Tabela 4. Startery zastosowane do identyfikacji izolatow bakteryjnych.

Wielkos¢
Nazwa ) produktu .
Sekwencja (5’ - 3) ) Literatura
startera [liczba
nukleotydow]
27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG
1492 Lane 1991
1492R TACGGHTACCTTGTTACGACTT
tufGPF ACGTTGACTGCCCAGGACAC Caamario-
750 Antelo
tufGPR GATACCAGTTACGTCAGTTGTACGGA iin. 2015
rpoBF AGGTCAACTAGTTCAGTATGGAC
600 Xiao iin. 2009
rpoBR AAGAACCATAACCGGCAACTT
recAF TGAGTGATCGTCAGGCAGCCTTAG Kwon i in.
900
recAR CYTBRGATAAGARTACCAWGMACCGC 2009
gyrA47F CAGTCAGGAAATGCGTACGTCCTT Thorsen i in.
1000
2011

gyrA1l066R CAAGGTAATGCTCCAGGCATTGCT

IV.3. Hodowle w podtozu ptynnym

IV.3.1. Wstepna i wlasciwa hodowla bakteryjna w podtozu ptynnym

W celu uzyskania hodowli wstepnej (inokulum) zaszczepiano podioze LB

bakteriami pobranymi z hodowli prowadzonej na podtozu bulionowym zestalonym

agarem. Hodowle prowadzono w kolbie stozkowej przez 24 godz. w warunkach

wytrzgsania (120 obr./min), w temp. 28 °C. Nastepnie, do kolejnej porcji podioza

ptynnego dodawano 1% (v/v) uzyskanego inokulum. Hodowle wtasciwg prowadzono

w kolbie stozkowej przez 24-72 godz. w warunkach opisanych powyze;.

W zaleznosci od etapu badan, do hodowli wtasciwych dodawano barwniki azowe,

MP lub syntetyczne pestycydy.
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IV.3.2. Plynna hodowla mieszana zawierajgca komoérki dwéch réznych

szczepow bakteryjnych

W celu otrzymania hodowli wtasciwej zawierajgcej dwa rézne szczepy bakteryjne
do podtoza LB dodawano po 1% (v/v) hodowli wstepnej kazdego z dwdch wybranych
szczepow bakteryjnych. Nastepnie, hodowle inkubowano w warunkach opisanych
w punkcie IV.3.1.

IV.3.3. Wstepna i wiasciwa hodowla grzybni w podtozu ptynnym

Hodowla wstepna grzyba z rodzaju Fusarium byfa przygotowywana w dwéch
etapach w celu uzyskania jednolitej zawiesiny grzybni. W pierwszym etapie, podtoze LB
zaszczepiano strzepkami grzybni zmytymi z dwoch hodowli na podtozu brzeczkowym
zestalonym agarem. Hodowle prowadzono przez 24 godz. w warunkach wytrzgsania
(120 obr./min, temp. 28 °C). W drugim etapie, kolejng porcje podtoza LB zaszczepiano
stosujgc 10% (v/v) uzyskanej wczesniej hodowli i inkubowano w w.w. warunkach.
Tak uzyskang hodowle wstepng wykorzystywano do przygotowania hodowli wiasciwych.

Hodowle wtadciwg uzyskiwano poprzez zaszczepienie poditoza LB 10% (v/v)

hodowli wstepnej. Inkubacje prowadzono przez 72 godz. w temp. 28 °C, 120 obr./min.
IV.3.4. Plynna hodowla mieszana zawierajgca komorki bakterii i grzybéw

Podloze LB zaszczepiano stosujgc 1% (v/v) bakteryjnej hodowli wstepnej oraz
10% (v/v) grzybowej hodowli wstepnej. Inkubacje prowadzono przez 72 godz.

w temp. 28 °C, przy 120 obr./min.
IV.4. Ocena intensywnosci wzrostu bakterii w hodowli

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

Hodowle bakteryjng rozciehczano 10-krotnie wodg destylowang i mierzono OD
za pomocg czytnika plytek Multiskan FC Microplate Photometer (f. ThermoFisher
Scientific) przy dtugosci fali réwnej 630 nm. Wynik odnoszono do wyniku uzyskanego

dla 10-krotnie rozcienczonego podtoza LB.
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IV.4.2. Ocena intensywnosci wzrostu bakterii w hodowli z uzyciem podtoza

statego

Oznaczenie liczby bakterii obecnych w hodowli prowadzonej w ptynnym podtozu
wzrostowym zawierajacym produkty uboczne przemystu spozywczego prowadzano
z uzyciem szalek Petriego zawierajgcych podioze bulionowe zestalone agarem.
Na powierzchnie podtoza nanoszono 100 yL hodowli wtasciwej rozciefniczonej uprzednio
jatowg wodg destylowang. Proby rownomiernie rozprowadzano za pomocg sterylnej
gtaszczki. Tak przygotowang hodowle inkubowano przez 48 godz. w temp. 22°C.
W oparciu o otrzymang liczbe kolonii bakteryjnych wyznaczano gestos¢ komorek

bakteryjnych obecnych w wyjsciowej hodowli ptynnej.
IV.5. Analiza biosurfaktantéw
IV.5.1. Wstepna ocena obecnosci biosurfaktantow w hodowli ptynnej

Aktywnos¢  powierzchniowg  biosurfaktantow oceniano za  pomocag
zmodyfikowanego testu DCT (Jain i in. 1991). W tym celu, 10 pyL ptynu pohodowlanego
uzyskanego po zwirowaniu hodowli ptynnej (10 000 obr./min, 10 min) umieszczano na
polipropylenowej powierzchni i po godzinie mierzono Srednice kropli. Jako kontrole
negatywng oraz pozytywng uzywano 10 yL odpowiednio podtoza LB oraz 5% wodnego

roztworu dodecylosiarczanu sodu (SDS; f. Chempur).
IV.5.2. Ekstrakcja biosurfaktantéw z hodowli ptynnej

A) EkstrakcjacLP

Izolacje cLP-Bc i cLP-Ps prowadzono stosujgc ekstrakcje zmodyfikowang
metodg QUEChERS (Paraszkiewicz iin. 2017). Do ekstrakcji wykorzystywano piyn
pohodowlany otrzymany po zwirowaniu hodowli (10 000 obr./min, 15 min). Proces
obejmowat szes¢ etapow: 1) 5 mL supernatantu hodowli oraz 5 mL wody destylowanej
umieszczano w probowce typu falkon o objetosci 50 mL; 2) do mieszaniny dodawano
10 mL acetronitrylu (ACN, f. Chempur) i wytrzgsano energicznie przez 2 min;
3) do probdéwki dodawano mieszanke czterech soli: (2 g MgSOs (f. Sigma-Aldrich), 0,5 g
NaCl (f. Poch), 0,5 g C¢HsNaO; x 2H,O (f. Biomus) i 0,25 g CeéHeNa.O7 x 1.5 H,O
(f. Biomus)) i ponownie wytrzgsano przez 5 min; 4) probe pozostawiano na 20 min;
5) odbierano faze organiczng (gorng) do analizy; 6) do préby wprowadzono kolejng

porcje 10 mL ACN i powtarzano procedure ekstrakcji.
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B) Ekstrakcja RL

W celu ekstrakcji RL, ptyn pohodowlany uzyskany po zwirowaniu hodowli
(10 000 obr./min, 15 min) doprowadzano do pH 3 poprzez dodanie 2N HCI (f. Chempur).
Prébe inkubowano w temp. 4 °C przez noc (George i Jayachandran 2013; Bernat i in.
2019). RL ekstrahowano za pomocg octanu etylu (f. Poch), a nastepnie rozpuszczalnik
odparowywano pod zmniejszonym cisnieniem. Uzyskany osad rozpuszczano w 1 mL
ACN i analizowano za pomocg technik MALDI-TOF/TOF (ang. Matrix Assisted Laser
Desorption and lonisation — tandem time of flight — desorpcja/jonizacja wspomagana
matrycg laserowag z tandemowg analizg czasu przelotu) oraz LC-MS/MS (ang. Liquid
Chromatography Tandem Mass Spectrometry — chromatografia cieczowa z tandemowag

spektrometrig mas).
IV.5.3. Analiza biosurfaktantow

A) AnalizaclLP

CLP-Bc oraz cLP-Ps analizowano przy uzyciu LC-MS/MS (LC 1200 sprzezonej
z tandemowym spektrometrem mas Sciex QTRAP 3200, f. Agilent) wyposazonym
w zrédto ESI. Separacje zwigzkéw przeprowadzano na kolumnie Kinetex C18 (50 mm x
2,1 mm, wielkos¢ czgstek: 5 um) (f. Phenomenex) utrzymywanej w temp. 40 °C.
Do separacji zwigzkow stosowano faze ruchomg sktadajacg sie z wody (A) i metanolu
(B) (f. Sigma-Aldrich), uzupetnionych 5 mM mréwczanem amonu (f. Sigma-Aldrich).
Stosowana szybko$¢ przeptywu wynosita 600 uL mint. Czas analizy wynosit 6 min.
Gradient rozpuszczalnika rozpoczynano od 40% B, po 0,5 min zwiekszajgc do 100% B
w ciggu 1,5 min, ktéry byt nastepnie utrzymywany przez 2,5 min. Do poczatkowego
sktadu rozpuszczalnika powracano w ciggu 2 min. Zrédio jonéw spektrometru
masowego dziatato w trybie dodatnim. Dane analizowano z uzyciem oprogramowania
Analyst™ v1.5.3 (f. Sciex). W badaniach wykorzystano standardy surfaktyny i ituryny
(f. Sigma-Aldrich). Dla sodowych czgsteczek (M + Na)* homologdw surfaktyny C13, C14,
C15i C16 monitorowane pary MRM wynosity m/z 1030-391, 1044-391, 1058—-391 oraz
1072-391. Dla sodowych jonéw homologéw ituryny A C13, C14, C15 i C16,
monitorowane pary MRM wynosity m/z 1051.5/1051, 1065.5/1065, 1079.5/1079 oraz
1093.5/1093.

Obecnos¢ fengicyny potwierdzano przy uzyciu MALDI-TOF/TOF 5800 (f. Sciex).
Mieszanine 0,5 yL ekstraktu cLP-Bc (rozcienczonego w 2 mL metanolu) i 0,5 pL
roztworu zawierajgcego 10 mg mL™" DHB (ang. 2,5-dihydroxybenzoic acid — kwas 2,5-
dihydroksybenzoesowy; f. Sigma-Aldrich) rozpuszczonego w ACN nanoszono na ptytke
MALDI. Analizy MALDI-TOF/TOF prowadzono w trybie jonizacji dodatniej w zakresie
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m/z 900—-2000 przy statej intensywnosci lasera wynoszacej 3500. Dziesie¢ najbardziej
intensywnych sygnatéw wybierano do automatycznego pomiaru MS/MS przy stalej

intensywnosci lasera wynoszgcej 5000.

B) Analiza RL

RL analizowano wedtug metody opisanej przez Bernata i in. (2019) przy uzyciu
LC-MS/MS (LC 1200 sprzezonej z tandemowym spektrometrem mas Sciex QTRAP
4500, f. Agilent). Separacje zwigzkdéw przeprowadzono na kolumnie Kinetex C18
(50 mm x 4,6 mm, wielko$¢ czagstek: 4,6 ym) (f. Phenomenex) utrzymywanej w temp.
37 °C. Do separacji zwigzkow stosowano faze ruchomag sktadajaca sie z wody (A) i ACN
(B) uzupetniong 5 mmol L*! mréwczanem amonu (f. Sigma-Aldrich). Stosowana
szybkos$¢ przeptywu wynosita 500 mL min?. Czas analizy wynosit 25 min. Gradient
rozpuszczalnika rozpoczynano od 40% B, zwiekszajgc do 95% B w ciggu 2 min
i utrzymujgc 95% B przez nastepne 12 min. Do poczgtkowego sktadu fazy ruchomej
powracano w czasie 2 min. Zrédio jonéw spektrometru masowego dziatato w trybie

ujemnym.
IV.6. Ocena aktywnosci przeciwgrzybowej bakterii

Aktywnos¢ przeciwgrzybowg bakterii oceniano stosujgc hodowle state typu dual
culture prowadzone na podiozu PDA w jednokomorowych oraz dwukomorowych

szalkach Petriego, a takze hodowle ptynne prowadzone w podiozu LB.
IV.6.1. Hodowla typu dual culture na podtozu zestalonym agarem

Na $rodek podioza PDA umieszczonego w jednokomorowej szalce Petriego
nanoszono fragment grzybni o Srednicy ok. 1 cm. Nastepnie, w odlegtosci 3 cm od
grzybni, posiewano punktowo bakterie pobrane z 24-godz. hodowli prowadzonej na
podtozu bulionowym zestalonym agarem. Uktadem kontrolnym byta grzybnia hodowana
w nieobecnosci bakterii.

W celu oceny zdolnosci bakterii do produkcji przeciwgrzybowych VOCs
wykorzystano dwukomorowe szalki Petriego. W jednej komorze szalki umieszczano
podtoze uniwersalne zestalone agarem, w drugiej komorze umieszczano podtoze PDA.
Na $rodek podtoza PDA nanoszono fragment grzybni o $rednicy ok. 1 cm, natomiast
bakterie posiewano liniowo na czesci zawierajgcej podtoze uniwersalne. Ukfadem
odniesienia byta hodowla grzybni prowadzona w nieobecnosci bakterii.

Proby inkubowano w ciemnosci, w temp. 22-24 °C do czasu pokrycia przez
rosngcyg grzybnie kontrolng catej powierzchni podtoza PDA. W celu wyznaczenia pola

powierzchni  zajmowanego  przez  grzybnie  stosowano  oprogramowanie
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SketchAndCalc™, a nastepnie obliczano procent zahamowania wzrostu grzybni
inkubowanej w obecnosci bakterii w odniesieniu do wzrostu grzybni kontrolnegj

(przyjetego za 100%).
IV.6.2. Hodowla typu dual culture prowadzona w podiozu LB

Aktywnos¢ przeciwgrzybowa w hodowlach ptynnych byta oceniana na podstawie
biomasy grzybni i wyrazana jako procent biomasy hodowli kontrolnej, przyjetej za 100%.
Strzepki grzybni oddzielano od ptynu pohodowlanego stosujac filtracje prézniowg. Osad

grzybni suszono w temp. 60 °C, az do uzyskania statej masy.
IV.6.3. Analiza przepuszczalnosci bton grzybni

Do oceny przepuszczalnosci bton komoérek grzybowych rosngcych w obecnosci
bakterii wykorzystano metode opisang przez Litwiniin. (2021). Wtym celu,
1 mL hodowli ptynnej wirowano (12 000 obr./min, 10 min). Nastepnie, ptyn pohodowlany
usuwano ido osadu dodawano 1 mL buforu PBS (ang. Phosphate-Buffered Saline,
f. BioShop) o pH 7,4 oraz 2 yL wodnego roztworu jodku propidyny (f. Sigma-Aldrich)
o stezeniu 0,1 mg mL™. Kolejne etapy przygotowania préby obejmowaty: 1) intensywne
mieszanie przez 30s.; 2) inkubacje w ciemnosci przez 5 min; 3) wirowanie
(12 000 obr./min; 10 min); oraz 4) usuniecie supernatantu i dodanie 1 mL PBS do osadu.
Po dwukrotnym przemyciu osadu roztworem PBS, do préby dodawano 1 mL PBS.
Tak przygotowang prébe umieszczono w studzience 24-dotkowej plytki titracyjnej
i prowadzono pomiar fluorescencji na spektrofotometrze SPECORD 200, stosujac
dtugos$¢ fali wzbudzenia réwng 540 nm i dtugos¢ fali emisji rowng 630 nm. Uzyskane
wyniki odnoszono do fluorescencji supernatantu otrzymanego po zwirowaniu proby
badanej (12 000 obr./min, 10 min). Biomasa grzybni obecha w probie byta nastepnie
filtrowana, suszona do statej masy i wazona. Uzyskane wyniki wyrazane w jednostkach
fluorescencji (U) na miligram suchej biomasy przedstawiano w procentach, przyjmujgc

za 100% wynik uzyskany dla uktadu kontrolnego.
IV.6.4. Oznaczanie zawartosci fosfolipidéow komoérkowych

Do 100 mg mokrej biomasy uzyskanej z hodowli wtasciwej prowadzonej
w podtozu LB dodawano kulki szklane (o $rednicy 1 mm) oraz 1 mL mieszaniny eteru
tert-butylowo-metylowego (f. Poch) i metanolu (f. Poch) (3:1 v/v). Tak przygotowana
probe umieszczano w mtynie kulowym MM400 (f. Retsch) stosujgc warunki wytrzgsania
30 drgan/s przez 8 min. Po przeprowadzonej jednoczesnie dezintegracji komorek oraz

ekstrakgji fosfolipidéw dodano 0,2 mL H>O i probe wirowano przez przy 7200 obr./min
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przez 3 min. Nastepnie gérng warstwe przenoszono, odparowywano, a uzyskany osad
rozpuszczano w 1 mL metanolu (f. Sigma-Aldrich) i analizowano technikg LC-MS/MS
przy uzyciu LC Agilent 1200 sprzezonego z tandemowym spektrometrem mas Sciex
QTRAP 4500. Do analizy stosowano kolumne Kinetex C18 (50 mm x 2,1 mm, wielko$¢é
czgsteczek: 5 ym) oraz nastepujgce warunki: temp. 40 °C, predkos¢ przeptywu fazy
ruchomej 500 pL mint. Zrédio jonédw spektrometru masowego dziatato w trybie

ujemnym.
IV.6.5. Ocena kietkowania zarodnikow

W celu uzyskania zawiesiny zarodnikow Fusarium powierzchnie hodowli
grzybowej (prowadzonej na podiozu brzeczkowym zestalonym agarem) zmywano
jatowg wodg destylowang zawierajagcg 0,005% (v/v) Tween 20 (f. Koch-Light
Laboratories). Uzyskang zawiesine sgczono przez jalowg wate szklang w celu usuniecia
strzepek grzybni. Zarodniki liczono stosujgc komore Thoma i wyznaczano zawartosé
zarodnikow w 1 mL préby.

W celu okreslenia wplywu metabolitow Bacillus i Pseudomonas na kietkowanie
zarodnikéw supernatant otrzymany po zwirowaniu (10 000 obr./min, 15 min) 72-godz.
hodowli bakteryjnej dodatkowo sgczono przez membranowy filtr strzykawkowy (Srednica
por 0,2 um; f. Bionovo). Do tak przygotowanego supernatantu dodawano wodng
zawiesine zarodnikow (o wczes$niej ustalonej gestosci komorek) stosujgc proporcje 1:1
(v/v). Probe inkubowano przez 48 godz. w warunkach statycznych w temp. 22-24 °C.

Morfologie zarodnikow i strzepek obserwowano za pomocg mikroskopu
Swietlnego. Uzyskane wyniki wyrazano jako intensywnos$¢ kietkowania zarodnikéw
i odnoszono do liczby zarodnikdw obecnych w probie kontrolnej, ktérg przygotowano
mieszajgc wodng zawiesine zarodnikow z podtozem LB (1:1, v/v). Do pomiaru dtugosci

strzepek stosowano oprogramowanie SketchAndCalc™.
IV.7. Ekstrakcja i analiza herbicydow

Herbicydy 2,4-D i MET ekstrahowano metodg QUuEChERS, a nastepnie
analizowano technikg LC—-MS/MS zgodnie z metodami opisanymi odpowiednio przez
Nykiel-Szymanska i in. (2017) oraz Jasinska i in. (2022).

Probe hodowli prowadzang w obecnosci herbicydu homogenizowano dwukrotnie
z kulkami szklanymi (o srednicy 1 mm) w miynie kulowym MM400 (f. Retsch) stosujgc
warunki wytrzgsania 25 drgan/s przez 4 min. Nastepnie do otrzymanych homogenatéw
dodawano 10 mL ACN oraz sole (2 g MgSOs; 0,5g NaCl; 0,5 g CeHsNaO; x 2H,0
i 0,25 g CsHeNaxO7 x 1.5 H,0) i prowadzono ekstrakcje metodg QUEChERS. Do dalszej
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analizy wykorzystywano uzyskany w wyniku zwirowania supernatant (10 000 obr./min,
10 min).

Herbicydy analizowano przez przy uzyciu HPLC Agilent 1200 (f. Agilent)
i spektrometru mas 3200 Q-TRAP (f. Sciex). Ekstrakt rozcienczano w mieszaninie wody
i metanolu (80:20, v/v). Separacje zwigzkéw prowadzono na kolumnie Kinetex C18
BOmm x 21 mm, wielkos¢ czastek: 5 pm) (f. Phenomenex) utrzymywanej
wtemp. 37 °C. Do separacji zwigzkéw stosowano faze ruchomg sktadajgcg sie
z wody (A) imetanolu (B) uzupetnionych 5mM mrowczanem amonu. Stosowana
szybkos$¢ przeptywu wynosita 500 uL min. Gradient rozpuszczalnika rozpoczynano od
20% B, i po 1 min zwiekszano do 90% B w ciggu 1 min, a nastepnie utrzymywano przez
2,5 min. Do poczatkowego skfadu rozpuszczalnika powracano w czasie 2 min. Podczas
analizy 2,4-D zrodlo jondéw spektrometru masowego dziatato w trybie ujemnym,
natomiast w przypadku MET — w trybie dodatnim. Pary MRM dla 2,4-D wynosity m/z
219.9-160.9 i 220.9-162.9, natomiast dla MET wynosity m/z 284.09-252.2 i 284.09-
176.3.

I\V.8. Dekoloryzacja barwnikéw azowych

Witasciwg hodowle ptynng prowadzong w podiozu LB z dodatkiem barwnika
azowego odwirowywano (10 000 obr./min, 10 min). Nastepnie mierzono absorbancje
supernatantu za pomocg spektrofotometru SPECORD 200 stosujgc odpowiednig dla
poszczegodlnych barwnikéw dtugosé fali: 546 nm (AB113); 598 nm (RB5); 529 nm (AMR);
493 nm (RO16); 482 nm (SY).

Poziom dekoloryzaciji (D [%]), wyznaczano wedtug nastepujgcego wzoru:

D[%] = (A‘(‘?f];""/ , gdzie:

A — absorbancja proby;

B — absorbancja supernatantu hodowli bakteryjnej bez dodatku barwnika (kontrola
biotyczna);

C — absorbancja podtoza z dodatkiem barwnika (kontrola abiotyczna);

D — absorbancja podtoza.
IV.9. Aktywnos¢ azoreduktazy (AzoR)

Aktywnos¢ AzoR byta oznaczana metodg opisang przez Zimmermanna i in.
(1982) z uzyciem jako substratu barwnika RB5. W pierwszym etapie, 1 mL hodowli
ptynnej wirowano (10 000 obr./min, 10 min) po czym ptyn pohodowlany usuwano i do
osadu dodawano kulki szklane (o srednicy 1 mm) i bufor fosforanowy o pH réwnym 7,2

(przygotowany z uzyciem KH.PO,4 oraz K:HPO4; f. Poch). Tak przygotowang probe
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poddawano dezintegracji na mtynie kulowym (stosujgc warunki wytrzgsania 25 drgan/s
przez 4 min), a nastepnie wirowano stosujac warunki uzyskane powyze;.

Do 200 pL uzyskanego supernatantu dodawano mieszanine reakcyjng, ktéra
zawierata: 400 uL buforu fosforanowego oraz 200 uL roztworu barwnika RB5 (125 pM).
Prébe inkubowano przez 4 min. Nastepnie dodawano do proby 200 uL wodnego
roztworu NADH (ang. Nicotinamide Adenine Dinucleotide Hydrogen - forma
zredukowana dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego; f. Sigma-Aldrich) o stezeniu
10 mg mL* i monitorowano proces odbarwiania przy dtugosci fali 597 nm w czasie 2 min,
stosujgc spektrofotometr FLUOstar® Omega (f. BMG Labtech). Wyznaczong zmiane
wartoéci absorbancji uzywano do obliczenia aktywnosci AzoR, wg. nastepujgcego
WZzOru:

_ (AADs Vq1'105),

Uazor = (©Vpr D) ; gdzie:

AAbs — réznica absorbancji w czasie (wyznaczona w 0 i 120 sekundzie pomiaru);
Vcal — Objetos¢ catkowita proby (mL);

€ =39850 M1 cmt;

Vpr — objetos¢ supernatantu w probie (mL);

At — czas pomiedzy pomiarami (min).

Jednostka (U) AzoR byta definiowana jako ilo§¢ enzymu potrzebna do
zredukowania 1 ymol barwnika RB5 w czasie 1 min.

Stezenie biatka w probie oznaczano zgodnie z protokotem zestawu BCA
(ang. Bicinchoninic acid — kwas bicyncholinowy) Protein Assay Kit (f. Thermo

Scientific™ Pierce). Aktywnos¢ AzoR wyrazano w U/mg biatka.
IV.10. Techniki mikroskopowe

Analizy mikroskopowe prowadzono stosujgc mikroskop swietlny (Nikon Eclipse
50i z kamerg Nikon DS-Fi3 wraz z oprogramowaniem NIS-Elements D 5.11.01).
Obserwacje prowadzono stosujgc niebarwione preparaty przyzyciowe oraz preparaty
utrwalone, wybarwione roztworem fioletu krystalicznego uzywanym do barwienia
drobnoustrojéw metodg Grama (12,5% roztwor fioletu krystalicznego w 96% etanolu

rozciehczony do stezenia 0,8% (v/v) przy uzyciu 1% (w/v) wodnego roztworu fenolu).
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IV.11. Ocena wptywu drobnoustrojow na kietkowanie nasion i wzrost

siewek ogodrka siewnego

Nasiona ogérka siewnego (Cucumis sativus L.; odmiana ogoérek sremski F1;
f. Legutko) umieszczano w 5% wodnym roztworze NaClO (f. Warchem). Po 5 min
inkubacji w temp. pokojowej nasiona wielokrotnie ptukano wodg destylowang w celu
doktadnego usuniecia NaClO. Tak przygotowane nasiona uzywano do dalszych badan.
W zaleznoéci od celu badania wstepnie przygotowane nasiona ogorka inkubowano
w wodnej zawiesinie komoérek wybranego szczepu bakterii lub w wodzie, a nastepnie

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

A) Ocenawzrostu siewek na podtozu MS

Na powierzchnie podioza MS umieszczonego w szalce Petriego nanoszono
10 sztuk nasion (w dwdch rzedach po pie¢ sztuk). Nastepnie, bakterie pobrane z 24-
godz. hodowli prowadzonej na podtozu bulionowym zestalonym agarem posiewano
liniowo tak, aby kazde nasiono byto w rownej odlegtosci od bakterii. Probe inkubowano
w ciemnosci przez 24 godz. w temp. 22-24 °C, a nastepnie w warunkach rozproszonego
Swiatta stonecznego przez 96 godz.

Oddzielone od todyg korzenie suszono do statej masy. Obliczano $rednig mase
korzeni jednej siewki, a nastepnie uzyskane wyniki poréwnywano z ukladem kontrolnym
(przyjetym za 100%), w ktorych nasiona byty inkubowane na podtozu MS w nieobecno$ci
bakterii.

B) Ocena wzrostu siewek na wilgotnej bibule

24-godz. przesiewowg hodowle bakteryjng odwirowywano (10 000 obr./min,
15 min). Supernatant usuwano, a do osadu komérek dodawano jatowg wode
destylowang w objetosci stanowigcej potowe objetosci usunietego ptynu
pohodowlanego. W tak przygotowanej zawiesinie inkubowano nasiona ogoérka przez
15 min w temp. 22-24 °C, w warunkach statycznych. Nastepnie, prébe zawierajgca
nasiona oraz zawiesine bakteryjng umieszczano na jatowej, zwilzonej jatowg wodag
destylowang, bibule, umieszczonej w szalce Petriego. Prébe inkubowano w ciemnosci
przez 24 godz. wtemp. 22-24 °C, a nastepnie w warunkach rozproszonego $wiatta
stonecznego przez 96 godz.

Oddzielone od todyg korzenie suszono do statej masy. Obliczano $rednig mase
korzeni jednej siewki a nastepnie uzyskane wyniki poréwnywano z uktadem kontrolnym
(przyjetym za 100%), w ktérych nasiona byly inkubowane na wilgotnej bibule

W nieobecnosci bakterii.

38



C) Ocena kietkowania nasion i wzrostu siewek w glebie

Wstepnie przygotowane nasiona ogérka inkubowano w zawiesinie bakterii
(przygotowanej zgodnie z opisem czesci B niniejszego rozdziatu) przez 3 godz.
w warunkach wytrzgsania (90 obr./min) w temp. 22 °C. Réwnolegle przygotowano uktad
kontrolny, w ktérym nasiona inkubowano w nieobecnosci bakterii. Nastepnie, zawiesine
bakterii usuwano, a nasiona umieszczano na suchej jatowej bibule filtracyjnej
umieszczonej w szalce Petriego. Inkubacje prowadzono w ciemno$ci przez 24 godz.
w temp. 22-24 °C.

Glebe (zawierajgcg: torf wysoki, kompost, weglan wapnia, guano, maczke
rogowa; wartos¢ pH 5,0-7,0; f. Compo Bio) umieszczano w doniczkach. Do gleby
dodawano wode destylowang Ilub wodng zawiesing zarodnikéw Fusarium
(przygotowang wg metody opisanej w punkcie 1V.6.5) w takiej objetosci, aby stanowita
ona 1% objetosci gleby. Nastepnie, do gleby wprowadzono nasiona ogérka na
gtebokos$¢ ok. 2 cm. W kazdym ukfadzie badanym znalazto sie po 60 nasion ogorka
siewnego (szes¢ powtdrzenh po 10 nasion).

Préby inkubowano w przez 120 godz. w temp. 22-24 °C, w warunkach
rozproszonego Swiatta stonecznego. Nastepnie, oddzielone od todyg korzenie suszono
do statej masy. Obliczano srednig mase korzeni jednej siewki a nastepnie uzyskane
wyniki porownywano z uktadem kontrolnym (przyjetym za 100%), w ktérych nasiona byty

inkubowane w glebie w nieobecnosci drobnoustrojow.
IV.12. Analiza statystyczna

Wszystkie ukfady badane przygotowywano w co najmniej trzech powtoérzeniach.
Uzyskane wyniki przedstawiano jako wartosci srednie i obliczano srednie odchylenie
standardowe. Korelacje oraz jednoczynnikowg analize wariancji (ANOVA)
przeprowadzono przy uzyciu Microsoft Excel® (f. Microsoft Corporation). Réznice przy
wartosci p < 0,05 uznawano za istotne statystycznie. Réznice statystyczne na rycinach

oznaczano symbolem gwiazdki (*) lub matymi literami alfabetu tacinskiego.
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V. Wyniki

V.1. Charakterystyka profilu produkciji cyklicznych lipopeptydéw szczepow

Bacillus i Pseudomonas

W pierwszej czesci badan scharakteryzowano 80 ryzosferowych szczepéw
bakteryjnych (77 szczepéw Bacillus oraz trzy szczepy Pseudomonas) pod katem profilu
produkowanych przez nie biosurfaktantow (Tabela 5). Wstepnie, aktywnosé
powierzchniowg biosurfaktantéw oceniono metodg DCT (IV.5.1). W celu izolacji cLP
stosowano metode ekstrakcji QUEChERS (IV.5.2A). Analize RL prowadzono metodg
opisang przez Bernataiin. (2019) (IV.5.2B). Uzyskane préby analizowano technikami
LC-MS/MS oraz MALDI-TOF/TOF (1V.5.3).

Sposréd 77 szczepow Bacillus wybranych do niniejszych badan (przyjetych za
100%) 40 szczepow Bacillus (51,9%) produkuje surfaktyne, ituryne i fengicyne (Rycina
5). Zdolnos¢ do produkcji tylko surfaktyny i ituryny wykazuje 20 szczepdw Bacillus
(26,0%), przy czym pie¢ z nich produkuje surfaktyne na bardzo niskim poziomie
(< 1 mg L?). Dziewie¢ szczepéw Bacillus (11,7%) produkuje tylko ituryne, z czego jeden
z nich na bardzo niskim poziomie (< 2 mg L*?). Pie¢ szczepdéw Bacillus (6,5%) produkuje
tylko surfaktyne, z czego trzy z nich na bardzo niskim poziomie (<1 mgL?).
Dwa szczepy Bacillus (2,6%) nie produkujg ani surfaktyny ani ituryny ani fengicyny.
Jeden szczep (Kol L2; 1,3%) produkuije tylko surfaktyne i fengicyne.

Wsréd izolatéw bakterii z rodzaju Pseudomonas wybrano do badan jeden szczep
produkujgcy folipeptyne (ASK 10); jeden szczep produkujgcy wiskozyne oraz kwas 3-(3-
hydroksyalkanoyloksy)alkanowy (HAA) bedacy prekursorem biosurfaktantéw z grupy RL
(ASK 68) oraz jeden szczep produkujgcy milkisyne C (Zg9.3) (Tabela 6).

Nie stwierdzono produkcji RL przez analizowane szczepy z rodzaju Pseudomonas.
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Tabela 5. Produkcja biosurfaktantéw przez ryzosferowe szczepy Bacillus:
A) wyizolowane z préb pochodzacych z Kolnicy; B) wyizolowane z prob pochodzgcych
z Kaszubskiego Parku Narodowego; C)wyizolowane 2z prob pochodzgcych
ze Sktadowiska Odpadow Niebezpiecznych w Zgierzu oraz D) wykorzystane we
wczesniej opublikowanych pracach KMPIiB UL. Kolorem zielonym oznaczono
nadprodukcje (> 15 mg L) surfaktyny lub ituryny lub produkcje [+] fengicyny.

* Wyniki DCT dla podfoza LB (kontrola negatywna) oraz wodnego 5% roztworu SDS
(kontrola pozytywna) wynosity odpowiednio 3 oraz 8 mm. Odchylenie standardowe dla

wyniku DCT uktadéw badanych to 1,5 mm

A)

DCT cLP .

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

1. Kol B1 8,0 109,2 + 14,3 258,3 + 39,0 -
2. Kol B2 8,0 94,8 £ 16,5 289,7 + 43,8 +
3. Kol B3 8,0 293+4.4 65,8 +9,9 +
4, Kol B6 8,0 56,2 £ 8,5 224,2 + 33,9 +
5. Kol B8 8,0 65,6 £ 9,9 252,8 + 38,2 +
6. Kol B9 9,0 39,5+6,0 205,1 + 31,0 +
7. Kol D2 8,0 755+11.4 176,3 + 26,6 +
8. Kol D3 9,0 71,3+10,8 172,5 %+ 26,0 +
9. Kol D4 9,0 88,7 £ 10,1 190,2 + 28,8 +
10. Kol D5 7,0 85,7+129 161,5+ 24,4 +
11. Kol D7 4,0 0,0+0,0 6,8+1,1 -
12. Kol D8 9,5 92,4+ 13,9 236,0 + 35,7 +
13. Kol D9 9,5 84,8 £ 13,8 217,7 £ 32,9 +
14. Kol D10 3,0 0,0+0,0 0,0+0,0 -
15. Kol L1 8,0 46,6 £ 7,0 133,3 £ 20,2 +
16. Kol L2 50 18,0+ 2,7 0,0+£0,0 +
17. Kol L3 8,0 49,0+ 7,4 181,1 + 27,4 +
18. Kol L4 8,5 30,0+45 156,1 + 23,6 +
19. Kol L5 50 8,5+0,0 18,6 £ 2,8 +
20. KollL6 8,5 31,4+47 175,3 + 26,5 -
21. KollL8 8,0 152 +2,3 46,9+7,0 +
22. Kol s1 8,0 59,6 £ 9,0 362,3 + 54,8 +
23. Kol S2 7,5 59,3+6,9 359,8 + 54,1 +
24. Kol S3 10,0 10,2+ 0,9 512+7,1 +
25. Kol S5 6,0 25,2+ 3,8 0,0+0,0 -
26. Kol S7 8,0 29,4+ 3,9 230,8 + 34,9 +
27. Kol S8 9,5 322+4,1 169,3 + 25,6 +
28. Kol S9 8,0 24,1 + 3,6 243,8 + 36,8 +
29. Kol S10 4,0 0,0+0,0 259+ 3,9 -
30. Kolsi1 8,5 45,7+ 6,9 517,1 + 78,2 +
31. KolSil 3,0 0,8+0,2 0,0+0,0 -
32. Kol Si3 8,0 38,3+5,7 264,7 + 40,0 +
33. Kol Si4 8,0 36,8+5,5 420,1 £ 63,5 +
34. Kol Si5 8,0 39,1+5,9 94,9 £ 14,3 +
35. Kol Si6 8,0 22,7+ 3,4 379,3+57,3 -
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B)

DCT cLP
Lp. Szczep [mm]* Surfaktyna lturyna Fengicyna
[mg L] [mg L] [+/]
1. KAS 1.1 50 0,0+0,0 345+5.2 -
2. KAS 1.2 6,0 24,7 £ 3,7 128+1,4 -
3. KAS 1.3 11,0 22,8+3/4 105,6 £ 15,7 -
4. KAS 1.4 4,0 0,0+£0,0 6,8+0,9 -
5. KAS 1.5 6,5 31447 29,9+45 -
6. KAS 1.6 6,0 0,9+0,3 10,1+15 -
7. KAS 1.7 11,0 21,6 +3.22 185,2 + 28,0 4
8. KAS 1.8 4,0 0,0+£0,0 54+0,8 -
9. KAS 1.9 50 0,0+0,0 13,8+ 2,0 -
10. KAS 1.10 50 0,0+0,0 22,7+3,4 -
11. KAS 1.11 6,5 84,0+9,9 58,9 £ 8,9 -
12. KAS 2.1 8,0 13,7+ 2,8 58,3+ 8,8 -
13. KAS 2.2 9,0 52,7+ 7,9 241,7 £ 36,5 -
14. KAS 2.3 6,0 74,1+ 11,0 415+ 6,2 -
15. KAS 2.4 10,0 35,3+5,3 267,4 + 40,3 A
16. KAS 2.5 10,0 41,1+6,2 29,1+4,4 +
17. KAS 2.6 10,0 30,6 + 4,6 24,8 + 3,7 -
18. KAS 2.7 4,0 0,0+£0,0 0,0+£0,0 -
19. KAS 2.8 6,0 42,8+ 6,4 71,0 £ 10,7 -
20. KAS 2.9 55 0,9+0,5 54+0,6 -
21. KAS 2.10 6,0 135125 45,1+ 6,8 -
22. KAS 3.1 50 0,0+0,0 1,7+0,5 -
23. KAS 3.2 6,5 11,9+ 2,0 48,1+ 7,2 -
24, KAS 3.3 8,0 50,4+ 7,6 291,7 £ 44,1 +
25. KAS 4.1 50 09+0/4 13,1+2,0 -
26. KAS 4.2 5,0 0,0+£0,0 89+1,0 -
27. KAS 4.3 5,0 0,2+0,1 2,0+0,7 -
28. KAS 4.4 8,0 444 + 6,7 109+1,1 s
29. KAS 4.5 4,0 0,3+0,1 1,9+0,9 -
30. KAS 4.6 9,0 19,1+238 485+ 7,3 +
C)
DCT cLP
Lp. Szczep [mm]* Surfaktyna Ituryna Fengicyna
[mg L] [mg L] [+/]

1. Zg 1.3 8,5 65,0 £ 6,5 130,1 £ 15,6 +
2. Zg1l4 8,0 159+ 3,3 458+ 4,9 +
3. 79 3.7 8,5 11,2+ 3,2 32,7+4,9 +
4., 79 3.8 8,5 209+29 0,0+£0,0 -
5. Z297.6 7.5 79+1,2 17,9+ 2,7 -
6. 729 8.6 9,0 12,1+1,8 36,4+5,5 +
7. 79 8.8 8,0 49+0,9 24,7 £ 3,7 +
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D)

DCT cLP
Lp. Szczep [mm]* Surfaktyna Ituryna Fengicyna
[mg L] [mg L] [+/-]
1. DSM 3257 4,0 0,7+0,4 0,0+£0,0 -
2. IM 8 4,0 0,5+0,3 0,0+£0,0 -
3. IM 13 8,0 65,5+ 9,9 142,4 + 21,5 +
4, IM 14 7,0 19,6 £2,9 72+1,.2 +
5. I'-1a 7,5 8,32+2,3 52,0+7,8 +

Tabela 6. Biosurfaktanty produkowane przez ryzosferowe szczepy Pseudomonas.
* Wyniki DCT dla podtoza LB (kontrola negatywna) oraz wodnego 5% roztworu SDS
(kontrola pozytywna) wynosity odpowiednio 3 oraz 8 mm. Odchylenie standardowe dla
wyniku uktadéw badanych DCT to 1,5 mm

DCT )
Lp. Szczep [mm]* Biosurfaktnat

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

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze spos$rdéd wybranych do
analizy 77 ryzosferowych szczepow Bacillus 62 szczepy (80,5%) zdolne sg do
wydzielania dwoéch lub trzech biosurfaktantéw o budowie cLP-Bc (Rycina 5). W puli
szczepow znalazto sie tez kilkka szczepow produkujgcych tylko jeden biosurfaktant

Bacillus lub tez nie produkujgcych cLP wcale.

Szczepy
produkujace tylko Szczepy
surfaktyne produkujace tylko
6% surfaktyne i
fengicyne
3%
Szczepy nie ’
produkujace cLP
1% '
Szczepy
produkujgce tylko
ituryne
12% Szczepy Szczepy

produkujgce
surfaktyne, ituryne i
fengicyne
52%

Rycina 5. Procentowy podziat szczepow Bacillus (bedgcych modelami badawczymi

produkujgce tylko
surfaktyne i ituryne
26%

w niniejszej pracy) ze wzgledu na profil produkcji cLP-Bc. Catkowita liczba
analizowanych szczepdw, przyjeta za 100%, wynosita 77. Opracowano na podstawie
wynikéw przedstawionych w Tabeli 5. Brano pod uwage produkcje cLP wyzszg niz
0 mg L™

43



V.2. Charakterystyka szczepéw Bacillus i Pseudomonas pod katem

aktywnosci przeciwgrzybowej wobec wybranych szczepéw Fusarium

Po przeprowadzeniu charakterystyki szczepdw bakteryjnych pod kgtem produkcji
biosurfaktantéw, dokonano oceny aktywnosci przeciwgrzybowej wybranych szczepow
bakteryjnych wobec dwoch szczepow grzybowych — F. sambucinum IM 6525 oraz
F. culmorum DSM 1094. W tym celu wykorzystano hodowle typu dual culture na podtozu
zestalonym agarem (umieszczonym w jednokomorowych lub dwukomorowych szalkach
Petriego; 1V.6.1) oraz w podtozu ptynnym (1V.3.4; IV.6.2).

V.2.1. Hodowle na podtozu statym
A. Aktywnosé¢ przeciwgrzybowa bakterii wobec F. sambucinum IM 6525

Oceniono aktywnosé przeciwgrzybowg 75 bakteryjnych szczepéw ryzosferowych
(w tym 72 nalezgcych do rodzaju Bacillus i trzech do rodzaju Pseudomonas), ktére
wczesniej nie byly modelami badawczymi w pracach KMPiB UL (Tabela 5A,B,C; Tabela
6). Wtym celu wykorzystano hodowle na podiozu PDA umieszczonym
w jednokomorowych szalkach Petriego (IV.6.1). W badaniach zastosowano szczep
F. sambucinum IM 6525, wybrany na podstawie wynikéw wstepnych wskazujgcych na
jego wysokg opornos¢ na dziatanie bakterii Bacillus.

Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, Zze analizowane szczepy
bakteryjne charakteryzujg sie zré6znicowang aktywnos$cig przeciwgrzybowg (Rycina 6).
Niektére szczepy znaczgaco hamowaty wzrost grzybni IM 6525, podczas gdy inne miaty
jedynie niewielki wptyw na rozw¢j strzepek. Najwyzszg zdolnos¢ do ograniczania
wzrostu powyzszej grzybni (o ok. 40%) stwierdzono dla szczepdéw Bacillus sp. Kol B2,
Bacillus sp. Kol B9, Bacillus sp. Kol D3 oraz Bacillus sp. Kol D8, natomiast najnizszg
(0%) dla szczepdw Bacillus sp. Zg 3.8, Bacillus sp. Zg 7.6 oraz Pseudomonas sp.
Zg 9.3. Stwierdzono stabg ujemng korelacje (-0,40) oraz umiarkowang ujemng korelacje
(-0,52) pomiedzy wysokg produkcjg odpowiednio surfaktyny i ituryny przez szczepy
Bacillus, a intensywnos$cig wzrostu grzybni.

W przypadku 22 ukfadow badanych zawierajgcych bakterie Bacillus
zaobserwowano intensywny, dendrytyczny wzrost populacji bakteryjnej w kierunku
macierzystej kolonii bakteryjnej. Proces ten skutecznie uniemozliwit dalszg kolonizacje
powierzchni podtoza przez strzepki (Rycina 7). Analiza mikroskopowa grzybni
brzegowej pozwolita zaobserwowac przyleganie bakterii do powierzchni strzepek.
Stwierdzono rowniez, ze powyzsze 22 szczepy bakteryjne, charakteryzujg sie
statystycznie wyzszg aktywnoscig przeciwgrzybowg (p < 0,05) niz te, u ktérych nie

obserwowano kolonizacji strzepek grzybni IM 6525. Porownujgc uzyskane wyniki
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z danymi dotyczacymi produkgji surfaktyny i ituryny (Tabela 5) przez badane szczepy
zauwazono, ze bakterie, dla ktérych odnotowano zdolnos¢ do kolonizacji strzepek
grzybni IM 6525 czesciej produkujg ituryne w ilosci wiekszej niz 200 mg L™ oraz czesciej
wykazujg zdolno$¢ do produkcji fengicyny niz bakterie, dla ktérych nie odnotowano

obecnosci tego zjawiska.
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Rycina 6. Intensywnos¢ wzrostu grzybni F. sambucinum IM 6525 hodowanej na podiozu statym w obecnosci bakterii z rodzaju Bacillus lub

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

w nieobecnosci bakterii, przyjetg za 100%. Kolorem szarym oznaczono szczepy bakterii zdolne do kolonizacji strzepek.
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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 podtozu statym PDA przez 120 godz. inkubacji.
A) ocena makroskopowa; oraz B) obraz mikroskopowy preparatu barwionego fioletem

krystalicznym zawierajgcego grzybnie brzegowa.

B. Aktywnos¢ przeciwgrzybowa bakterii wobec F. culmorum DSM 1094

Oceniono aktywnos$¢ przeciwgrzybowg 22 szczepow Bacillus (ktére
w poprzednim etapie wykazaty zdolnos¢ do kolonizacji strzepek grzybni) wobec szczepu
F. culmorum DSM 1094. W tym celu ponownie wykorzystano hodowle typu dual culture
na podtozu statym umieszczonym w jednokomorowych szalkach Petriego (IV.6.1).

Nie stwierdzono kolonizacji strzepek F.cumorum DSM 1094 przez badane
bakterie (Rycina 8). Najwyzszg aktywno$¢ przeciwgrzybowg (55,9% zahamowania
wzrostu grzybni) wyznaczono dla szczepu Bacillus sp. Kol B2, ktéry réwniez
w poprzednim etapie badan wykazywat wysokg skutecznosé przeciwgrzybowsg. Z kolei
najnizszg aktywnos$c¢ (16,4% zahamowania wzrostu grzybni) wykazat szczep Bacillus sp.
Kol S9, charakteryzujacy sie najwiekszg réznicg w skutecznosci wobec obu badanych
grzybni Fusarium. Nie zaobserwowano istotnych roéznic we wrazliwosci grzybni
F. sambucinum IM 6525 i F. culmorum DSM 1094 wobec badanych 22 szczepow

Bacillus.
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Rycina 8. Intensywnos¢ wzrostu grzybni F.culmorum DSM 1094 hodowanej
na podtozu stalym w obecnoéci bakterii z rodzaju Bacillus (hodowle typu dual culture)
przez 72 godz. Za 100% przyjeto intensywno$¢ wzrostu grzybni kontrolnej hodowanej

w nieobecnosci bakterii.

Na podstawie zréznicowanych profili produkcji cLP oraz aktywnosci
przeciwgrzybowej wobec F.sambucinum IM 6525 oraz F.culmorum DSM 1094
zawezono pule badanych szczepdw bakteryjnych przeznaczong do dalszych badah.
Grupa ta objeta:
e 14 szczepdw Bacillus produkujgcych surfaktyne, ituryne i fengicyne (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);

e piec szczepdw Bacillus produkujgcych surfaktyne i ituryne (Kol B1, Kol L6,
Kol Si6, KAS 2.2, Zg 7.6);

e jeden szczep Bacillus produkujgcy ituryne oraz bardzo niewielkie ilosci
surfaktyny (< 1 mg L%, szczep KAS 4.1);

e dwa szczepy produkujgce tylko ituryne (Kol S10 oraz KAS 1.10);

e jeden szczep Bacillus produkujgcy tylko surfaktyne (Kol S5);

e jeden szczep Bacillus produkujgcy surfaktyne i fengicyne (Kol L2);
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e oraz trzy szczepy z rodzaju Pseudomonas — ASK 10, ASK 68 oraz Zg 9.3,
produkujgce kolejno folipeptyne, wiskozyne oraz milkisyne C.
Wsréd wybranych szczepow, dziewie¢ (Kol B1, Kol B2, Kol B9, Kol D3, Kol D8,
Kol S8, Kol Si4, Kol Si6, KAS 2.4) wykazato zdolnos¢ do kolonizowania powierzchni
strzepek F. sambucinum IM 6525.
Dodatkowo do dalszych badah wybrano pie¢ szczepdw Bacillus stosowanych
w wczesdniejszych pracach KMPIiB UL:
e B. subtilis DSM 3257 — produkujacy tylko surfaktyne na niskim poziomie
(< 1 mgL?) (Plazaiin. 2015; Bernat i in. 2016);
e Bacillus sp. IM 8 (wczesniej opisywany jako KP8) — produkujgcy tylko
surfaktyne na niskim poziomie (< 1 mg L*) (Ptaza i in. 2015);
e Bacillus sp. I-1a, B. subtilis IM 13 oraz B. subtilis IM 14 produkujgce
wszystkie trzy cLP-Bc (Plazaiin. 2015; Bernatiin. 2016;

Paraszkiewicz i in. 2017; Paraszkiewicz i in. 2018).
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C. Aktywnos¢ przeciwgrzybowa bakteryjnych VOCs wobec szczepéw
F. culmorum DSM 1094 oraz F. sambucinum IM 6525

W poprzednich etapach pracy gtownymi czynnikami hamujgcymi rozwéj grzybni
byly metabolity bakteryjne wydzielane do podioza, jednak istnieje mozliwosc,
ze w aktywnos¢ przeciwgrzybowg byty réwniez zaangazowane bakteryjne VOCs. Aby to
zbada¢, zastosowano dwukomorowe szalki Petriego, co uniemozliwito migracje
metabolitéw takich jak cLP w podfozu wzrostowym, pozwalajgc jednoczednie ocenié
wpltyw VOCs na wzrost grzybni F. culmorum DSM 1094 oraz F. sambucinum IM 6525.
W badaniach wykorzystano szczepy bakteryjne wytypowane na koncu poprzedniej
sekcji tego podrozdziatu (V.2.1B). Oceniano aktywnosc¢ przeciwgrzybowg bakteryjnych
VOCs na podstawie intensywnosci wzrostu (IV.6.1) i morfologii grzybni powierzchniowe;j
| powietrznej.

Najsilniejsze zahamowanie wzrostu powierzchniowego grzybni F. culmorum
DSM 1094 wyznaczono w obecnosci bakterii trzech szczepow — Kol B3, Kol S10 oraz
KAS 2.2, z intensywnoscig wzrostu grzybni wynoszacg kolejno 75,3; 74,9 oraz 71,0%
(Tabela 7). Dla siedmiu szczepow nie stwierdzono produkcji zwigzkéw hamujgcych
wzrost grzybni powierzchniowej (intensywnos¢ wzrostu grzybni = 95%). W pozostatych
uktadach wzrost powierzchniowy grzybni miescit sie w przedziale od 79,8 do 93,6%
powierzchni w odniesieniu do kontroli (grzybni inkubowanej w nieobecnosci bakterii).
W przypadku grzybni F. sambucinum IM 6525 nie stwierdzono ograniczenia wzrostu
powierzchniowego przez zaden z badanych szczepow bakteryjnych.

Obserwowano wptyw bakteryjnych VOCs na grzybnie powietrzng F. culmorum
DSM 1094 (Rycina 9). Na podstawie zmian w intensywnosci wzrostu grzybni
powietrznej stwierdzono, ze wszystkie badane bakterie wykazujg zdolnos¢ do produkcji
VOCs wptywajgcych na morfologie grzybni powietrznej powyzszego szczepu (Tabela
7). Podobnie jak w przypadku grzybni powierzchniowej, nie stwierdzono wptywu
bakteryjnych VOCs na grzybnie powietrzng IM 6525.

Stwierdzono, ze cho¢ wszystkie badane bakterie ryzosferowe wykazujg zdolnos¢
do produkcji VOCs, w przewazajgcej wiekszosci aktywnos¢ powyzszych metabolitéw nie

jest wystarczajgca do zahamowania wzrostu grzybni powierzchniowej.
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Tabela 7. Wptyw VOCs produkowanych przez szczepy bakteryjne na grzybnie powierzchniowg

i powietrzng szczepdéw F. culmorum DSM 1094 i F. sambucinum IM 6525 po 120 godz. inkubaciji.

Intensywnos$¢ wzrostu grzybni

Intensywnos$¢ wzrostu grzybni

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

1. KolB1 93,0+5,2 +++ 100,0 -
2. Kol B2 89,6+4,3 ++ 100,0 -
3.  KolB3 749+29 +++ 100,0 -
4. KolB9 98,6 £ 3,5 ++ 100,0 -
5. Kol D3 876128 +++ 100,0 -
6. Kol D4 96,0 £ 3,8 ++++ 100,0 -
7. Kol D8 79,8+28 ++ 100,0 -
8. KolL2 85,7+24 ++ 100,0 -
9. KolL6 88,8 +3,9 ++ 100,0 -
10. KollL8 979120 +++ 100,0 -
11. Kol S1 85,7+3,4 ++ 100,0 -
12. Kol S2 90,8+5,5 + 100,0 -
13. Kol S5 88,8 +4,3 + 100,0 -
14. Kol S8 80,8+4,9 + 100,0 -
15. Kol S10 753+3,8 + 100,0 -
16. Kol Si4 82,3+29 ++ 100,0 -
17. Kol Si6 86,9+ 3,4 +++ 100,0 -
18. KAS1.10 93,6 £6,2 +++ 100,0 -
19. KAS 2.2 71,0+4,6 ++ 100,0 -
20. KAS 24 97,4129 +++ 100,0 -
21. KAS25 98,4+1,8 ++ 100,0 -
22. KAS4.1 824+24 + 100,0 -
23. Zg13 89,4 +33 + 100,0 -
24. 7Zg7.6 91,1+ 2,1 + 100,0 -
25. Zg9.3 88,8144 + 100,0 -
26. ASK 10 87,157 + 100,0 -
27. ASK 68 92,9+ 3,8 + 100,0 -
28. DSM 3257 99,0+1,9 +++ 100,0 -
29. [I-la 83,0+£3,3 +++ 100,0 -
30. IM8 91,7142 ++ 100,0 -
31. IM13 92,3+6,5 ++ 100,0 -
32. IM14 95457 ++ 100,0 -

* Wynik uzyskany dla grzybni inkubowanej w nieobecnosci bakterii stanowit kontrole przyjeta za

100%; ** Przyktadowe wyniki dla kazdego oznaczenia przedstawiono na Rycinie 9.
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Rycina 9. Przyktadowy wzrost grzybni F. culmorum DSM 1094 na podtozu zestalonym
agarem umieszczonym w dwukomorowych szalkach Petriego po 120 godz. inkubacji
w: A) nieobecnos$ci bakterii; oraz w obecnosci bakterii szczepéw Bacillus B) Kol S10;
C) Kol B9; D) Kol L8 oraz E) Kol D4. Wzrost grzybni powietrznej w probach B-E stanowi
przyktad dla przyjetych w Tabeli 7 oznaczen (+), (++), (+++), (++++).
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V.2.2. Hodowle w podtozu ptynnym

Oceniono aktywno$¢ przeciwgrzybowg bakterii z uzyciem hodowli w podtozu
ptynnym. Ocenie poddano 32 szczepy bakteryjne wybrane do badan pod koniec
podrozdziatu V.2.1B i badane w podrozdziale V.2.1C oraz dwa szczepy grzybowe —
F. culmorum DSM 1094 oraz F.sambucinum IM 6525. Hodowle prowadzono zgodnie
z metodg opisang w podrozdziale IV.3.4, a aktywnos¢ przeciwgrzybowg wyznaczano
zgodnie z metodg opisang w podrozdziale IV.6.2.

Stwierdzono, ze szczep Kol Si6 wykazuje najwyzszg aktywno$¢ przeciwgrzybowa
wobec obu badanych szczepdw Fusarium, powodujgc spadek intensywnosci wzrostu
grzybni DSM 1094 do 18,2%, a grzybni IM 6525 do 19,4% (Rycina 10). Natomiast szczep
Zg 7.6 wykazuje najnizszg aktywnosé przeciwgrzybowg wobec obu szczepdw grzybni —
obnizajgc intensywnos¢ wzrostu grzybni DSM 1094 oraz IM 6525 do kolejno 68,5 oraz
75,5%.

Stwierdzono réowniez, ze:

e wysoka aktywnos¢ przeciwgrzybowa (powodujgca spadek intensywnosci
wzrostu grzybni do <35%) wobec obu szczepédw Fusarium
charakterystyczna jest dla dziewieciu z 32 badanych szczepow
bakteryjnych (Kol B1, Kol B3, Kol B9, Kol D3, Kol L2, KolL6, Kol S8,
Kol Si4, Kol Si6);

e Srednia aktywno$¢ przeciwgrzybowa (powodujgca spadek intensywnosci
wzrostu grzybni do od 35 do 65%) wobec obu szczepdw Fusarium
wyznaczana jest dla jedenastu szczepdéw bakteryjnych (ASK 10, I'-1a,
IM 13, IM 14, Kol B2, Kol S1, Kol S2, KAS 2.2, KAS 2.5, KAS 1.10, Zg 1.3);

e niska aktywnos$¢ przeciwgrzybowa (powodujgca spadek intensywnosci
wzrostu grzybni do =65%) wyznaczana jest dla trzech szczepéw
bakteryjnych (Kol S5, Kol D8, Zg 7.6).

Pozostate dziewie¢ badanych szczepdw (KolL8, KAS 2.4, DSM 3257, IM 8,
ASK 68, Kol D4, Kol D10, KAS 4.1, Zg 9.3) wykazywato zréznicowany wptyw na wzrost
grzybni Fusarium, zalezny od uzytego w badaniu szczepu grzybowego.

Ustalono, ze bakterie zdolne do kolonizacji strzepek F.sambucinum IM 6525
(V.2.1A) czesciej wykazywaty wysokg aktywnos¢ przeciwgrzybowg w hodowlach ptynnych
wobec obu badanych szczepdéw Fusarium, w poréwnaniu do tych, dla ktérych nie
stwierdzono takiej zdolno$ci (p < 0,05). Ponadto, wyznaczono umiarkowang negatywnag
korelacje (-0,46) pomiedzy poziomem produkgji ituryny a intensywnoscig wzrostu grzybni
F. culmorum DSM 1094. Taka zalezno$¢ nie wystepowata natomiast w przypadku drugiego

szczepu grzybni ani w przypadku poziomu produkcji surfaktyny.
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Rycina 10. Intensywno$¢ wzrostu grzybni F. culmorum DSM 1094 oraz F. sambucinum
IM 6525 hodowanej w podiozu ptynnym LB w obecnosci bakterii z rodzaju Bacillus
i Pseudomonas przez 72 godz. Kontrole (przyjeta za 100%) stanowit wynik uzyskany dla
grzybni inkubowanej w nieobecnosci bakterii. Kolorami na rycinie oznaczono przyjete
przedziaty aktywnosci przeciwgrzybowej: wysoka — kolor zielony, intensywnos¢ wzrostu
grzybni < 35%; srednig — kolor zotty, ograniczenie wzrostu grzybni do od 35 do 65%;

oraz niskg — kolor czerwony, ograniczenie wzrostu grzybni = 65%.
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V.3. Ocena wplywu szczepdédw bakteryjnych na wzrost korzeni siewek

ogorka siewnego

W kolejnym etapie badan oceniono wptyw 32 bakteryjnych szczepdw
ryzosferowych (wybranych w koncowej czesci podrozdziatu V.2.1B) na wzrost korzeni
siewek ogorka siewnego. Badania prowadzono w warunkach jatowych z uzyciem
podfoza MS oraz wilgotnej bibuly stosujgc metody opisane w podrozdziale IV.11.
Uktadami kontrolnymi (ktérych wyniki przyjeto za 100%) byly nasiona inkubowane
w nieobecnosci bakterii.

W oparciu o wyniki przedstawione na Rycinie 11 stwierdzono, ze korzenie
siewek ogodrka siewnego inkubowane w obecnosci bakterii na podtozu MS wykazujg
wyzszg intensywnos$¢ wzrostu w poréwnaniu do tych inkubowanych na wilgotnej bibule.

Analizujgc wplyw szczepdéw bakteryjnych na wzrost korzeni ogérka stwierdzano
wzrost (= 110%), spadek (< 90%) lub brak wptywu (91-109%) na intensywnos¢ wzrostu
korzeni. Stwierdzono, ze niezaleznie od zastosowanej metody:

1. bakterie 10, sposrdod 29, analizowanych szczepow Bacillus ograniczaja

wzrost korzeni siewek ogorka;

2. wszystkie trzy uzyte w badaniu szczepy Pseudomonas powodujg

ograniczenie wzrostu korzeni siewek ogorka;

3. szczep Bacillus sp. Kol B9 jako jedyny sposréd analizowanych szczepéw

stymuluje wzrost korzeni siewek ogorka;

4. szes¢ szczepdw bakteryjnych (Kol B2, Kol B3, Kol B9, Kol D3, Kol D8 oraz

Kol S10), nie ma negatywnego wptywu na rozwoj korzeni siewek ogoérka.

Uzyskane wyniki wskazaly, ze zastosowane w badaniu szczepy bakteryjne
wykazujg zroznicowany, ale zazwyczaj negatywny, wptyw na intensywno$¢ wzrostu
korzeni siewek ogorka siewnego (Rycina 12). Jedynie szczep Bacillus sp. Kol B9
stymulowat wzrost korzeni ogérka siewnego niezaleznie od zastosowanej w badaniu

metody.
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Rycina 11. Intensywnos$¢ wzrostu korzeni siewek ogérka siewnego inkubowanych
w obecnosci bakterii na podtozu MS lub na wilgotnej bibule umieszczonej w szalkach
Petriego. Kontrole (przyjeta za 100% i oznaczong czerwong linig) stanowity wyniki

uzyskane dla siewek rosngcych bez dodatku bakterii.
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A) B)

6,3% 3,1%

53,1% 40,6%

Legenda:
m — ograniczenie rozwoju korzeni;
— brak wptywu na rozwéj korzeni;

= — stymulacja wzrostu korzeni

Rycina 12. Procentowy podziat szczepow bakteryjnych ze wzgledu na wptyw wywierany
na wzrost korzeni ogérka siewnego oceniany przy uzyciu A) podioza MS; B) wilgotnej
bibuty.

Na koniec tego etapu pracy ponownie zawezono pule badanych szczepow
bakteryjnych (Tabela 8). Do planowane] identyfikacji genetycznej wybrano szczepy
réznigce sie pod wzgledem profilu wytwarzanych biosurfaktantéw, mechanizméw
aktywnosci przeciwgrzybowej wobec szczepdéw z rodzaju Fusarium oraz wplywu na
wzrost korzeni siewek ogorka siewnego. Wsrod wybranych szczepow znalazty sie m.in.
Bacillus sp. Kol B3, Bacillus sp. Kol S10 oraz Bacillus sp. KAS 2.2, ktére jako jedyne
wykazywaty zdolno$¢ do produkcji VOCs hamujgcych wzrost grzybni powierzchniowe;j
w okoto 25-30% (podrozdziat V.2.1C; Tabela 7). Do puli wigczono réwniez sze$¢
szczepdw, ktore nie miaty negatywnego wptywu na wzrost siewek ogoérka (Kol B2;
Kol B3, Kol B9, Kol D3, Kol D8 oraz Kol S10) (Rycina 11). W skiad wybranych
szczepow weszly takze wszystkie trzy szczepy Pseudomonas. W procesie selekcji do
identyfikacji genetycznej pominieto szczepy Bacillus, ktdre nie wykazaty zdolnosci do

produkcji biosurfaktantow oraz te, ktére zostaty wczesniej zidentyfikowane.
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Tabela 8. Podsumowanie wynikéw dotyczacych analizy produkcji biosurfaktantow, aktywnosci

przeciwgrzybowej oraz wptywu na rozwoj korzeni ogérka przez wybrane do kolejnych etapow

badan szczepy bakteryjne.

Produkcja cLP AP @ Wplyw na
[+/-] wobec szczepu Kolonizacja rozwoj
VOCs i
Lp. Szczep strzepek korzeni
DSM @
Surf.  ltur. Feng. IM 6525 ogorka
1094 6525 ,
siewnego @
1. Kol B1 + + - wysoka  wysoka + +/— -
2. Kol B2 + + + Srednia  $rednia + +/- 0
3. Kol B3 + + + wysoka  wysoka - ++ ++
4. Kol B9 + + + wysoka  wysoka + +/- +++
5. Kol D3 + + + wysoka  wysoka + + 0
6. Kol D4 + + + Srednia niska - +/- -
7. Kol D8 + + + niska niska + + 0
8. Kol L2 + - + wysoka  $rednia - + -
9. Kol L6 + + - wysoka  wysoka - +/- -
10. Kol L8 + + + wysoka  $rednia - +/— -
11. Kol S1 + + + srednia  Srednia - + -
12. Kol S2 + + + srednia  $rednia - +/- -
13. Kol S8 + + + wysoka  wysoka + +/- —
14. Kol S10 - + - Srednia niska - ++ 0
15. Kol Si4 + + + wysoka  wysoka + +/- -
16. Kol Si6 + + - wysoka  wysoka + +/— - -
KAS
17. - + - Srednia  $rednia - +/- -
1.10
KAS
18. + + - srednia  Srednia - ++ -
2.2
KAS
19. + + + srednia  wysoka + +/- -
2.4
20. Zg7.6 + + - niska niska - + -—
21. Zg93 milkisyna C niska Srednia - + -
22. ASK 10 folipeptyna Srednia  $rednia - + - =
23. ASK 68 wiskozyna Srednia  $rednia - +/— -—

(@) AP — aktywno$¢ przeciwgrzybowa (niska — intensywno$é wzrostu grzybni wyzsza niz 65%; srednia — mieszczaca

sie w przedziale 35-65%; oraz wysoka — intensywnos$¢ wzrostu grzybni nizsza niz 35%, w odniesieniu do kontroli);

@ (+/-) produkcja VOCs majacych wptyw tylko na grzybnie powietrzng DSM 1094; (+) stabe (< 20%) ograniczenie

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

mieszczace sie w przedziale 20-30%;

©) (+++) pozytywny w przypadku obu uzytych w pracy metod; (++) pozytywny w przypadku jednej metody;

(-) negatywny w przypadku jednej metody; (— —) negatywny w przypadku obu metod; (0) — brak wptywu.
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V.4. Identyfikacja wybranych szczepoéw bakteryjnych

Dla 20 wybranych szczepow Bacillus oraz trzech szczepéw Pseudomonas
przeprowadzono wstepng identyfikacje genetyczng. ldentyfikacje szczepéw ASK 10
I ASK 68 wykonano w Instytucie Ekologii Terendw Uprzemystowionych w Katowicach
pod kierunkiem prof. dr hab. Grazyna Ptazy. Identyfikacje pozostatych szczepow
przeprowadzono podczas stazu naukowego w Zaktadzie Mikrobiologii i Ryzosfery 10
w Skierniewicach pod opiekg prof. dr hab. Lidii Sas-Paszt oraz dr Anny Lisek postugujgc
sie metodg opisang w podrozdziale 1V.2.

Uzyskane w wyniku analizy sekwencje nukleotydéw umieszczono w Tabeli 10.

Na podstawie analizy wynikow stwierdzono, ze 19 z badanych szczepéw Bacillus
nalezy do kompleksu gatunkow B. subtilis, a dziewie¢ z nich nalezy do operacyjnej grupy
B. amyloliquefaciens, bedacej czescig kompleksu gatunkéw B. subtilis (Tabela 9).
Analizujgc dane dotyczgce procentowego podobienstwa genetycznego badanych
szczepow, stwierdzono, ze najprawdopodobniej osiem z nich nalezy do gatunku
B. subtilis, pie¢ do B. amyloliquefaciens oraz pie¢ do B. velezensis. Szczep Kol B3
z rownym prawdopodobienstwem moze naleze¢ do gatunkéw B. amyloliquefaciens,
B. velezensis lub B. methylotrophicus. Szczep Kol Si4 najprawdopodobniej nalezy do
gatunku B. subtilis lub B. halotolerans, natomiast szczep Zg 7.6 do gatunku B. pumilus.

Stwierdzono takze, ze szczep Zg 9.3 nalezy do rodzaju Pseudomonas, jednak
na podstawie uzyskanych wynikéw nie mozliwe byto ustalenie przynaleznosci 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 szczepdw ryzosferowych.

Startery

wykorzystane do Liczba
L Nazwa ug skazia nukleotydéw Wyznaczone podobienstwo
P- szczepu sezwencji w uzyskanej @ genetyczne *

nukleotydow sekwencji

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

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

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

B. methylotrophicus

3. Kol B3 tufGPF/tufGPR 720
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.
22.

23.

Kol B9

Kol D3

Kol D4

Kol D8

Kol L2

Kol L6

Kol L8

Kol S1
Kol S2

Kol S8

Kol S10

Kol Si4

Kol Si6

KAS 1.10

KAS 2.2

KAS 2.4

2976
299.3

ASK 10
ASK 68

27F/1492R

27F/1492R

27F/1492R

27F/1492R

purH70F/purH1013R

27F/1492R

27F/1492R

27F/1492R
gyrA47F/gyrA1066R

27F/1492R

27F/1492R

27F/1492R

gyrA47F/gyrA1066R

purH70F/purH1013R

purH70F/purH1013R

gyrA47F/gyrA1066R

purH70F/purH1013R
gyrBO1F/gyrBO2R
27F/1492R
27F/1492R

527

560

512

634

847

744

572

794

789

685

572

525

784

797

839

917

782
876
1455
1520

Grupa B. subtilis,
najprawdopodobniej B. subtilis
Grupa B. amyloliquefaciens,
najprawdopodobniej

B. amyloliquefaciens

Grupa B. subtilis,
najprawdopodobniej B. subtilis

Grupa B. amyloliquefaciens,
najprawdopodobniej B. velezensis

Grupa B. subtilis,
najprawdopodobniej B. subtilis
Grupa B. amyloliquefaciens,
najprawdopodobniej

B. amyloliquefaciens

Grupa B. amyloliquefaciens,
najprawdopodobniej

B. amyloliquefaciens

Grupa B. subtilis,
najprawdopodobniej B. subtilis
Grupa B. subtilis,
najprawdopodobniej B. subtilis
Grupa B. subtilis,
najprawdopodobniej B. subtilis
Grupa B. amyloliquefaciens,
najprawdopodobniej

B. amyloliquefaciens

Grupa B. subtilis,

najprawdopodobniej B. subtilis lub
B. halotolerans

Grupa B. subtilis,
najprawdopodobniej B. subtilis

Grupa B. amyloliquefaciens,
najprawdopodobniej B. velezensis

Grupa B. amyloliquefaciens,
najprawdopodobniej B. velezensis

Grupa B. amyloliquefaciens,
najprawdopodobniej B. velezensis

Bacillus sp., najprawdopodobnigj
B. pumilus

Pseudomonas sp.
P. koreensis

P. fluorescens

* Uzyskane sekwencje nukleotydéw poréwnywano z danymi NCBI za pomocg narzedzia BLAST.
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Tabela 10. Uzyskane sekwencje analizowanych izolatow 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

29 7.6

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

Zg 9.3
GGTGTTGGTGTTTCGGTAGTGAACGCGCTGTCCGAAGAACTGGTACTGACCGTTCGCCGC
AGCGGCAAGATCTGGGAACAGACCTACGTCCACGGCGTGCCTCAGGCACCGATGGCCATC
GTTGGCGACAGCGAAACCACCGGCACCCAGATTCACTTCAAGCCATCGGCTGACACCTTCA
AGAATATTCACTTCAGCTGGGACATCCTGGCCAAGCGTATTCGTGAGCTGTCCTTCCTCAAC
TCCGGTGTCGGCATCGTCCTCAAGGATGAGCGCAGCGGCAAGGAAGAGCTGTTCAAGTAC
GAAGGCGGCCTGCGTGCGTTCGTTGAATACCTGAACACCAACAAGACTGCGGTCAATCAG
GTGTTCCACTTCAACATTCAGCGTGAAGACGGCATCGGCGTGGAAATCGCCCTGCAGTGGA
ATGACAGCTTCAACGAGAACCTGTTGTGCTTCACCAACAACATTCCACAGCGCGACGGCGG
CACTCACCTGGTGGGCTTCCGTTCGGCACTGACGCGTAACCTGAACACCTACATCGAAGCC
GAAGGCCTGGCGAAGAAGCACAAAGTCGCCACCACCGGTGACGATGCCCGTGAAGGCCT
GACCGCGATCATTTCGGTGAAAGTGCCGGATCCGAAGTTCAGCTCGCAGACCAAAGACAA
GCTGGTCTCTTCCGAAGTGAAGACCGCGGTCGAACAGGAAATGGGCAAGTACTTCTCCGA
CTTCCTCCTGGAAAACCCGAACGAAGCCAAGCTGGTCGTCGGCAAGATGATCGACGCTGC
CCGTGCCCGTGAAGCCGCGCGTAAAGCCCGTGAGATGACCCGCCGCAAAGGCGCGCTGG
ACATCGCCGGTCTGCCAGGCAAGCTCGCTGAC
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V.5. Ocena produkcji cLP-Bc w ptynnych hodowlach bakteryjno-
grzybowych

Dla wybranych w poprzednich etapach badan 20 szczepow Bacillus (Tabela 8,
Tabela 9) wykonano analize produkcji surfaktyny i ituryny w obecnosci grzybni
F. culmorum DSM 1094 oraz F. sambucinum IM 6525. Hodowle prowadzono wedtug
metody opisanej w podrozdziale IV.3.4. W celu izolacji i analizy cLP-Bc z ptynow
pohodowlanych stosowano metode ekstrakcji QUEChERS (1V.5.2) oraz technike LC—
MS/MS (IV.5.3).

Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze w wiekszosci hodowli
obecnos¢ grzybni powoduje znaczacy (>50%) spadek poziomu izolowanych
biosurfaktantéw (Rycina 13). W obrebie ocenianych 20 szczepdw, tylko w hodowlach
szczepu Bacillus sp. Kol D3 oraz Bacillus sp. Kol D4 wyznaczono wzrost poziomu
przynamniej jednego biosurfaktanta pod wptywem obecnosci przynajmniej jednego
ocenianego szczepu z rodzaju Fusarium.

Stwierdzono, ze w zadnej hodowli Bacillus zawierajagcej strzepki F. culmorum
DSM 1094 obecnos¢ grzybni nie zwieksza poziomu izolowanej surfaktyny. Jedynie
w hodowli szczepu Kol D4 poziom surfaktyny byt poréwnywalny do poziomu
wyznaczonego dla kontroli (monokultury bakteryjnej). W hodowlach mieszanych
szczepow Kol D3 i Kol D4, prowadzonych w obecnosci grzybni szczepu F. culmorum
DSM 1094, zaobserwowano wyzszg zawartos¢ ituryny w poréwnaniu do kontroli bez
dodatku grzybni. W przypadku hodowli mieszanych z drugg badang grzybnig —
F. sambucinum IM 6525 — zwigkszong zawarto$¢ surfaktyny i ituryny odnotowano tylko

w hodowlach szczepu Bacillus sp. Kol D4.
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Rycina 13. Poziom A) surfaktyny i B) ituryny wyznaczony w 72-godz. hodowlach
mieszanych bakteryjno-grzybowych zawierajgcych grzybnie F.culmorum DSM 1094
(dane oznaczone kolorem niebieskim — m) lub zawierajgcych grzybnie F. sambucinum
IM 6525 (dane oznaczone kolorem pomaranczowym — m). Czerwong linig oznaczono
poziom produkcji biosurfaktanta w hodowlach kontrolnych (prowadzonych
w nieobecnosci grzybni) przyjety za 100%. Symbolem gwiazdki (*) oznaczono wyniki
analizy produkcji cLP-Bc znaczaco (p <0,05) wyzsze od poziomu wyznaczonego
w uktadach kontrolnych.
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Wykonano analize korelacji pomiedzy poziomem surfaktyny i ituryny
wyznaczanym w hodowli mieszanej bakteryjno-grzybowej a intensywnoscig wzrostu
badanych grzybni Fusarium. Stwierdzono stabg dodatnig korelacje (0,36) pomiedzy
poziomem surfaktyny wyznaczanym w hodowlach mieszanych zawierajgcych grzybnie
F. sambucinum IM 6525 a wzrostem grzybni (Rycina 14B). Podobng, nieznacznie
wyzszg zaleznos¢ (0,41), stwierdzono analizujgc poziom ituryny w tych samych
hodowlach (Rycina 14D).
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Rycina 14. Korelacja pomiedzy poziomem surfaktyny (A,B) lub ituryny (C,D)
w hodowlach mieszanych bakteryjno-grzybowych a intensywnoscig wzrostu grzybni
F. culmorum DSM 1094 (A,C) lub F. sambucinum IM 6525 (B,D).
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V.6. Ocena wzrostu, produkcji biosurfaktantow i aktywnosci
przeciwgrzybowej bakterii Bacillus i Pseudomonas w obecnosci

zanieczyszczen antropogenicznych

Wsrdd zanieczyszczeh antropogenicznych wykorzystanych do badan opisanych
w tej czesci pracy znalazly sie barwniki azowe, syntetyczne pestycydy oraz MP (l11.3).

Do badan z uzyciem barwnikéw wybrano szczepy wyizolowane z ryzosfery pobranej
ze srodowisk o potencjalnie wysokim zanieczyszczeniu antropogenicznym (Sktadowisko
Odpadow Niebezpiecznych w Zgierzu oraz Aleja Klondw Srebrzystych). Z kolei do badan
z uzyciem MP i syntetycznych pestycydéw wybrano bakterie wyizolowane ze srodowisk
wiejskich ilesnych, charakteryzujgce sie wysokg aktywnoscig przeciwgrzybowg

i zréznicowanym profilem produkgcji cLP.
V.6.1. Barwniki azowe

A) Ocena poziomu dekoloryzacji barwnikéw azowych przez bakterie Bacillus
i Pseudomonas oraz wptywu barwnikéw na wzrost bakterii i aktywnos$é

powierzchniowg ptynéw pohodowlanych

Badaniu z uzyciem barwnikéw azowych poddano siedem szczepdéw Bacillus
(Z9 1.3, Zg 1.4, Zg 3.3, Zg 3.8, Zg 7.6, Zg 8.6, Zg 8.8) oraz trzy szczepy Pseudomonas
(Zg 9.3, ASK 10i ASK 68). W pierwszym etapie oceniano wptyw pieciu barwnikéw azowych
(AB113, RB5, AMR, RO16 oraz SY) na wzrost bakterii (na podstawie wartosci OD; 1V.4.1)
oraz na aktywnos¢ powierzchniowg wydzielanych biosurfaktantéw (na podstawie wynikéw
testu DCT; IV.5.1). Wyznaczono takze poziom dekoloryzacji powyzszych barwnikow
w hodowlach bakteryjnych (IV.8). Hodowle prowadzono zgodnie z metodg opisang
w podrozdziale IV.3.1.

Nie stwierdzono znaczgcego zahamowania wzrostu bakterii w obecnosci badanych
barwnikow azowych uzytych w stezeniu 50 mg L (Tabela 11). Wykazano, ze barwnik
AB113 byt najsilniej dekoloryzowany przez wszystkie oceniane szczepy bakteryjne. Z kolei
w hodowlach z dodatkiem barwnika SY wyznaczono najnizszy poziom dekoloryzaciji.
Ustalono, ze wszystkie badane szczepy byly zdolne do bioakumulacji / biosorpcji barwnika
AB113, co objawialo sie zabarwieniem biomasy bakteryjnej. Zjawiska tego nie
zaobserwowano w przypadku pozostatych barwnikow. Ponadto, w hodowlach z barwnikiem
AB113 aktywnosc¢ powierzchniowa ptynow pohodowlanych byta nizsza niz w probach
kontrolnych (bez dodatku barwnika).

W hodowlach z dodatkiem barwnikéw AMR i RO16 odnotowano wzrost aktywnosci
powierzchniowej ptynéw pohodowlanych w poréwnaniu do kontroli biotycznej, z wyjgtkiem

czterech z dziesieciu badanych szczepow: Bacillus sp. Zg 3.7, Bacillus sp. Zg 7.6,
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P. koreensis ASK 10 oraz P. fluorescens ASK 68. Zaobserwowano rowniez korelacje (0,59)
pomiedzy wzrostem dekoloryzacji barwnika a spadkiem aktywnosci powierzchniowe;j
ptynéw pohodowlanych (Rycina 15).

Najwyzszg zdolnos¢ dekoloryzacji wykazaty szczepy P. koreensis ASK 10
i P. fluorescens ASK 68, dlatego zostaty one wybrane do dalszych badan. Niemniej jednak
w powyzszych hodowlach obecnos¢ kazdego barwnika azowego powodowata spadek
aktywnoséci powierzchniowej plynéw pohodowlanych, co wskazuje na ograniczenie

produkcji lub aktywnosci wydzielanych surfaktantéw.

Tabela 11. Intensywnos¢ wzrostu bakterii w obecnosci barwnikow azowych, poziom
dekoloryzacji dodawanego do hodowli barwnika oraz aktywno$¢ powierzchniowa
biosurfaktantéw oceniana testem DCT w 72-godz. hodowlach prowadzonych w warunkach
wytrzgsania (120 obr./min). Wyjsciowe stezenie barwnika w hodowli wynosito 50 mg L™.
Procent dekoloryzacji obliczono na podstawie absorbancji ptynéw pohodowlanych

w odniesieniu do wynikéw uzyskanych dla kontroli abiotycznej (przyjetych za 100%).

Intensywnos¢é DCT * [mm] w hodowli
Barwnik . Dekoloryzacja
Szczep wzrostu bakterii bez z
azowy [%6]
[%6] barwnika  barwnikiem
AB113 92,9+9,2 44,1+6,9 5,0
RB5 101,1+8,0 16,1+5,2 8,5
Bacillus sp. Zg 1.3 AMR 112,9+£8,9 13,4+4,6 8,0 9,0
RO16 100,2+9,2 9,1+59 9,0
SY 112,7 £+ 8,6 0,0+0,0 7,0
AB113 109,1 + 10,9 493+54 5,0
RB5 113,5+ 10,2 15,6 £ 3,9 8,0
Bacillus sp. Zg 1.4 AMR 106,7 £9,2 18,6 +4,8 8,5 11,0
RO16 101,1+9,1 16,6 +5,9 9,5
Sy 93,4+11,3 0,0£0,0 7,0
AB113 96,5+ 11,4 48,2+6,8 5,0
RB5 98,2+9,3 15,8 +£3,9 8,0
Bacillus sp. Zg 3.7 AMR 109,0 £ 10,7 17,7+4,5 8,0 8,0
RO16 103,7 £ 11,5 16,7 £4,9 8,0
SY 93,3+9,6 0,0+0,0 10,0
AB113 104,3+9,3 30,2+5,2 5,0
RB5 106, £ 10,2 149+4.2 9,0
Bacillus sp. Zg 3.8 AMR 95,0+ 11,7 8,5+4,2 8,0 9,5
RO16 98,1 +11,2 11,7+£3,9 9,5
SY 99,1 £ 10,1 0,0+0,0 8,0
AB113 110,4+9,9 51,6+7,9 6,0
Bacillus sp. 7g 7.6 RB5 92,3+9,3 21,6+6,3 75 8,0
AMR 114,0+ 11,3 19,5+5,2 5,0
RO16 102,8 + 10,8 95+29 8,0
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SY 98,9114 0,0+0,0 8,0

AB113 101,4+9,2 425+43 55
RB5 101,4+£9,8 17229 8,5
Bacillus sp. Zg 8.6 AMR 97,9+10,2 22,7 +3,8 8,0 10,0
RO16 102,9+74 13,7+ 3,7 10,0
SY 113,1+£10,3 9,8+2/1 11,0
AB113 114,1+£104 32,9+57 5,0
RB5 112,2+11,3 16,1+ 2,1 8,0
Bacillus sp. Zg 8.8 AMR 103,3+9,8 22,3+1,9 8,0 9,5
RO16 105,4£9,0 14,323 9,5
SY 105,2+ 10,2 0,0+£0,0 9,0
AB113 1174 +9,7 50,0+7,1 6,0
RB5 111,5+£10,3 243+59 8,0
Pseudomonas sp.
7493 AMR 116,7 £ 9,5 23,9147 7,5 10,0
9 RO16 99,2,+77 16,0 + 3,1 9,0
SY 95,0+11,4 0,0+0,0 9,0
AB113 90,3 +16,3 68,7 £9,9 5,0
RB5 141,5+12,8 68,3 £ 10,1 5,0
P. koreensis
AMR 113,8 £ 10,9 572+79 7,0 5,0
ASK 10
RO16 90,5+10,2 42,3+59 5,0
SY 107,7 £ 13,2 31,8129 5,0
AB113 123,1+£19,2 66,1 +£8,0 8,0
RB5 138,0 £ 21,2 57,2+6,2 8,0
P. fluorescens
AMR 108,4 + 13,2 619+7,0 8,0 7,0
ASK 68
RO16 115,9+10,9 31,1+£29 7,0
SY 102,4 +9,8 15,4 +1,3 8,0

* Wynik DCT dla kontroli abiotycznej wynosit to 3 mm. Dla wszystkich préb badanych odchylenie standardowe

wynosito 1,5 mm.
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Rycina 15. Korelacja pomiedzy intensywnoscig dekoloryzacji barwnika azowego w hodowli
bakteryjnej a aktywnoscig powierzchniowg ptynu pohodowlanego wyznaczong
w procentach (gdzie za 100% przyjeto wynik uzyskany dla ptynéw pohodowlanych

pochodzacych z hodowli bakteryjnych prowadzonych w nieobecnosci barwnikéw).
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B) Ocena wptywu stezenia barwnika azowego na poziom dekoloryzacji przez

szczepy P. koreensis ASK 10 oraz P. fluorescens ASK 68

Nastepnie oceniono wptyw poczagtkowego stezenia barwnika w hodowli (25, 50
lub 100 mg LY) na efektywno$¢ dekoloryzacji przez szczepy P. koreensis ASK 10
i P. fluorescens ASK 68. Wykazano, ze wzrost wyjsciowego stezenia barwnika AB113
w hodowli szczepu ASK 10 powodowat obnizenie poziomu dekoloryzacji (Rycina 16A).
Natomiast w przypadku barwnikéw RB5, RO16 i SY, zastosowane stezenia poczatkowe
nie miaty istothego wplywu na skutecznos¢ dekoloryzacji. Najwyzszg efektywnosc
(okoto 60%) dla barwnika AMR uzyskano przy stezeniu 50 mg L.
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Rycina 16. Wptyw wyjsciowego stezenia barwnika azowego na poziom dekoloryzaciji
wyznaczony w 72-godz. hodowlach szczepéw A) P. koreensis ASK 10 oraz
B) P. fluorescens ASK 68. Kontrole abiotyczng (przyjeta za 100%) stanowit wynik
uzyskany dla roztworu barwnika azowego w podtozu LB. Roéznice statystyczne
oznaczano matymi literami alfabetu tacinskiego. Wartosci oznaczone tg samg literg nie

réznig sie od siebie istotnie (p < 0,05).
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Poréwnanie wynikow dla szczepow ASK 10 i ASK 68 wykazalo podobng
zaleznos¢ pomiedzy poziomem dekoloryzacji a poczagtkowym stezeniem barwnika
w przypadku barwnikow AB113, RO16 i SY (Rycina 16B). W odrdznieniu od szczepu
ASK 10, w przypadku szczepu ASK 68 odnotowano stopniowy spadek dekoloryzacji
barwnika RB5 przy wzrastajgcym stezeniu oraz znaczne obnizenie dekoloryzacii

barwnika AMR przy stezeniu 100 mg L.

C) Ocena wplywu warunkéw wytrzasania na efektywnosé dekoloryzacji
barwnikow azowych przez Dbakterie P.koreensis ASK 10 oraz
P. fluorescens ASK 68

Przeprowadzono analize wptywu warunkéw wytrzgsania hodowli na efektywno$é
dekoloryzacji trzech barwnikéw azowych: AB113, RB5 oraz AMR, stosowanych
w stezeniach poczgtkowych 25 i 50 mg L. Stwierdzono, Zze oba szczepy, P. koreensis
ASK 10 i P. fluorescens ASK 68, hodowane w warunkach statycznych (0 obr./min),
efektywnie dekoloryzujg barwnik AB113 (na poziomie 93,3 + 7,6%) (Rycina 17).
W przypadku hodowli bakteryjnych zawierajgcych AB113 w stezeniu 50 mg L™,
wytrzgsanie hodowli (120 obr./min) nieznacznie obnizytlo poziom dekoloryzacji tego
barwnika.

W przypadku barwnika RB5 dodawanego do hodowli szczepu ASK 10
w stezeniu 25 mg L™, warunki wytrzgsane znaczaco zmniejszaty poziom dekoloryzaciji,
podczas gdy dla wyzszego stezenia RB5 oraz w hodowlach szczepu ASK 68 z tym
barwnikiem nie odnotowano podobnych efektéw.

Warunki wytrzgsania miaty takze istotny, ale odmienny wptyw na dekoloryzacje
barwnika AMR. Szczep ASK 10 wykazywat wyzszg efektywnos$¢ dekoloryzacji AMR
w warunkach statycznych, niezaleznie od poczatkowego stezenia barwnika. Natomiast
szczep ASK 68 silniej dekoloryzowat AMR w warunkach wytrzgsanych (120 obr./min),
gdzie dostepnos$c¢ tlenu byta wieksza.

Stwierdzono, ze efektywnos¢ dekoloryzacji barwnikéw azowych zalezy zaréwno
od zdolnosci metabolicznych szczepdw, jak i od dostepnosci tlenu. Otrzymane wyniki
sugerujg, ze zastosowane w badaniu szczepy Pseudomonas prawdopodobnie majg

odmienne mechanizmy dekoloryzacji, zalezne od dostepnosci tlenu.
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Rycina 17. Wplyw warunkow hodowli i stezenia 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 wyjsciowe stezenie barwnika
w hodowli wynoszgce odpowiednio 25 oraz 50 mg L. Kolorami oznaczono barwniki:
niebieskim — AB113; szarym — RB5; rozowym — AMR. Kontrole (przyjeta za 100%)
stanowit wynik uzyskany dla roztworu barwnika azowego w podtozu LB. Rdéznice
statystyczne oznaczano matymi literami alfabetu facinskiego. Wartosci oznaczone tg
samag literg nie réznig sie od siebie istotnie (p < 0,05).
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D) Aktywnos¢ AzoR produkowanej przez bakterie P. koreensis ASK 10 oraz

P. fluorescens ASK 68 w obecnosci barwnikéw azowych

W kolejnym etapie zbadano aktywnos$¢ enzymatyczng wewngtrzkomorkowej
AzoR, produkowanej przez bakterie szczepow P. koreensis ASK 10 i P. fluorescens
ASK 68 w obecnosci barwnikdéw azowych. Hodowle przygotowano zgodnie z metodg
opisang w podrozdziale IV.3.1, a analize aktywnosci AzoR przeprowadzono wedtug
procedury opisanej w podrozdziale IV.9. Wykorzystana do analizy biomasa bakteryjna
pochodzita z hodowli prowadzonych zaréwno w warunkach statycznych,
jak i wytrzgsanych. W tej czesci badan ponownie wykorzystano trzy barwniki azowe
(AB113, RB5, AMR) w stezeniach poczatkowych 25 lub 50 mg L.

Stwierdzono, ze oba badane szczepy Pseudomonas sg zdolne do produkciji
AzoR (Rycina 18), jednak wptyw dodatku barwnikéw oraz warunkéw wytrzgsania na
aktywno$¢ tego enzymu jest zroznicowany. W hodowlach kontrolnych (bez barwnikéw)
szczepu ASK 10 nie zaobserwowano wptywu wytrzgsania na aktywnos¢ AzoR,
natomiast dla szczepu ASK 68 wytrzgsanie znaczaco zwigkszato aktywnos$¢ ocenianego
enzymu w porownaniu do warunkow statycznych.

Porownano aktywnos¢ AzoR w hodowlach statycznych i wytrzgsanych
zawierajgcych poszczegélne barwniki azowe. W przypadku hodowli szczepu
P. koreensis ASK 10 stwierdzono wzrost aktywnosci AzoR w hodowlach statycznych
w poréwnaniu do hodowli wytrzgsanych zawierajgcych barwnik AB113 lub barwnik RB5
(uzyte w stezeniu 25 mg L) oraz w hodowli wytrzgsanej w poréwnaniu do statycznej
zawierajgcej barwnik AMR (uzyty w stezeniu 50 mg L*). W przypadku hodowli szczepu
P. fluorescens ASK 68 stwierdzono wzrost aktywnosci AzoR w hodowlach wytrzgsanych
w poréwnaniu do statycznych zawierajgcych barwnik RB5 (w obu zastosowanych
w badaniu stezeniach). W pozostatych uktadach badanych aktywno$¢ AzoR w hodowli
statycznej i wytrzgsanej byta porownywalna.

Uzyskane wyniki dotyczgce aktywnosci AzoR poréwnano réwniez z poziomem
dekoloryzacji barwnikéw w poszczegdlnych uktadach badanych. Zaleznos¢ pomiedzy
wyzszym poziomem dekoloryzacji barwnika a wyzszym poziomem aktywnosci AzoR
stwierdzono jedynie w przypadku hodowli szczepu ASK 10 prowadzonej w obecnosci
barwnika RB5 w stezeniu 25 mg L.

Uzyskane wyniki sugerujg, ze szczepy P. koreensis ASK 10 i P. fluorescens
ASK 68 roznig sie miedzy sobg mechanizmami dekoloryzacji barwnikéw azowych,
co moze wynikac z ich odmiennych zdolnosci enzymatycznych i odpowiedzi na warunki

hodowli.
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Rycina 18. Aktywnos¢ enzymu AzoR produkowanego przez bakterie A) P. koreensis

ASK 10 i B) P. fluorescens ASK 68 w 72-godz. hodowlach ptynnych prowadzonych

w obecnosci barwnikdw azowych (uzytych w dwéch stezeniach wyjsciowych: 25 oraz

50 mg L'*) w warunkach statycznych lub wstrzgsanych (0 lub 120 obr./min). Kolorami

oznaczono barwniki: niebieskim — AB113, szarym — RBS5, r6zowym — AMR. Dane

wyrazono w jednostce U (definiowanej jako ilos¢ enzymu potrzebng do redukcji 1 pmol

barwnika RB5 przez 1 min) w przeliczeniu na mg biatka. Réznice statystyczne

oznaczano matymi literami alfabetu tacinskiego. Wartosci oznaczone tg samg literg nie

réznig sie od siebie istotnie (p < 0,05).
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E) Ocena wplywu barwnikéw azowych na aktywnos¢ przeciwgrzybowa bakterii
P. koreensis ASK 10 oraz P. fluorescens ASK 68 wobec F.sambucinum
IM 6525

Oceniono  aktywno$¢ przeciwgrzybowg szczepéw P. koreensis ASK 10
i P. fluorescens ASK 68 wobec grzybni F. sambucinum IM 6525 w obecnosci barwnikéw
azowych. W tym celu przygotowano 72-godz. wytrzgsane hodowle bakteryjno-grzybowe
(IV.3.4) z dodatkiem barwnika azowego (w stezeniu wyj$ciowym 50 mg L) oraz hodowle
kontrolne (bez dodatku barwnika i/lub bez dodatku bakterii) (IV.3.3). Aktywnosc
przeciwgrzybowag oceniono na podstawie suchej biomasy grzybni (IV.6.2).

Stwierdzono, ze zastosowane w badaniu barwniki azowe nie majg istotnego wptywu
na wzrost grzybni F.sambucinum IM 6525 (Rycina 19). Szczepy ASK 10 i ASK 68
ograniczaty rozwéj grzybni odpowiednio do 42% i 63%. Obecnos¢ barwnikow nie wplywata
istotnie na aktywno$¢ przeciwgrzybowg szczepu ASK 10, ale w przypadku hodowli
mieszanej zawierajgcej bakterie szczepu ASK 68 dodatek barwnikéw RB5 i AMR
dodatkowo ograniczat wzrost grzybni do okoto 35% w poréwnaniu do hodowli bez barwnika
(63%).
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Rycina 19. Wplyw barwnikéw azowych (stezenie barwnika w hodowli 50 mg L) na
aktywno$¢ przeciwgrzybowg szczepdw A) P. koreensis ASK 10 i B) P. fluorescens ASK 68
wobec F. sambucinum IM 6525. Kontrole (przyjetg za 100%) stanowita intensywnos¢
wzrostu grzybni w nieobecnosci bakterii i barwnikéw. Rdznice statystyczne oznaczano
matymi literami alfabetu tacinskiego. Wartosci oznaczone tg sama literg nie réznig sie od

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

W kolejnym etapie badan przeanalizowano wptyw MP na wzrost wybranych
szczepow Bacillus i Pseudomonas oraz na poziom surfaktyny i ituryny produkowanych
przez szczepy Bacillus. W badaniu uzyto 23 szczepy bakteryjne (20 szczepéw Bacillus
i trzy szczepy Pseudomonas). Hodowle prowadzono zgodnie z opisem podanym
w podrozdziale 1V.3.1, intensywnos¢ wzrostu bakterii oceniano na podstawie wartosci
OD (IV.4.1), natomiast ekstrakcje i analize chromatograficzng biosurfaktantéw
wykonywano wedtug metod opisanych w podrozdziatach IV.5.2 oraz IV.5.3.

Stwierdzono, ze dodatek MP do hodowli istotnie wplywa na intensywnosc¢
wzrostu 13 spodrdd 23 badanych szczepow bakterii (Rycina 20). Jedynie dla szczepéw
Kol L2 i KAS 2.2 odnotowano statystycznie istotne zahamowanie wzrostu w obecnosci
MP. Natomiast w przypadku pozostatych 11 szczepdw, najwiekszy wzrost OD
odnotowano dla szczepéw I'-1a i KAS 1.10, ktoére osiggnety odpowiednio 285,5%
i 246,6% w poréwnaniu do kontroli (100%). Wyniki te sugerujg, ze MP moze znaczgco

wptywaé na intensywnosc¢ wzrostu bakterii w hodowlach ptynnych.

350
300
250
200
150 —

100

* - *
) I‘II I
0
NI X ,\Q‘@,\Q(L{Lb“o\{bq‘p,@%‘b
LN

;\’b \‘b b‘ Q;\ ) Q) S v v W
VS \‘\1.0 49 © O ~l~°\~l~°~l~°~l~°4_%{-® S ’\'q\’\'q\?{‘ e

Intensywnos$¢ wzrostu bakterii [%]

Nazwa szczepu

Rycina 20. Intensywnos¢ wzrostu bakterii w obecnosci MP po 72 godz. hodowli w
podtozu LB. Czerwong linig oznaczono poziom 100% przyjety dla hodowli kontrolnych
(hodowli bakteryjnych bez dodatku MP). Symbolem gwiazdki (*) oznaczono wyniki rézne
statystycznie od danych kontrolnych (p < 0,05). Wyniki statystycznie wyzsze lub nizsze

od kontroli oznaczono odpowiednio na zielono lub czerwono.
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Nastepnie oceniono wptyw dodatku MP do hodowli na produkcje surfaktyny

i ituryny przez bakterie Bacillus. Wiekszos¢ szczepdw wykorzystana w badaniu byta
zdolna do jednoczesnej produkcji obu powyzszych zwigzkéw. Wyjatek stanowity trzy
szczepy niewytwarzajgce surfaktyny (Kol S10, KAS 1.10, KAS 4.1) oraz dwa
nieprodukujgce ituryny (Kol L2, Kol S5) (Tabela 5). W zadnym z uktadéw badanych nie
stwierdzono znaczgcego wptywu MP na produkcje surfaktyny (Rycina 21A). Natomiast
w przypadku ituryny, takie réznice wyznaczono w prébach czterech szczepow (Rycina
21B). Dodatek MP pozytywnie wptyngt na produkcje ituryny przez bakterie I'-1a i KAS
2.2, natomiast zmniejszyt poziom wydzielania tego zwigzku przez bakterie szczepdéw
Kol B9 i Kol L6.
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Rycina 21. Produkcja A) surfaktyny i B) ituryny przez bakterie ryzosferowe z rodzaju
Bacillus w obecnosci MP po 72 godz. hodowli. Symbolem gwiazdki (*) oznaczono wynik
roznigcy sie istotnie od kontroli (hodowli bakteryjnej bez dodatku MP) przy p < 0,05.
Jasniejszym odcieniem oznaczono wyniki uzyskane dla hodowli kontrolnych, natomiast

ciemniejszym — wyniki uzyskane dla hodowli zawierajgcych MP.
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V.6.3. Herbicydy

W pierwszym etapie tej czesci pracy stosowano dziewie¢ szczepow z rodzaju
Bacillus. Oceniono wptyw herbicydéw 2,4-D oraz MET na intensywnos¢ wzrostu bakterii
(na podstawie gestosci optycznej hodowli, 1V.4.1), produkcje surfaktyny i ituryny (IV.5.2;
IV.5.3) oraz zdolno$¢ bakterii do degradacji uzytych w badaniu herbicydéw (IV.7).
Po uzyskaniu wynikéw wstepnych badang grupe bakterii ograniczono do czterech
szczepow Bacillus. W drugiej czesci badan oceniono wptyw herbicydéw na aktywnosc¢
przeciwgrzybowg badanych szczepéw bakteryjnych wobec F. culmorum DSM 1094 lub
F. sambucinum IM 6525 (1V.6.2) oraz na produkcje surfaktyny i ituryny w hodowlach
mieszanych bakteryjno-grzybowych (1V.5.2 oraz 1V.5.3).

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono zréznicowany wptyw herbicydow
na wzrost bakterii z rodzaju Bacillus (Rycina 22). Obecnos¢ 2,4-D znaczgco zwigkszata
intensywnos$¢ wzrostu siedmiu szczepdw bakteryjnych (oznaczonych symbolami I'-1a,
IM 13, Kol B2, Kol B3, Kol B9, Kol L6 oraz Zg 1.3), przy czym najwiekszy wzrost
(wynoszacy odpowiednio 259, 218 oraz 190% w poréwnaniu do hodowli kontrolnych
przyjetych dla 100%) wyznaczono dla szczepu IM 13, I'-1a i Kol B3. Z kolei obecnosé
MET znaczgco zwiekszyta intensywnos¢ wzrostu szesciu szczepéw bakterii (I'-1a,
IM 13, Kol B3, Kol B9, Kol L6, Zg 1.3). Najwiekszy wzrost stwierdzono w hodowlach
szczepow IM 13, Kol L6 oraz I'-1a (wynoszacy odpowiednio 230, 178 oraz 164%).
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Rycina 22. Intensywnos¢ wzrostu bakterii Bacillus w obecnosci 2,4-D lub MET (uzytych
w stezeniu 50 mg L?). Kontrole (wynik uzyskany dla hodowli bakteryjnej bez dodatku
herbicydéw; przyjety za 100%) oznaczono poziomg linig. Symbolem gwiazdki (*)
oznaczono proby rézne statystycznie od kontroli (p < 0,05).
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Analiza przeprowadzona technikg LC-MS/MS wykazata zréznicowany wptyw
herbicydoéw na produkcje cLP-Bc przez bakterie (Rycina 23). Najwieksze ograniczenie
produkcji surfaktyny, zaréwno w obecnosci 2,4-D jak i MET (odpowiednio do 28 i 9%),
wyznaczono w hodowlach szczepu I-la. Stwierdzono, ze oba stosowane w pracy
herbicydy znaczgco (o ok 25%) zwiekszajg produkcje surfaktyny w hodowli szczepu
B. subtilis IM 13. W hodowlach pozostatych szczepdéw intensywnosé produkciji
surfaktyny w obecnosci 2,4-D oraz MET miescita sie odpowiednio w przedziatach 70-
108 oraz 73-97%.
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Rycina 23. Intensywno$¢ produkcji A) surfaktyny i B) ituryny przez bakterie Bacillus
w obecnosci 2,4-D lub MET (uzytych w stezeniu 50 mg L1). Kontrole (wynik uzyskany
dla hodowli bakteryjnej bez dodatku herbicyddw; przyjety za 100%) oznaczona poziomag
linig. Symbolem gwiazdki (*) oznaczono wynik réznigcy sie istotnie statystycznie od
kontroli (p < 0,05).
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Produkcja ituryny zostata najsilniej ograniczona w hodowli szczepu I'-1a oraz
Kol B3 zaréwno w obecnosci 2,4-D jak i MET. Z kolei najwiekszy wzrost produkgji ituryny
wyznaczono w hodowlach szczepéw KAS 2.2 i Zg 1.3 w obecnosci 2,4-D oraz IM 13
i KolB2 w obecnosci MET. Uzyskane wyniki wskazujg, ze herbicydy obecne
w srodowisku wzrostu bakterii mogg modulowaé produkcje biosurfaktantéw, a tym
samym wplywaé na aktywnos¢ przeciwgrzybowa bakterii.

Wyniki badan nad zdolnoscig bakterii Bacillus do degradacji herbicydéw 2,4-D
I MET zamieszczono w Tabela 12. Stwierdzono, ze badane szczepy roznig sie
zdolnoscig do degradacji herbicydow. Szczep Kol L6 degradowat oba herbicydy na
najwyzszym poziomie (kolejno 46,8 oraz 52,6% dla 2,4-D i MET), natomiast szczep
Kol B2 na najnizszym (0,0 oraz 2,1%).

Tabela 12. Degradacja herbicydéw 2,4-D oraz MET (uzytych w stezeniu 50 mg L)
przez szczepy Bacillus po 72 godz. prowadzenia hodowli w podfozu ptynnym LB.
Stezenie wyjsciowe herbicydéw wynosito 50 mg L. Kontrole (przyjeta za 100%)

stanowity wyniki uzyskane dla roztworéw herbicydéw w podtozu LB.

Lp. Szc_zep Poziom degradacji [%]
Bacillus 2,4-D MET
1. I-la 54+11 40,952
2. IM 13 27,3+2,9 27,4+ 3,3
3. Kol B1 30,0+ 3,3 26,6 +5,8
4. Kol B2 0,0+0,0 21+04
S. Kol B3 0,0+0,0 38,5+4,9
6. Kol B9 37,541 36,9+44
7. Kol L6 46,8 +5,0 52,6 £ 6,0
8. KAS22 40,6 £ 3,9 14,1+£1,9
9. Zg91.3 43,8+4,5 8,1+1,3
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Do dalszych etapéw badan (majgcych na celu ocene wplywu herbicydéw na
aktywnos¢ przeciwgrzybowg bakterii Bacillus oraz na produkcje surfaktyny i ituryny)
wybrano cztery szczepy Bacillus: Kol B2, Kol B3, Kol B9 oraz Kol L6. Szczepy wybrano
tak, aby w tej grupie znalazly sie bakterie réznigce sie zdolnoscig do degradacji
badanych herbicydéw, wykazywang aktywnoscig przeciwgrzybowg iwykazywanym
wptywem na wzrost korzeni ogérka siewnego (Tabela 8, Tabela 12).

Najpierw oceniono wptyw 2,4-D oraz MET na intensywnos¢ wzrostu grzybni
szczepow F.culmorum DSM 1049 i F.sambucinum IM 6525 hodowanych
w monokulturach. Stwierdzono, ze dodatek herbicydéw do hodowli powyzszych grzybéw
nie wptywa na intensywnos¢ wzrostu grzybni DSM 1094, ale stymuluje wzrost grzybni
IM 6525 (Rycina 24).

Nastepnie oceniono wptyw herbicyddw na aktywnos$¢ przeciwgrzybowg czterech
szczepow z rodzaju Bacillus. Stwierdzono, ze herbicydy 2,4-D i MET nie zwiekszajg
aktywnoéci przeciwgrzybowej bakterii wobec badanych szczepéw Fusarium. Wrecz
przeciwnie, w Kkilku przypadkach obecnos¢ herbicydédw ograniczata aktywno$é
przeciwgrzybowa szczepow Bacillus.

Stwierdzono, ze obecnos$¢ 2,4-D w hodowlach mieszanych zawierajgcych
grzybnie IM 6525 oraz bakterie Kol B2 lub Kol B3 niweluje aktywnos¢ przeciwgrzybowag
bakterii. Natomiast obecnos¢ MET w hodowlach mieszanych bakteryjno-grzybowych
wplywa negatywnie na aktywnos$c¢ przeciwgrzybowg powyzszych szczepow bakteryjnych
wobec obu badanych szczepéw grzybowych.

Stwierdzono, ze bakterie szczepéw Kol B9 oraz Kol L6 utrzymujg silng
aktywno$¢ przeciwgrzybowg niezaleznie 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
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Rycina 24. Intensywnos¢ wzrostu grzybni F. culmorum DSM 1094 (oznaczona kolorem
biatym) oraz F. sambucinum IM 6525 (oznaczona kolorem czarnym) w obecnosci bakterii
Kol B2 (A,B), Kol B3 (C,D), Kol B9 (E,F) lub Kol L6 (G,H) w potagczeniu z 2,4-D (A,C,E,G)
lub MET (B,D,F,H) (uzytymi w stezeniu 50 mg L?). Kontrole przyjetg za 100% stanowity

wyniki otrzymane dla monokultury grzybni hodowanej w nieobecnosci bakterii i herbicyddéw.
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Nastepnie zbadano wptyw 2,4-D i MET na produkcje surfaktyny i ituryny przez
badane szczepy Bacillus.

Stwierdzono, ze w monokulturze szczepu Bacillus sp. Kol B2 dodatek 2,4-D nie
wplywa na produkcje surfaktyny, natomiast zmniejsza produkcje ituryny o okoto 20%
(Rycina 25A,C). Ustalono, ze obecno$¢ MET w hodowli ogranicza o ok. 20% zaréwno
produkcije surfaktyny, jak i ituryny (Rycina 25B,D).

Oceniono wptyw herbicydow na produkcje surfaktyny i ituryny w hodowlach
mieszanych (bakteryjno-grzybowych), zawierajgcych bakterie Kol B2 oraz grzybnie
DSM 1094 lub IM 6525. Obecnosé¢ 2,4-D w obu hodowlach mieszanych znaczgco
zwiekszata poziom surfaktyny w poréwnaniu zaréwno do monokultur bakteryjnych jak
i hodowli mieszanych niezawierajacych 2,4-D (Rycina 25A). Jednoczesnie, nie
stwierdzono istotnego wptywu 2,4-D na produkcje ituryny w hodowlach mieszanych
(Rycina 25C).

W przypadku MET wyznaczono wyrazny wzrost produkcji surfaktyny w hodowli
mieszanej zawierajgcej bakterie Kol B2 oraz grzybnie DSM 1094 w poréwnaniu do
zaréwno monokultury bakteryjnej jak i hodowli mieszanej do ktérych nie dodano MET
(Rycina 25B). Natomiast w hodowli mieszanej z grzybnig IM 6525 taki efekt nie wystgpit.
Dodatkowo, stwierdzono, ze MET nie wptywa na produkcje ituryny w hodowlach

mieszanych (Rycina 25D).
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Rycina 25. Intensywno$¢ produkcji surfaktyny (A,B) i ituryny (C,D) przez bakterie
Bacillus sp. Kol B2 w obecnosci grzybni F. culmorum DSM 1094 (jadniejszy odcien) lub
F. sambucinum IM 6525 (ciemniejszy odcien) oraz herbicydow 2,4-D (A,C) lub MET
(B,D) (uzytych w stezeniu 50 mg L?). Kontrole przyjeta za 100% stanowity wyniki
uzyskane dla monokultury bakterii bez dodatku herbicydéw. Rdéznice statystyczne
oznaczano matymi literami alfabetu tacinskiego. Wartosci oznaczone tg samg literg

w ramach wykresu nie réznig sie od siebie istotnie (p < 0,05).
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Oceniono wplyw herbicydéw 2,4-D i MET na produkcje surfaktyny i ituryny
w monokulturach szczepu Bacillus sp. Kol B3. Stwierdzono, ze 2,4-D nie wptywa na
produkcije surfaktyny przez bakterie tego szczepu, natomiast niemal catkowicie hamuje
wydzielanie ituryny (Rycina 26A,C). Z kolei MET zmniejsza produkcje surfaktyny
0 26,7% i, podobnie jak 2,4-D, niemal catkowicie ogranicza wydzielanie ituryny
w monokulturze (Rycina 26B,D).

Stwierdzono, ze obecnos¢ 2,4-D w hodowli mieszanej zawierajgcej grzybnie
szczepu DSM 1094 powoduje znaczny wzrost poziomu surfaktyny (Rycina 26A).
Nie wyznaczono pozytywnego wptywu 2,4-D na produkcje surfaktyny w hodowli
mieszanej zawierajgcej grzybnie IM 6525. Nie stwierdzono takze wzrostu poziomu
izolowanej ituryny z hodowli mieszanych bakteryjno-grzybowych prowadzonych
w obecnosci 2,4-D (Rycina 26A,C).

Ustalono, ze obecnos¢ MET w hodowlach mieszanych bakteryjno-grzybowych
nie wptywa znaczgco na produkcje surfaktyny, a podobnie jak w monokulturze
Bacillus sp. Kol B3 z dodatkiem MET, niemal catkowicie hamuje produkcje ituryny
(Rycina 26B,D).

87



A) B)

160 c 160
— 140 I — 140
g )
> 120 a g . a > 120 a g
€100 I €100 I
g I ©
2 80 5 b A 2 80
©
& 60 I S 60
X Y4
3 40 3 40
e <)
a 20 o 20
0 0
Kontrola + 2,4-D + + Kontrola + MET +
grzybnia grzybnia grzybnia grzybnla
i2,4-D i MET
C) D)
120 120
aa
—. 100 —100 1L
S, S
2 80 2 80
P 2
2 2
:i 60 ‘E 60
() o
S 40 S 40
°© ©
) o
% 20 o 20
b b b b
O T 0 & S
Kontrola + 2,4-D + Kontrola + MET +
grzybnia grzybnla grzybnia grzybnla
i2,4-D i MET

Rycina 26. Intensywnos¢ produkcji surfaktyny (A,B) i ituryny (C,D) przez bakterie
Bacillus sp. Kol B3 w obecnosci grzybni F. culmorum DSM 1094 (jasniejszy odcien) lub
F. sambucinum IM 6525 (ciemniejszy odcien) oraz herbicydéw 2,4-D (A,C) lub MET
(B,D) (uzytych w stezeniu 50 mg L?). Kontrole przyjeta za 100% stanowity wyniki
uzyskane dla monokultury bakterii bez dodatku herbicydéw. Roznice statystyczne
oznaczano matymi literami alfabetu tacinskiego. Wartosci oznaczone tg samg literg

w ramach wykresu nie réznig sie od siebie istotnie (p < 0,05).
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Nastepnie zbadano wplyw herbicydéw na produkcje surfaktyny i ituryny
w monokulturach szczepu Bacillus sp. Kol B9. Stwierdzono, ze oba herbicydy nie
wptywajg na produkcije surfaktyny, natomiast stymulujg wydzielanie ituryny. 2,4-D i MET
zwiekszyty poziom ituryny odpowiednio do 140% i 120% (Rycina 27).

Oceniono rowniez wptyw powyzszych herbicyddw na produkcje surfaktyny
i ituryny w hodowlach mieszanych bakteryjno-grzybowych. Obecnos¢ 2,4-D wykazywata
zroznicowany wptyw na poziom badanych biosurfaktantéw, w zaleznosci od obecnego
w hodowli szczepu grzybni. Stwierdzono:

1) wzrost poziomu surfaktyny w hodowli mieszanej z grzybnig DSM 1094
do poziomu porownywalnego z monokulturg Bacillus sp. Kol B9 (Rycina
27A);

2) brak wptywu na produkcje ituryny w tej samej hodowli (Rycina 27C);

3) obnizenie poziomu surfaktyny i ituryny w hodowli mieszanej z grzybnig
IM 6525 (Rycina 27A).

W przypadku MET réwniez zaobserwowano, ze wplyw tego zwigzku

na produkcje lipopeptydéw jest zalezny od uzytego szczepu grzybni. Stwierdzono:

1) wzrost poziomu surfaktyny w hodowli mieszanej z grzybnia DSM 1094
do poziomu poréwnywalnego z monokulturg Bacillus sp. Kol B9 (Rycina
27B);

2) brak wptywu na produkcje surfaktyny w hodowli mieszanej z grzybnig IM 6525
(Rycina 27B) oraz

3) spadek produkgcji ituryny w obu badanych hodowlach mieszanych (Rycina
27D).
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Intensywnos$¢ produkcji surfaktyny (A,B) i ituryny (C,D) przez bakterie

Bacillus sp. Kol B9 w obecnosci grzybni F. culmorum DSM 1094 (jasniejszy odcien)

lub F. sambucinum IM 6525 (ciemniejszy odcien) oraz herbicydoéw 2,4-D (A,C) lub MET

(B,D) (uzytych w stezeniu 50 mg L?). Kontrole przyjeta za 100% stanowity wyniki

uzyskane dla monokultury bakterii bez dodatku herbicydéw. Rdéznice statystyczne

oznaczano matymi literami alfabetu facinskiego. Wartosci oznaczone tg samg literg

w ramach wykresu nie rdznig sie od siebie istotnie (p < 0,05).
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Oceniono wptyw herbicydéw 2,4-D i MET na produkcje surfaktyny i ituryny
w monokulturach szczepu Bacillus sp. Kol L6. Stwierdzono, ze 2,4-D ogranicza
produkcje obu badanych lipopeptydéw w monokulturze szczepu Kol L6 (Rycina 28A,C),
natomiast MET nie wptywa na produkcje surfaktyny, jednoczesnie redukujgc wydzielanie
ituryny o0 22,9% (Rycina 28B,D).

Badania nad wplywem 2,4-D i MET na produkcje surfaktyny i ituryny w hodowlach
mieszanych bakteryjno-grzybowych wykazaty, ze obecnos¢ 2,4-D w hodowli bakterii
Kol L6 z grzybnig DSM 1094 prowadzi do wzrostu poziomu zaréwno surfaktyny,
jak i ituryny w poréwnaniu do hodowli mieszanej bez dodatku tego herbicydu (Rycina
28A,C). Natomiast w przypadku hodowli mieszanej zawierajgcej grzybnie IM 6525,
obecno$¢ 2,4-D powodowata spadek poziomu surfaktyny, ale nie miata wplywu
na poziom ituryny (w poréwnaniu do odpowiednich uktadéw kontrolnych).

Podobne efekty zaobserwowano dla MET, tzn. w hodowli z grzybnig DSM 1094
nastgpit wzrost poziomu surfaktyny (Rycina 28B) i ituryny (Rycina 28D), natomiast
w hodowli z grzybnig IM 6525 nie stwierdzono wptywu tego herbicydu na poziom

badanych lipopeptydow.
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Rycina 28. Intensywnos$¢ produkcji surfaktyny (A,B) i ituryny (C,D) przez bakterie
Bacillus sp. Kol L6 w obecnosci grzybni F. culmorum DSM 1094 (jasniejszy odcien) lub
F. sambucinum IM 6525 (ciemniejszy odcien) oraz herbicydéw 2,4-D (A,C) lub MET
(B,D) (uzytych w stezeniu 50 mg L?). Kontrole przyjeta za 100% stanowity wyniki
uzyskane dla monokultury bakterii bez dodatku herbicydéw. Roéznice statystyczne
oznaczano matymi literami alfabetu tacinskiego. Wartosci oznaczone tg samg literg

w ramach wykresu nie réznig sie od siebie istotnie (p < 0,05).
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Podsumowujgc wyniki badan dotyczgce wptywu herbicydéw (2,4-D i MET) na

wzrost grzybow Fusarium oraz na aktywnos¢ przeciwgrzybowg i produkcje

biosurfaktantéw czterech szczepdw bakterii z rodzaju Bacillus, stwierdzono, ze:

1)

2)

3)

4)

herbicydy 2,4-D i MET wykazujg zréznicowany wplyw na wzrost grzybni dwdch

badanych szczepéw Fusarium — stymulujg wzrost F. sambucinum IM 6525,

natomiast nie wywierajg znaczgcego wptywu na wzrost F. culmorum DSM 1094;

obecnos¢ herbicydow w hodowli obniza lub nie wpltywa na aktywnosc

przeciwgrzybowg szczepdéw Bacillus wobec grzybéw Fusarium. Szczepy Kol B2

i Kol B3 tracg czesé swojej skutecznosci w obecnosci herbicydow, podczas gdy

szczepy Kol B9 i Kol L6 zachowujg swojg aktywnos¢ przeciwgrzybowg bez wzgledu

na obecnos¢ herbicydow;

w monokulturach bakteryjnych:

a) obecno$¢ 2,4-D zazwyczaj nie wptywa na produkcje surfaktyny, z wyjgtkiem
szczepu Bacillus sp. Kol L6, gdzie stwierdzono niewielki (ok. 20%) spadek jej
produkcij;

b) obecno$¢ MET powoduje ograniczenie produkcji surfaktyny przez szczepy
Kol B2 i Kol B3 i nie ma wptywu na produkcje surfaktyny przez szczepy Kol B9
i Kol L6;

c) obecnos¢ herbicydéw powoduje ograniczenie produkcji ituryny w przypadku
trzech z czterech zbadanych szczepow. Wyjagtek stanowi szczep Kol B9,
dla ktérego obecnos¢ herbicyddéw stymulowata wzrost produkcji ituryny;

w hodowlach mieszanych bakteryjno-grzybowych wptyw herbicydéw na produkcje

surfaktyny i ituryny jest zréznicowany i zalezny od uzytego w badaniu szczepu

Bacillus, szczepu Fusarium oraz rodzaju herbicydu. Niemniej jednak wskazano, ze:
a) w hodowlach mieszanych zawierajgcych grzybnie F. culmorum DSM 1094

i herbicyd 2,4-D, poziom produkcji surfaktyny jest wyzszy niz w analogicznych
hodowlach bez tego herbicydu;
b) w hodowlach mieszanych zawierajgcych grzybnie F. sambucinum IM 6525
i herbicyd MET, obecnos¢ herbicydu nie ma wptywu na produkcje surfaktyny;
c) herbicyd MET negatywnie wptywa na produkcje ituryny przez bakterie
szczepu Bacillus sp. Kol B3, zaréwno hodowane w monokulturze,

jak i namnazane w obecnos$ci grzybni DSM 1094 lub IM 6525.
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Wyniki uwzgledniajgce wplyw herbicydéw oraz MP na produkcje biosurfaktantéw
przez szczep Bacillus sp. Kol L6 oraz na jego aktywnos$¢ przeciwgrzybowg wobec

F. culmorum DSM 1094 zostaty rozszerzone i opublikowane w pracy:

Walaszczyk A, Jasinska A, Bernat P, Plaza 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
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The amounts of anthropogenic pollutants, e.g., microplastics (MPs) and pesticides, in terrestrial

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

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

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

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

2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), an herbicide containing phenoxyacetic acid), has been widely used
for decades to control broadleaf weeds in several crops, including rice, wheat, sorghum, sugar cane, and corn®.
According to Islam et al.'’, over 1500 commercial herbicide products contain 2,4-D as an active ingredient. This
herbicide has often been detected in surface and ground water and therefore poses an important environmental
issue and health hazard. Importantly, approximately 91.7% of 2,4-D ends up in water. Among the phenoxyacetic

!Doctoral School of Exact and Natural Sciences, Department of Industrial Microbiology and Biotechnology,
Faculty of Biology and Environmental Protection, University of Lodz, Lodz, Poland. “Department of Industrial
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acid herbicides, 2,4-D is one of the most easily broken-down compounds, and it has been discovered that micro-
bial communities worldwide have a high prevalence of 2,4-D mineralization''.

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

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

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

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

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

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

Materials and methods

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

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

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

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

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

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

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

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

To estimate herbicide elimination by the bacteria, a sample of the bacterial culture (20 mL) was homog-
enized twice with glass beads (1 mm diameter) for 4 min at 25 m s™' (Retsch, Ball Mill MM 400). To the

Scientific Reports |

(2023) 13:14618 | https://doi.org/10.1038/541598-023-41210-5 nature portfolio

98



www.nature.comlscientificreports/

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Taking into account the previously demonstrated possibility of 2,4-D and MET sorption on the surface of
MP particles, the reduced efficiency of eliminating these herbicides from the growth environment by Bacillus sp.
Kol L6 may result from the limited bioavailability of the pesticides used. Because of the small MP particle size,
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Figure 1. Percentage values of 2,4-D and MET (50 mg L") remaining in the cultures of selected Bacillus strains
cultivated for 72 h in LB medium on a rotary shaker (120 rpm) at 28 °C. Percentage values of the pesticide
remaining in abiotic control was taken as 100%. The significance of the differences between the samples was
determined according to ANOVA test (p<0.05).
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Figure 2. Abiotic controls: MP influence on the remaining percentage of (a) 2,4-D and (b) MET from LB
medium after 72 h of incubation on a rotary shaker (120 rpm), at 28 °C. The significance of the differences
between the samples was determined according to ANOVA test (p<0.05).
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Figure 3. Influence of MP on the percentage of the remaining (a) 2,4-D and (b) MET from Bacillus sp. Kol L6
cultures conducted in LB medium after 72 h of cultivation on a rotary shaker (120 rpm), at 28 °C. The results are
shown as a percentage of control samples (Fig. 2). The significance of the differences between the samples was
determined according to ANOVA test (p<0.05).

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

The results obtained in this study suggest that Kol L6 bacteria have the ability to form biofilms on the surface
of MP particles. Similarly, the study conducted by Tarafdar et al.*® revealed that Bacillus siamensis ATKU1 formed
biofilms on the MP surface after its interaction with LDPE as a sole carbon source.
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Figure 6. F. culmorum DSM 1094F growth intensity in LB medium amended with the pollutants: 2,4-D; MET
or MP. Dry fungal biomass was obtained from (a) fungal cultures and (b) mixed bacterial-fungal cultures.

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

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

Conclusion

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

W tej czesci badan stosowano cztery szczepy bakteryjne z rodzaju Bacillus:
Kol B2, Kol B3, Kol B9 i Kol L6 (uzywane jako modele badawcze w V.6.3) oraz dwa
szczepy grzybni z rodzaju Fusarium — F. culmorum DSM 1094 oraz F. sambucinum
IM 6525. Oceniono wptyw fungicydow AZ oraz PR na intensywnos¢ wzrostu bakterii (na
podstawie gestosci optycznej hodowli; IV.4.1), aktywnos¢ przeciwgrzybowag w ptynnych
hodowlach bakteryjno-grzybowych (1V.6.2) oraz produkcje surfaktyny i ituryny zaréwno
w monokulturach jak i w hodowlach mieszanych (1V.6.2; IV.6.3).

Stwierdzono, ze AZ i PR dodawane do hodowli w stezeniach wyjsciowych
odpowiednio 250 mg L™ oraz 2,4 g L nie majg negatywnego wptywu na intensywnos$¢
wzrostu badanych bakterii Bacillus (Tabela 13). Dodatek fungicydu AZ do monokultury
grzybni znaczaco ograniczat wzrost obu badanych grzybéw, natomiast PR hamowat
jedynie rozwdj grzybni DSM 1094 (Rycina 29).

Tabela 13. Intensywnos$¢ wzrostu bakterii Bacillus w hodowlach ptynnych z dodatkiem
syntetycznych fungicydow AZ (250 mg L) i PR (2,4 g L) oceniana na podstawie OD
hodowli. Wynik uzyskany dla hodowli kontrolnej (bez dodatku fungicydéw) przyjeto za
100%.

Intensywnos$¢ wzrostu bakterii [%] w obecnosci

P Bacilis

AZ PR
1. KolB2 99,7+9,9 113,1£5,7
2. Kol B3 1171+7,8 105,5+9,2
3. Kol B9 111,3+£9,7 118,6 £ 11,7
4. Kol L6 95,8+5,9 116,2 £ 15,6

Wptyw AZ i PR na aktywnosé przeciwgrzybowg szczepdéw Bacillus oceniano
stosujgc hodowle mieszane bakteryjno-grzybowe. Stwierdzono, ze fungicydy nie
ograniczajg aktywnosci przeciwgrzybowej bakterii. Ich obecnos¢ w hodowli mieszanej
mogta natomiast prowadzi¢ do wzrostu aktywnosci przeciwgrzybowej lub nie mie¢ na nig
zadnego wptywu. Wzrost aktywnosci przeciwgrzybowej w obecnosci AZ stwierdzono w
hodowlach mieszanych zawierajgcych grzybnie IM 6525 oraz bakterie Kol B2 lub Kol B3.
W przypadku fungicydu PR, zwiekszong aktywno$¢ przeciwgrzybowg wyznaczono
w hodowlach mieszanych zawierajgcych grzybnie DSM 1094 lub IM 6525 oraz bakterie
szczepu Kol B2, a takze w hodowlach mieszanych zawierajgcych grzybnie IM 6525 oraz
bakterie Kol B3.
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Rycina 29. Intensywnos¢ wzrostu grzybni F. culmorum DSM 1094 (oznaczona kolorem
biatym) oraz F. sambucinum IM 6525 (oznaczona kolorem czarnym) w obecnosci bakterii
Kol B2 (A, B), Kol B3 (C, D), Kol B9 (E, F) lub Kol L6 (G, H) w potgczeniu z fungicydami AZ
250mg Lt (A, C, E,G)lub PR 2,4gL* (B, D, F, H). Kontrole przyjetg za 100% stanowity

wyniki otrzymane dla monokultury grzybni hodowanej w nieobecno$ci bakterii i fungicyddw.
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Nastepnie zbadano wptyw AZ i PR na produkcje surfaktyny i ituryny przez badane
szczepy Bacillus.

Stwierdzono, ze obecnos¢ fungicyddw w monokulturze Bacillus sp. Kol B2
powoduje ponad dwukrotny wzrost produkcji surfaktyny (Rycina 30A,B) oraz obniza
produkcije ituryny. Poziom ituryny wyznaczony w monokulturze Kol B2 byt 0 30% i 40%
nizszy w obecnosci odpowiednio AZ i PR niz w hodowli kontrolnej (Rycina 30C,D).

Oceniono rowniez wptyw tych fungicydow na poziom surfaktyny i ituryny
w hodowlach mieszanych bakteryjno-grzybowych, zawierajgcych szczep Bacillus sp.
Kol B2 oraz grzybnie szczepu DSM 1094 lub IM 6525. Uzyskane wyniki poréwnano
z danymi wyznaczonymi dla odpowiednich hodowli mieszanych bez dodatku
fungicyddéw. Stwierdzono, ze obecnos¢ AZ nie ma znaczgcego wptywu na poziom
izolowanej z hodowli surfaktyny (Rycina 30A), ale znacznie zwigksza poziom ituryny
(Rycina 30C), zwtaszcza w hodowli zawierajgcej bakterie Kol B2 oraz grzybnie szczepu
DSM 1094.

Z kolei obecnos¢ PR powoduje wyrazny wzrost poziomu surfaktyny w hodowli
mieszanej zawierajgcej grzybnie IM 6525 (Rycina 30B) oraz istotny wzrost poziomu
ituryny w hodowli z grzybnig DSM 1094 (Rycina 30D).
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Rycina 30. Intensywnos¢ produkcji surfaktyny (A,B) i ituryny (C,D) przez bakterie

Bacillus sp. Kol B2 w obecnosci grzybni F. culmorum DSM 1094 (jasniejszy odcien) lub

F. sambucinum IM 6525 (ciemniejszy odcien) oraz fungicydéw AZ w stezeniu 250 mg L™

(A,C) lub PR w stezeniu 2,4 gL (B,D). Kontrole przyjetg za 100% stanowity wyniki

uzyskane dla monokultury bakterii bez dodatku fungicydow. Roéznice statystyczne

oznaczano matymi literami alfabetu tacinskiego. Wartosci oznaczone tg samg literg

w ramach wykresu nie réznig sie od siebie istotnie (p < 0,05).
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Oceniono wptyw fungicydow AZ i PR na produkcje surfaktyny i ituryny
w monokulturach szczepu Bacillus sp. Kol B3. Uzyskane wyniki wykazaty, ze AZ nie
ma istotnego wptywu na produkcje badanych lipopeptydoéw, natomiast PR choé nie
wplywa na poziom surfaktyny, zmniejsza produkcje ituryny o 25,3% (Rycina 31).

Nastepnie przeanalizowano wptyw fungicydow na poziom biosurfaktantow
izolowany z hodowli mieszanych (bakteryjno-grzybowych), zawierajgcych bakterie
Kol B3 oraz grzybnie DSM 1094 lub IM 6525.

Stwierdzono, ze obecnos¢ AZ w hodowli Kol B3 zawierajgcej grzybnie IM 6525
znaczgco zwieksza poziom surfaktyny (Rycina 31A). Podwyzszony poziom ituryny
w wyniku obecnosci AZ stwierdzono natomiast w obu hodowlach mieszanych (Rycina
31B). Obecno$¢ PR w hodowli Kol B3 zawierajgcej grzybnie IM 6525 powodowata
wzrost poziomu izolowanej z hodowli surfaktyny oraz spadek poziomu ituryny (Rycina
31B,D). Natomiast w hodowli Kol B3 zawierajgcej grzybnie DSM 1094, obecnosé¢ PR
zwiekszata poziom izolowanej z ituryny (Rycina 31D).
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Rycina 31. Intensywnos¢ produkcji surfaktyny (A,B) i ituryny (C,D) przez bakterie
Bacillus sp. Kol B3 w obecnosci grzybni F. culmorum DSM 1094 (jasniejszy odcien) lub
F. sambucinum IM 6525 (ciemniejszy odcien) oraz fungicydow AZ w stezeniu 250 mg L*?
(A,C) lub PR w stezeniu 2,4 gL (B,D). Kontrole przyjetg za 100% stanowity wyniki
uzyskane dla monokultury bakterii bez dodatku fungicyddéw. Réznice statystyczne
oznaczano matymi literami alfabetu tacinskiego. Wartosci oznaczone tg samg literg

w ramach wykresu nie réznig sie od siebie istotnie (p < 0,05).
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Oceniono wplyw fungicydéw na produkcje surfaktyny i ituryny w monokulturach
szczepu Bacillus sp. Kol B9. Stwierdzono, ze zaréwno AZ, jak i PR ograniczajg produkcje
obu ocenianych lipopeptydow przez bakterie tego szczepu (Rycina 32).

Zbadano rowniez wptyw tych fungicydédw na poziom surfaktyny i ituryny
w hodowlach mieszanych bakteryjno-grzybowych, zawierajgcych szczep Bacillus sp.
Kol B9 oraz grzybnie DSM 1094 lub IM 6525. Stwierdzono, ze obecnos¢ AZ nie miata
istotnego wptywu na produkcje surfaktyny i ituryny w hodowli Kol B9 zawierajgcej grzybnie
DSM 1094 (Rycina 32A,C). Natomiast w hodowli Kol B9 zawierajgcej grzybnie IM 6525,
obecnos¢ AZ prowadzita do obnizenia poziomu surfaktyny (Rycina 32A), jednoczesnie
nieznacznie podnoszgc poziom ituryny (Rycina 32C). W przypadku fungicydu PR ustalono
istotny wplyw jedynie w hodowli mieszanej zawierajgcej grzybnie DSM 1094, gdzie

produkcja ituryny zmniejszyta sie o0 25% (Rycina 32D).
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Rycina 32. Intensywnos¢ produkcji surfaktyny (A,B) i ituryny (C,D) przez bakterie
Bacillus sp. Kol B9 w obecnosci grzybni F. culmorum DSM 1094 (jasniejszy odcien) lub
F. sambucinum IM 6525 (ciemniejszy odcien) oraz fungicydéw AZ w stezeniu 250 mg L*
(A,C) lub PR w stezeniu 2,4 gL* (B,D). Kontrole przyjeta za 100% stanowity wyniki
uzyskane dla monokultury bakterii bez dodatku fungicyddw. ROznice statystyczne
oznaczano matymi literami alfabetu tacinskiego. Warto$ci oznaczone tg samg literg
w ramach wykresu nie réznig sie od siebie istotnie (p < 0,05).
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Zbadano wptyw AM i PR na produkcje surfaktyny i ituryny w monokulturach szczepu
Bacillus sp. Kol L6. Stwierdzono, ze dodatek AZ do monokultury Kol L6 powoduje spadek
produkcji surfaktyny o 17,4% (Rycina 33A) jednoczesnie zwiekszajagc produkcje ituryny
0 35,8% (Rycina 33C). Natomiast dodatek PR do hodowli Kol L6 powoduje obnizenie
produkciji surfaktyny o 28% (Rycina 33B) nie wptywajac istotnie na poziom ituryny (Rycina
33D).

Oceniano takze wptyw fungicydow na poziom surfaktyny i ituryny wyznaczany
w hodowlach mieszanych (bakteryjno-grzybowych), zawierajgcych bakterie szczepu
Bacillus sp. Kol L6 oraz grzybnie szczepu DSM 1094 lub IM 6525.

Stwierdzono, ze obecnos¢ AZ miata pozytywny wptyw na poziom surfaktyny
w hodowli Kol L6 zawierajacej grzybnie IM 6525 (Rycina 33A), a takze na poziom ituryny
w hodowli Kol L6 z zawierajgcej grzybnie DSM 1094 (Rycina 33C). W przypadku fungicydu
PR, jedynym stwierdzonym efektem dziatania tego zwigzku byto nieznaczne podniesienie
poziomu ituryny w hodowli Kol L6 zawierajgcej grzybnie¢ DSM 1094 (Rycina 33D).
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Rycina 33. Intensywnos¢ produkcji surfaktyny (A,B) i ituryny (C,D) przez bakterie
Bacillus sp. Kol L6 w obecnosci grzybni F. culmorum DSM 1094 (jasniejszy odcien) lub
F. sambucinum IM 6525 (ciemniejszy odcien) oraz fungicydéw AZ w stezeniu 250 mg L*
(A,C) lub PR w stezeniu 2,4 gL* (B,D). Kontrole przyjeta za 100% stanowity wyniki
uzyskane dla monokultury bakterii bez dodatku fungicyddw. ROznice statystyczne
oznaczano matymi literami alfabetu tacinskiego. Warto$ci oznaczone tg samg literg

w ramach wykresu nie réznig sie od siebie istotnie (p < 0,05).
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Podsumowano uzyskane wyniki badan dotyczgce wptywu syntetycznych

fungicydow na aktywnos¢ przeciwgrzybowa oraz produkcje biosurfaktantéw przez cztery

szczepy Bacillus.

1)

2)

3)

Fungicydy AZ i PR mogg pozytywnie wptywaé na aktywnos$¢ przeciwgrzybowa
wyznaczang w hodowlach szczepoéw Bacillus. Wyznaczono zwiekszong
aktywnos$¢ przeciwgrzybowg w obecnosci:

a) fungicydu AZ w hodowlach zawierajgcych grzybnie szczepu IM 6525 oraz
bakterie szczepéw Kol B2 lub Kol B3; oraz

b) fungicydu PR w hodowlach zawierajgcych grzybnie szczepu DSM 1094 lub
IM 6525 oraz bakterie szczepu Kol B2, a takze w hodowlach zawierajgcych
grzybnie IM 6525 i bakterie szczepu Kol B3.

Fungicydy AZ i PR wywierajg réznorodny wptyw na produkcje biosurfaktantéw

w monokulturach szczepow Bacillus.

a) Wyznaczono wzrost produkcji surfaktyny przez bakterie szczepu Kol B2 pod
wptywem dziatania obu fungicyddéw, a takze wzrost produkgji ituryny przez
bakterie szczepu Kol L6 w obecnosci AZ.

b) Wyznaczono spadek produkcji surfaktyny przez bakterie szczepéw Kol B9
i Kol L6 oraz na produkcije ituryny przez szczepy Kol B2 i Kol B9 pod wptywem
dziatania obu uzytych w badaniach fungicydéw. Bakterie szczepu Kol B3
zmniejszyty produkcje ituryny jedynie w obecnosci PR.

Fungicydy AZ i PR majg zréznicowany wptyw na produkcje surfaktyny i ituryny

w hodowlach bakteryjno-grzybowych, zalezny od uzytych szczepdéw bakterii

i grzybow.

a) W wiekszosci uktadéw badanych obecnos¢ fungicydéw nie ma wptywu lub
powoduje wzrost poziomu surfaktyny lub ituryny.

b) Wyznaczono spadek poziomu surfaktyny w hodowli mieszanej bakteryjno-
grzybowej wyznaczono jedynie w obecnosci AZ w hodowlach zawierajgcych
grzybnie F. sambucinum IM 6525 oraz bakterie Kol B2 lub Kol B9.

¢) Wyznaczono spadek poziomu ituryny w hodowli mieszanej bakteryjno-
grzybowej wyznaczono jedynie w obecno$ci PR w hodowli zawierajgce;j
grzybnie F.culmorum DSM 1094 i bakterie Kol B9 oraz w hodowli
zawierajgcej grzybnie F. sambucinum IM 6525 i bakterie Kol B3.
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W uktadzie badanym zawierajgcym bakterie szczepu Bacillus sp. Kol B3,
grzybnie F. sambucinum IM 6525 oraz fungicyd AZ stwierdzono wzrost aktywnosci
przeciwgrzybowej, wzrost poziomu surfaktyny (do poziomu poréwnywalnego
do wyznaczonego dla monokultury bakteryjnej) oraz wzrost poziomu ituryny (do poziomu
wyzszego od wyznaczonego dla monokultury bakteryjnej). W zwigzku z tym powyzszy
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Abstract: This study aimed to evaluate how the combined presence of the synthetic fungicide
azoxystrobin (AZ) and the biosurfactant-producing Bacillus sp. Kol B3 influences the growth of the
phytopathogenic fungus Fusariun sambucinum IM 6525. The results showed a noticeable increase in
antifungal effectiveness when biotic and abiotic agents were combined. This effect manifested across
diverse parameters, including fungal growth inhibition, changes in hyphae morphology, fungal
membrane permeability and levels of intracellular reactive oxygen species (ROS). In response to the
presence of Fusarium and AZ in the culture, the bacteria changed the proportions of biosurfactants
(surfactin and iturin) produced. The presence of both AZ and/or Fusarium resulted in an increase in
iturin biosynthesis. Only in 72 h old bacterial-fungal co-culture a 20% removal of AZ was noted. In
the fungal cultures (with and without the addition of the bacteria), the presence of an AZ metabolite
named azoxystrobin free acid was detected in the 48th and 72nd hours of the process. The possible
involvement of increased iturin and ROS content in antifungal activity of Bacillus sp. and AZ
when used together are also discussed. Biosurfactants were analyzed by liquid chromatography
with tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). Microscopy techniques and biochemical assays were
also used.

Keywords: Bacillus; Fusarium; azoxystrobin; biosurfactants; surfactin; iturin; biofungicides; biocontrol;
antifungal activity

1. Introduction

Phytopathogens, including fungi, are one of the world’s most significant agricultural
threats [1,2]. Those microorganisms have the capacity to cause devastating diseases in
plants, resulting in significant economic losses, weakened food security and damage to the
environment [1,2]. Issues such as the growing population, climate change and globalization
make the interactions between pathogens, pesticides and the environment increasingly
complex [1,3-5]. The understanding of phytopathogen interactions is critical for finding
effective ways to reduce their impact on crop yields.

The fungal genus Fusarium includes many well-known, widespread, and highly adapt-
able plant pathogens, posing a threat to global agriculture [2,3,6,7]. These phytopathogens
are known to often become resistant to synthetic fungicides, which are used to control
them [7]. Therefore, Fusarium fungi have emerged as one of the most important contributors
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to severe crop diseases, causing significant economic losses and compromising global food
security [2,7].

The significant threat posed by phytopathogens demands the usage of fungicides to
protect agricultural productivity. Synthetic fungicides have historically played an essential
role in preventing fungal infections and reducing the financial losses caused by them.
However, in recent years, the use of these chemical agents has raised concerns regard-
ing their environmental impact and the emergence of resistant phytopathogen strains [7].
Since some of the synthetic fungicides have a long half-life, there is a danger of them
persisting in the environment for extended periods of time and having a large ecological
impact [8]. Moreover, they can influence and alter the activity of soil microorganisms other
than phytopathogens, including plant growth-promoting microorganisms (PGPM) such
as Bacillus bacteria [9,10].Gram-positive bacteria from the genus Bacillus are characterized
by their rod-shaped morphology and the ability to form endospores, which enables them
to adapt to various environments (e.g., soil and water), even in extreme conditions (such
as high temperatures, pH fluctuations or exposure to toxic substances) [11,12]. Bacillus
bacteria are widely known to produce a variety of secondary metabolites of valuable
biotechnological and industrial applications [11,13]. These secondary metabolites include
antibiotics, enzymes, cyclic lipopeptide (cLP) biosurfactants, polyketides, and volatile com-
pounds [14]. Their ability to synthesize antifungal compounds in particular has made them
frontrunners in developing effective, environmentally friendly biofungicides—alternatives
to conventional synthetic fungicides [11,13-15].

Some Bacillus strains are capable of producing cLP biosurfactants belonging to sur-
factin, iturin, and fengycin families [16,17]. Surfactin shows mainly antiviral and an-
tibacterial properties, while iturin and fengycin exhibit mainly antifungal activity [14].
Importantly, studies have shown that biosurfactants produced by different bacilli and
other antimicrobial compounds can act synergistically and enhance each other’s antimicro-
bial properties [18-21]. The antifungal mode of action of biosurfactants involves several
different mechanisms, including disruption of cell membranes, alteration of membrane per-
meability, induction of apoptosis, and inhibition of spore germination or antibiotic activity
(inhibition of fungal growth by, for example, interfering with cell wall synthesis) [21,22].

Even though biofungicides offer an environmentally friendly alternative to synthetic
fungicides, they have several limitations, such as variability in efficacy and reliance on
favorable environmental conditions [15]. A possible way of improving biofungicides is
harnessing the combined potential of bio- and synthetic-based approaches to the problem.
The combined use of biopesticides and synthetic pesticides presents a practical approach
to pest management worldwide, allowing for obtaining the advantages of each type of
pesticide. There have been reports of farmers integrating both types of pesticide to address
pest resistance, optimize efficacy, and meet their production objectives [23-27]. This mixed-
use strategy may allow for enhanced pest control while minimizing environmental impact
and preserving biodiversity.

Azoxystrobin is a fungicide belonging to the strobilurin class, which has a soil half-
life of 180 days in the field and is degraded by 90% after 600 days in the field [28]. AZ
operates in the fungal mitochondrion, where it prevents electron transport and energy
production [29]. This fungicide is commonly applied to protect many different varieties
of plants, e.g., grains, fruits, and vegetables, and shows a wide range of activities against
fungal infections from all four taxonomic groups: Oomycetes, Ascomycetes, Deuteromycetes,
and Basidiomycetes [29]. According to Wang and co-workers’ findings [30], an ongoing
AZ application can impact the soil microbiome, which in turn may inhibit important soil
nutrient cycling in sustaining productive croplands.

The aim of the study was to compare the impact of AZ and biosurfactant-producing
Bacillus sp. Kol B3, as well as these two agents combined, on Fusarium sambucinum IM
6525 mycelium. We also assessed the effect of AZ and the fungus on Bacillus sp. Kol B3
biosurfactant production.
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2. Results and Discussion
2.1. Antifungal Activity

The influence of the combined application of AZ and Bacillus sp. Kol B3 on F. sam-
bucinum IM 6525 mycelial growth in liquid cultures was investigated (Figure 1). The
obtained results revealed that both Bacillus sp. Kol B3 and AZ strongly inhibited the growth
of F. sambucinum IM 6525. Interestingly, it was established that in the 72nd hour of cultiva-
tion in the presence of either AZ, the bacteria, or both of them used in combination, the
fungal growth reached 28.6 + 5.9, 29.7 + 3.6 and 15.3 £ 2.8%, respectively. Thereby, AZ
and bacilli used simultaneously, after 72 h of the process, resulted in significantly stronger
(p < 0.05) antifungal activity than when they were used alone.
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Figure 1. F. sambucinum IM 6525 growth intensity [%] in LB medium after 24, 48, and 72 h of cultiva-
tion. IM 6525—control fungal culture; IM 6525 + AZ—fungal culture amended with azoxystrobin;
IM 6525 + Kol B3—bacterial-fungal co-culture; IM 6525 + Kol B3 + AZ—bacterial-fungal co-culture
amended with azoxystrobin. The significance of the differences between the samples was determined
according to ANOVA tests (p < 0.05) and denoted by letters from “a” to “f”.

Additionally, Bacillus sp. Kol B3 bacteria growth in the presence of AZ was assessed.
It was found that AZ does not have a significant effect on bacterial growth (Table S2).

The enhanced antifungal effect of bacteria from the genus Bacillus, when applied
in combination with some synthetic pesticides, has been reported before [31-35]. For
example, Peng and co-workers [31] studied a possible synergistic effect of B. subtilis NJ-18
with flutolanil and difenoconazole fungicides. The obtained results showed that, when
combined, the agents demonstrated superior control of wheat sharp eyespot caused by
Rhizoctonia cerealis. In another study, Liu and co-workers [33] found that the combined
application of the biological agent B. subtilis H158 and synthetic fungicide strobilurin
demonstrated a stronger inhibitory effect of rice sheath blight compared to strobilurin alone.
Similarly, Chen and co-workers [35] showed that lipopeptide extracts from B. velezensis
SDTBO038, combined with the fungicide phenamacril, exhibited strong synergistic control
against F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici, resulting in an 84% reduction in fungal growth.

Several possible mechanisms for the stronger antifungal effect of synthetic and bi-
ological control agents have been proposed. When combined with synthetic fungicides,
biocontrol agents might be more successful in competing with the fungi for nutrients
and space, which can lead to effective control of fungal phytopathogens [36]. Liu and
co-workers [37] pointed out several factors that may be involved in the mechanisms of
synergistic antifungal effect between the fungicide tebuconazole and B. subtilis H158.They
suggested that the increased antifungal activity might be a result of tebuconazole stimulat-
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ing B. subtilis H158 growth, enhancing bacterial persistence, promoting biofilm formation,
regulating host defense mechanisms, and suppressing the pathogen’s natural resistance.
In another study conducted by Liu and co-workers [33], the authors hypothesized that the
synergistic effect of strobilurins and B. subtilis H158 could be a result of one of two possible
mechanisms: (1) the strobilurins may facilitate the formation of B. subtilis H158 biofilms, or
(2) the fungicide may increase oxidative stress, which may damage fungal cells and result
in the excretion of nutrients that promote the growth of B. subtilis H158.

2.2. Microscopic Analyses

Laser scanning microscopic inspection revealed a lot of long hyphae with numerous
branches in the control F. sambucinum IM 6525 cultures (Figure 2(al)). The addition of
AZ resulted in the formation of singular distorted fungal cells (Figure 2(b1)). As shown
in Figure 2(cl), the additional presence of Bacillus sp. Kol B3 cells in the fungal culture
led to visible mycelium fragmentation, and the integrity of the tip of the hyphal cells was
disrupted. The co-cultivation of both microorganisms with AZ (Figure 2(d1)) resulted in
the formation of very short fungal filaments of a larger circumference than was found in the
control mycelium. Compared to the control, no organelles were visible in the hyphae. The
observations made during the microscopic analysis confirmed the growth intensity results.

Figure 2. Cont.
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Figure 2. Antifungal activity after 72 h of cultivation. (al,a2) F. sambucinum IM 6525 (control);
(b1,b2) F. sambucinum IM 6525 + azoxystrobin; (c1,¢2) F. sambucinum IM 6525 + Bacillus sp. Kol B3;
and (d1,d2) F. sambucinum IM 6525 + Bacillus sp. Kol B3 + azoxystrobin. Pictures (al-d1) were
taken using a confocal laser scanning microscope. Pictures (a2-d2) were taken using a fluorescence
microscope and the fungal mycelia were stained with a FUN-1 cell stain. Green stained mycelia are
dead while alive cells generate red-fluorescent intravacuolar structures.

Next, the effect of the fungicide and the bacteria on F. sambucinum IM 6525 viability was
assessed using the FUN-1 kit and the fluorescence microscope (Figure 2(a2—d2); Table 1).
The viability of the mycelium in the control samples was 93.14 & 6.45%, while the addition
of the fungicide resulted in a significant reduction in fungal viability to 5.03 + 1.49%. In the
samples incubated with the bacteria, a further reduction in fungus viability to 0.18 + 0.08%
was observed. Of particular interest were samples to which the bacteria and the fungicide
were added simultaneously. Under these conditions, all the inspected mycelia were found
to be dead.

Table 1. F. sambucinum IM 6525 viability after 72 h of cultivation in the presence of AZ and/or Bacillus
sp. Kol B3 bacteria. Data are presented as the means + SDs. The significance of the differences
between the samples was determined according to ANOVA test (p < 0.05). * indicates the values that
differ significantly from the controls.

Cultivation Variant F. sambucinum TM 6525 Viability [%]
IM 6525 (control) 93.14 + 6.46
IM 6525 + AZ 5.03+£149*
M 6525 + Kol B3 0.18 + 0.08 *
IM 6525 + AZ + Kol B3 0.00 £0.00*

IM 6525—control fungal culture; IM 6525 + AZ—fungal culture amended with azoxystrobin; IM 6525 + Kol
B3—bacterial-fungal co-culture; IM 6525 + Kol B3 + AZ—bacterial-fungal co-culture amended with azoxystrobin.
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2.3. Effects of AZ and the Bacteria on Fungal Intracellular ROS Generation

AZ inhibits mitochondrial respiration, reducing ATP synthesis, which leads to ox-
idative stress in the target fungus [38]. Therefore, the intracellular level of peroxynitrate
anions/hydroxyl radical anions in F. sambucinum IM 6525 cells exposed to the Bacillus sp.
Kol B3 bacteria and/or AZ was determined (Table 2). The H;DCFDA assay was used as a
non-specific indicator.

Table 2. Intracellular ROS generation (HOe /ONOO™) in F. sambucinum IM 6525 after 24 h exposure
to AZ and/or Bacillus sp. Kol B3. The results are expressed as a percentage of the green fluorescence
area compared to the total hyphal area. Data are presented as the means & SDs. The significance of
the differences between the samples was determined according to ANOVA test (p < 0.05). * indicates
the values that differ significantly from the control.

Cultivation Variant HOe¢/ONOO~ [%]
IM 6525 (control) 0.02 £ 0.03
IM 6525 + AZ 399 +£1.38*
IM 6525 + Kol B3 077 £0.14*
IM 6525 + AZ + Kol B3 0.04 £ 0.10

IM 6525—control fungal culture; IM 6525 + AZ—fungal culture amended with azoxystrobin; IM 6525 + Kol
B3—bacterial-fungal co-culture; IM 6525 + Kol B3 + AZ—bacterial-fungal co-culture amended with azoxystrobin.

The obtained results revealed that the exposure to AZ alone significantly (p < 0.05) in-
creased intracellular ROS generation in the hyphae (3.99 & 1.38% compared to 0.02 & 0.03%
in control culture), indicating the induction of oxidative stress within the fungal cells. The
exposure of F. sambucinum IM 6525 to the bacteria resulted in an increase in ROS generation
(0.77 & 0.14%) which was moderate in comparison to AZ. Interestingly, the combination of
the bacteria and AZ resulted in a very low (similar to the control) level of intracellular ROS
generation in the fungus.

These results are consistent with the microscopic observations and the analysis of
fungal cell viability and confirm the thesis about different mechanisms of action of AZ and
Bacillus sp. Kol B3 on the phytopathogenic fungus F. sambucinum IM 6525. The surprisingly
low levels of intracellular ROS observed in bacterial-fungal co-culture amended with AZ
might result from strong damage to the mycelium, lysis of cell walls, and degeneration
of the energy machinery of the cells [29,39]. A similar effect was observed by Guirao-
Abad and co-workers [40] when they investigated the influence of two antifungal factors
(amphotericin B 43 and micafungin) on Candida albicans cells. Both tested factors strongly
limited yeast growth; however, increased ROS production was observed only in the case
of the addition of amphotericin B 43, while the addition of micafungin (despite a clear
fungicidal effect) did not increase the production of intracellular ROS. This was probably
due to the high toxicity of the tested agent on the C. albicans cells.

2.4. Permeabilization of Fungal Membranes

In order to unravel the mechanisms of combined antifungal activity of AZ and Bacillus
sp. Kol B3, fungal membrane permeability was assessed (Figure 3).

Without the addition of either AZ or the bacteria, fungal membrane permeability was
determined to be 266.8, 171.1, and 455.6 fluorescence intensity /biomass in the 24th, 48th
and 72nd hours of cultivation, respectively. The presence of each additive (the bacteria and
AZ used alone or in combination) to the fungal cultivation caused a significant increase
in F. sambucinum IM 6525 membrane permeability. It was established that AZ addition
to the fungal cultivations caused the fungal membranes to be 2.4 times more permeable
at every investigated stage of cultivation. The Bacillus sp. Kol B3 bacteria proved to be
even more effective than AZ (p < 0.05). As soon as in the 24th hour of cultivation, the
fungal membrane permeability reached 1591.1 fluorescence intensity /biomass (6.0 times
more than that of control cultivation). The highest fungal membrane permeability was
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noted for the 72 h fungal cultivation containing both AZ and bacteria (1957.0 fluorescence
intensity /biomass).
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Figure 3. F. sambucinum IM 6525 membrane permeabilization [%] in LB medium after 24, 48 and
72 h of cultivation. IM 6525—control fungal culture; IM 6525 + AZ—fungal culture amended with
azoxystrobin; IM 6525 + Kol B3—bacterial-fungal co-culture; IM 6525 + Kol B3 + AZ—bacterial-fungal
co-culture amended with azoxystrobin. The significance of the differences between the samples was
determined according to ANOVA tests (p < 0.05) and denoted by letters from “a” to “h”.

Previous studies had reported changes in the fungal membrane permeability caused
by different pesticides [41,42]. AZ does not, however, directly affect the permeability of
fungal membranes. Its primary target is the mitochondrial respiratory chain and disruption
of energy production [29]. The results presented in this study indicate that AZ also increases
the permeability of fungal membranes, which might be caused by increased ROS levels,
damaging cell membrane components.

Contrary to AZ, the mode of action of Bacillus lipopeptides such as surfactin and iturin
involves the disruption of fungal membranes by forming pores or affecting the membrane
fluidity [21,22,42,43]. These changes weaken the membrane’s structural integrity, which
limits the fungal pathogen’s ability to survive and reproduce.

Considering that AZ operates by preventing energy production in mitochondria [29]
while biosurfactants” main antifungal mechanism of action is the disruption of cell mem-
branes [21,22], it seems reasonable to speculate that the enhanced antifungal effect stems
from both of these agents using different modes of action.

2.5. Biosurfactant Production

It was found that surfactin levels decreased with time in every cultivation variant
(Figure 4a). The obtained data demonstrated that the addition of AZ to the bacterial culture
had no significant effect on surfactin production. A significant (p < 0.05) decrease (at least
50%) in surfactin production was noted in the bacterial-fungal co-cultures. Interestingly,
a mitigative effect of AZ on the decreased surfactin levels was observed. For example,
compared to the production of surfactin in a 72 h bacterial cultivation (the control culture),
the level of biosurfactant in the presence of mycelium decreased by approximately 60%;
however, in the cultivation containing both the mycelium and AZ, the surfactin stayed on
the same level as in the control (p < 0.05).
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In the case of iturin, it was found that compared to the 24th hour of cultivation, iturin
levels increased more than 3-fold in the 48th and 72nd hour, with the highest production
at the 48th hour for each cultivation variant (Figure 4b). A significant (p < 0.05) influence
of both the fungus and AZ on the synthesis of this lipopeptide was found. Compared to
control, at the 48th hour of cultivation a 21.7% increase in iturin production was noted for
the culture containing the bacteria and AZ. No negative effect of the mycelium presence
on bacterial iturin production was observed. In fact, in the 48th hour of cultivation a
17 mg L1 increase (from 52.5 to 69.5 L™1) in iturin levels in bacterial-fungal co-cultures
was recorded. At every evaluated stage of cultivation, the highest iturin levels were noted
in bacterial-fungal co-cultures with the addition of AZ (24.1, 78.1, and 68.8 mg L!at
the 24th, 48th and 72nd hour, respectively). The highest overall iturin level was noted in
the bacterial-fungal co-cultures with the addition of AZ in the 48th hour of cultivation
(781 mgL~1).
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Figure 4. Surfactin (a) and iturin (b) production by Bacillus sp. Kol B3 in the presence of F. sambucinum
IM 6525 and/or AZ. Kol B3—bacterial control culture; Kol B3 + AZ—bacterial culture amended with
azoxystrobin; Kol B3 + IM 6525—bacterial-fungal co-culture; Kol B3 + IM 6525 + AZ—Dbacterial-
fungal co-culture amended with azoxystrobin. The significance of the differences between the samples
was determined according to ANOVA test (p < 0.05) and denoted by letters from “a” to “e”.
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One of the major explanations for the combined effect of biological and synthetic anti-
fungal agents is that synthetic fungicides may alter the production of lipopeptide antibiotics
such as surfactin, iturin, and fengycin. There have been reports of synergistic bioactive
effects of different types of lipopeptide biosurfactants produced by Bacillus bacteria. In a
study conducted by Wang and co-workers [44], the authors reported enhanced activity of
surfactin and fengycin. They found that surfactin played an auxiliary role by improving the
inhibitory effect of fengycin B against Phytophthora infestans mycelium growth. Similarly, Mi-
halache and co-workers [45] revealed an enhanced antifungal effect of mycosubtilin when
it was used in combination with surfactin. Contrary to our results, Xu and co-workers [36]
found that surfactin production was stimulated by the fungicide difenoconazole.

As was previously mentioned, iturin is a biosurfactant exhibiting strong antifungal
activity. To the best of our knowledge, there have been no studies of AZ influence on
iturin production by Bacillus bacteria, even though there have been several studies on
improved bacilli action against phytopathogenic fungi in the presence of different synthetic
fungicides, including strobilurins [31-35].

The data presented in Figure 4 might be pointing towards a potential shift in metabolic
activities in Bacillus sp. Kol B3 when incubated together with F. sambucinum IM 6525.
Specifically, we observed that while the presence of the fungus had a negative effect on the
production of surfactin, and no effect on the production of iturin, the additional presence
of AZ caused the bacteria to produce more surfactin and iturin.

Based on the obtained data, it could be suggested that the changed profile of bio-
surfactant production increases the destabilization of fungal membranes and facilitates
penetration of the synthetic fungicide into the hyphae, accelerating the negative effect of
AZ on mitochondrial function.

2.6. Fungicide Removal

All the tested cultivation variants showed similar AZ levels (p < 0.05) compared to
their respective controls (Figure 5), with one exception. A 20% decrease in AZ was noted
in 72 h cultivation containing both microorganisms. In cultures containing F. sambucinum
IM 6525 (with and without the addition of the bacteria), in the 48th and 72nd hours of the
process, the AZ metabolite named azoxystrobin free acid (identified according to the MRM
pair m/z 390/344) was noted. The same compound was also described by Gautam and
Fomsgaard [46] as one of AZ metabolites in greenhouse grown lettuce.
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Figure 5. Fungicide AZ removal by Bacillus sp. Kol B3 and F. sambuciiunt IM 6525 fungi. AZ—azoxystrobin
solution in LB medium, control; AZ + Kol B3—bacterial cultivation amended with azoxystrobin;
AZ + IM 6525—fungal cultivation amended with azoxystrobin; AZ + Kol B3 + IM 6525—bacterial-fungal
co-culture amended with azoxystrobin. The dot (e) symbol marks the cultivation variants containing AZ
metabolite—azoxystrobin free acid. Letters from “a” to “c” indicate the values that differ significantly from
each other at p < 0.05.
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According to the review by Feng and co-workers [47], among strobilurin-degrading
microbes, bacteria play the most critical role. Even though the Bacillus sp. Kol B3 strain
examined in this study did not exhibit promising AZ degradation properties, the other
strains belonging to the genus Bacillus had been previously reported to be able to remove
strobilurin fungicides [48].

To the best of our knowledge, there are no reports on Fusarium strains being able to
degrade or transform azoxystrobin. Considering that the Bacillus sp. Kol B3 bacteria did
not show significant ability to remove AZ (p < 0.05), it can be suggested that this bacterial
strain might be used as an effective biocontrol agent in soils polluted with AZ. Moreover,
those two agents might act synergistically against fungal phytopathogens.

3. Materials and Methods
3.1. Microbial Strains

The Bacillus sp. Kol B3 strain, isolated from Vinca minor L. rhizosphere in Kolnica
village (Greater Poland voivodeship) in Poland, was used in the study. The strain was
confirmed to be able to produce surfactin, iturin, and fengycin by using MALDI-TOF/TOF
(Figure S1).

Fusarium sambucinum IM 6525, obtained kindly from Lidia Sas-Paszt (The National
Institute of Horticultural Research, Skierniewice, Poland), was isolated from infected
raspberry roots.

The strains are stored in the strain collection of the Department of Industrial Microbi-
ology and Biotechnology, University of Lodz, Poland.

3.2. Identification of Bacterial Strain Kol B3

Extraction of DNA from bacterial colonies was carried out by means of a commercial
GeneMatrix Bacterial & Yeast Genomic DNA Purification Kit for isolating DNA from
bacteria and yeast (EURx). DNA concentration in the samples was measured with a
spectrophotometer at A = 260 nm. For further analyses, the samples were diluted to a final
concentration of 10 ng/pL.

Identification of bacterial strain Kol B3 was based on the analysis of the fuf gene
sequence. The fuf gene was amplified using tufGPF/tufGPR primers [49]. Reaction
mixtures (20 pL) consisted of 1x buffer for PCR, 0.2 mM of each nucleotide, 0.2 pM of each
primer, 0.5 U of DreamTaqTM polymerase (ThermoScientific®, Waltham, MA, USA) and
20 ng of DNA. Amplification of the fuf gene was carried out in 35 cycles (95 °C x 30 s,
55 °C x 1 min, and 72 °C x 30 s). The identification of the bacterial strain was based on
comparison of the obtained sequences with NCBI data using the BLAST tool (National
Center for Biotechnology Information, Bethesda, ML, USA). Based on the analysis of the
tuf gene sequence, the bacterial isolate Kol B3 was found to belong to the genus Bacillus
(Table S1).

3.3. Chemicals

The fungicide used in the preparation of cultivations (Amistar® 250 SC; 250 mg L~
azoxystrobin) was obtained from Target S.A. (Kartoszyno, Poland). Surfactin, iturin and AZ
standards, chemicals used for surfactants and fungicide extraction by QuEChERS (quick,
easy, cheap, effective, rugged, and safe) techniques, propidium iodide, sodium dodecyl
sulfate (SDS), HEPES and PBS buffers, and Luria-Bertani (LB) medium were obtained
from Sigma-Aldrich (Darmstadt, Germany). Chemicals used in the analysis performed by
the techniques of liquid chromatography with tandem mass spectrometry (LC-MS/MS)
were purchased from Avantor Performance Materials Poland S.A. (Gliwice, Poland). The
FUN™-1 Cell Stain used to determine fungal viability was purchased from Invitrogen
(Carlsbad, CA, USA).
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3.4. Submerged Cultures Preparation

Liquid LB medium was inoculated with 1% of 24 h old Bacillus sp. Kol B3 and 10% of
24 h old F. sambucinum IM 6525 liquid precultures (prepared in LB medium). Then, Amistar®
250 SC was added to obtain the final concentration 250 ug L~! of AZ. Appropriate biotic
controls (bacterial or fungal cultures with and without AZ addition) and abiotic controls
(with no microorganism addition) were also prepared. The cultures in the final volume of
30 mL were incubated for 24, 48, and 72 h in 100 mL Erlenmeyer flasks. All cultivations
and all abiotic controls were incubated on a rotary shaker (120 rpm) at 28 °C.

3.5. Antifungal Activity Analysis

The antifungal activity was assessed based on the fungal biomass and expressed as
a percentage of the fungal control culture. The biomass was separated from the extracel-
lular fluid by vacuum filtration using previously weighed filter papers No. 1 (Sartorius,
Gottingen, Germany). The mycelium was then dried at 60 °C to reach a constant weight.

3.6. Effect of AZ on Bacillus sp. Kol B3 Growth

The influence of AZ on Bacillus sp. Kol B3 growth was determined for 48 h liquid
cultivations, prepared as described above. First, serial dilutions were prepared, and agar
plates were inoculated with 100 pL of the final dilution. The plates were incubated for 48 h
at 28 °C. Then, CFUs were counted. Additionally, the bacterial biomass was separated from
the supernatant by vacuum filtration using previously weighed filter papers (Sartorius,
Germany). The bacteria were then dried at 60 °C to reach a constant weight.

3.7. Biosurfactant Extraction and Analysis

Surfactin and iturin were isolated by the QueChERS technique and analysed quanti-
tively by LC-MS/MS, as described by Walaszczyk and co-workers [50]. Fengycin produc-
tion was confirmed by MALDI-TOF /TOF techniques according to the method described
by Paraszkiewicz and co-workers [51].

3.8. Fungicide Extraction and Analysis

The fungicide AZ and its metabolites were extracted using the modified QueChERS
method described by Nykiel-Szymariska and co-workers [52]. Cultivations (20 mL) were
transferred into 50-mL Falcon tubes. Next, glass beads and 10 mL of acetonitrile were
added. The cultivations were then homogenized twice for 4 min at 25 m s~ (Retsch, Ball
Mill MM 400). To the obtained homogenate, four salts (2 g of MgSQO,, 0.5 g of NaCl, 0.5 g of
CsH5NaO; x 2H,0, and 0.25 g of C4HgNaO7 x 1.5H,0) were added and the extraction
was carried out using the QUEChERS method. Then, the sample was centrifuged for 5 min
at 2000 % g and the top layer was collected for LC-MS/MS analysis. Measurement of AZ
was performed using the ExionLC AC UHPLC system (Sciex, Framingham, MA, USA)
and a 4500 Q-Trap mass spectrometer (Sciex, USA) with an ESI source. For reversed-phase
chromatographic analysis, 5 pL of the lipid extract was injected onto a Kinetex C18 column
(50 mm x 2.1 mm, particle size: 5 um; Phenomenex, Torrance, CA, USA). The mobile phase
consisted of 5 mM ammonium formate in water (A) and 5 mM ammonium formate in
methanol (B). The solvent gradient was initiated at 20% B, increased to 90% B in 2 min
and was maintained at 90% B for 2 min, before returning to the initial solvent composition
after 2 min. The column temperature was maintained at 35 °C and the flow rate was
500 uL min~!. Nitrogen was applied as a curtain gas, a nebulising gas, and a turbo gas.
The instrumental settings for tandem mass spectrometry were as follows: spray voltage
5500 V; curtain gas (CUR) 25; nebulizer gas (GS1) 50; turbo gas (GS2) 50; and ion source
temperature 500 °C. Data analysis was performed with the Analyst tm v1.6.3 software
(Sciex, USA).

Tandem mass spectrometry for the identification as well as quantification of AZ
species was performed using standard and multiple reaction monitoring (MRM) pairs n/z
404/372, 404 /344.
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3.9. Fungal Membrane Permeability Assay

To assess fungal membranes permeabilization in the presence of the Bacillus sp. Kol
B3 bacteria and the AZ fungicide, a method described previously by Litwin and co-
workers [53] was used. Briefly, (1) 1 mL of liquid cultivation was added to an Eppendorf
tube and centrifuged for 10 min at 12,000 rpm. (2) The supernatant was removed followed
by the addition of 1 mL of PBS and 2 uL of propidium iodide (0.1 mg/mL concentration).
(3) The sample was vortexed for 30 s and incubated in darkness for 5 min. (4) The sample
was centrifuged again, the supernatant was removed, and 1 mL of PBS was added. The
process was repeated twice. (5) The sample was placed on a 24-hole plate and fluorescence
was measured at Aex = 540 nm and Aem = 630 nm. The fluorescence of the supernatant was
also measured in order to control for the noise in the sample. (6) The fungal biomass from
the sample was filtrated, dried, and weighted. The results were expressed as fluorescence
intensity divided by a milligram of dried biomass.

3.10. Microscopic Analysis

The evaluation of the microscopic morphology of the fungi was carried out after 72 h of
cultivation. Cultures were harvested and spread on a microscope slide. Microscopic images
were captured using an LSM 5 (Zeiss, Oberkochen, Germany) confocal laser scanning
microscope equipped with a Nomarski DIC and Plan-Neofluar 40 x objective lenses.

3.11. Fungal Viability

From 72 h cultures, 1 mL was collected and centrifuged (8000 x ). The supernatant
was discarded and the mycelium was resuspended in 1 mL of 10 mM HEPES buffer
containing 2% glucose and centrifuged again. The mycelia were then resuspended in
0.5 mL of HEPES buffer and 1 uL of FUN-1 dye was added. After 15 min incubation in the
dark, microscopic preparations were made. Photographs of the fungal cells were taken
using an Axiovert 200 M fluorescence microscope (Zeiss), excitation485/emission 505 and
560. The viability was calculated as a ratio between red and green fluorescence multiplied
by 100. The average of all images obtained for the control was taken as 100%. Also, the
results were presented as microphotographs.

3.12. Measurement of Intracellular Peroxynitrate Anion/Hydroxyl Radical Anion

The measurement of the overall intracellular levels of peroxynitrate anion/hydroxyl
radical anion (HOe /ONOO™) was conducted using the 2/,7'~dichlorodihydrofluorescein di-
acetate (H,DCFDA) assay, as previously described by Nykiel-Szymariska and co-workers [54].
Briefly, 1 mL of 24 h long F. sambucinum IM 6525 cultivations were centrifuged at 10,000 g for
10 min. Then, the supernatant was discarded and the biomass was re-suspended in 1 mL of
phosphate-buffer (PBS) containing 50 mM H,DCFDA (previously dissolved in dimethyl sul-
foxide, DMSQ). The samples were left to incubate for 15 min in the dark at room temperature.
Next, the mycelium was washed twice with PBS and was then placed on a microscope slide.
Imaging was performed using a confocal laser scanning microscope (LSM510 Meta, Zeiss)
in conjunction with an Axiovert 200 M (Zeiss, Germany) inverted fluorescence microscope
equipped with a Plan Apochromat objective (63/1.25 oil). Excitation was achieved using a
488 argon laser line, and the emission spectrum was recorded using a 530 nm bandpass filter.
The results were expressed as a percentage of the green fluorescence area relative to the total
hyphal area.

3.13. Statistical Analysis

All experiments were conducted at least in triplicate. The obtained results were
presented as their mean values. An average standard deviation (SD) was calculated. One-
way ANOVA analysis of variance was performed using Microsoft® Excel® for Microsoft 365
MSO, version 2401 (Microsoft Corporation, Washington, DC, USA). Differences at p < 0.05
were considered significant.
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4. Conclusions

Fusarium fungi pose a significant threat to global agriculture, causing devastating
diseases in various crops. In this study, we investigated the combined antifungal effect
of the commonly used fungicide azoxystrobin (AZ) in combination with biosurfactant
producing Bacillus sp. Kol B3 bacteria against the phytopathogenic Fusarium sambucinum
IM 6525 strain. The aim of the study was to evaluate how the Bacillus sp. Kol B3 bacteria and
AZ work together against the fungus and gain deeper understanding of the mechanisms
involved in antifungal activity. It has been suggested in the past that combining synthetic
chemicals with biological control agents could reduce the rates of synthetic pesticide
application [55,56].

The obtained results showed an increased (p < 0.05) antifungal effect when using
both fungicidal agents together. This effect was evident through fungal growth inhibition,
changes in hyphae morphology, increased fungal membrane permeability, and modifica-
tions of intracellular ROS levels. Interestingly, while AZ did not significantly affect surfactin
production, it had a mitigative effect on the decrease in surfactin levels in the presence
of mycelium. In contrast, iturin production was not negatively affected by the presence
of mycelium, and the addition of AZ resulted in a notable increase in the iturin levels at
subsequent cultivation stages.

The findings highlight the complex interactions between synthetic fungicides, biosur-
factant producing bacteria, and fungal phytopathogens. Notably, the protective effect of
AZ on the surfactin levels in the presence of fungi as well as the positive influence of AZ
on iturin production provide potential avenues for optimizing biosurfactant production in
the presence of both synthetic fungicides and phytopathogenic fungal strains.

The presented data revealed the potential of biosurfactant producing bacteria to
improve the antifungal effect of strobilurin fungicides. Considering all of the results, it
is reasonable to speculate that Bacillus sp. Kol B3 and AZ might enhance each other’s
antifungal activity against the studied fungus. However, proving that enhancement or
synergism is responsible for this phenomenon requires further investigation.
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Table S1. Identification of bacterial strain Kol B3 based on the similarity of the tuf gene sequence to the sequences

stored in the NCBI database.

The genus/species of bacteria NCBI

Bacterial Sequence . o
9 with the greatest similarity to Sequence

strain  length [bp]

Degree of
Similarity  Identification

the NCBI sequence No. [%]
B. velezensis CP031694.1 100

Kol B3 720 B. amyloliquefaciens CP014700.1 100 Bacillus sp.
B. methylotrophicus LN999829.1 100

Table S2. The influence of AZ on Bacillus sp. Kol B3 bacteria growth.

Cultivation variant Dried biomass [mg] Bacterial CFU
Kol B3 (control) 21+2 10.03 £5.95 x 10#
Kol B3+ AZ 222 11.53 +7.01 x 108
Kol B3 (control) - biotic control of Bacillus sp. Kol B3; Kol B3 + AZ — cultivation of Bacillus sp. Kol B3 amended with
azoxystrobin.
e 2 2 T 6.3E+

£

: o #1“[[

972.0 1091.8 12116 13314 1451.2 15710

Mass (m/2)

Figure S1. MALDI-TOF/TOF mass spectrum of the lipopeptide mixture presented in an extract prepared by a
modified QuEChERS procedure from the culture supernatant of Bacillus sp. Kol B3.
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V.7. Produkcja cLP i aktywnos¢ przeciwgrzybowa w hodowlach
mieszanych zawierajgcych dwa szczepy Bacillus, prowadzonych

w obecnosci syntetycznych fungicydéw

A) Ocena produkciji biosurfaktantéw w hodowlach zawierajacych dwa szczepy
Bacillus

W tej czesci pracy jako modele badawcze stosowano 11 szczepéw Bacillus.
Analizie poddano:

e 28 hodowli Bacillus/Bacillus ztozonych z jednego nadproducenta cLP-Bc
(szczepy IM 13, Kol B1, Kol B8, Kol D3, Kol L6, Kol S8 lub Kol Si6) oraz
jednego szczepu nie produkujgcego biosurfaktantow lub produkujgcego
niewielkie ilosci tych zwigzkéw (szczepy DSM 3257, IM 8, Kol D10 lub
KAS 2.7);

e oraz dziewie¢ hodowli Bacillus/Bacillus ztozonych z dwoch nadproducentéw
cLP-Bc.

Przyjeto, ze nadproducent cLP wytwarza dany biosurfaktant na poziomie rownym
lub wiekszym niz 15mgL?. Hodowle ptynne Bacillus/Bacillus w podiozu LB
przygotowano wedlug metody opisanej w punkcie 1V.3.2. Produkcje biosurfaktantow
oceniano wyznaczajgc aktywnos¢ powierzchniowg ptynéw pohodowlanych testem DCT
(IV.5.1).

Stwierdzono, ze w przypadku 10 z 37 badanych hodowli mieszanych
Bacillus/Bacillus aktywnos¢ powierzchniowa ptynéw pohodowlanych jest wyzsza, niz w
przypadku monokultur (Rycina 34). Wsréd nich, cztery hodowle mieszane
charakteryzujgce sie najwyzszym wzrostem aktywnos$ci powierzchniowej (w poréwnaniu
do wynikédw wyznaczonych w monokulturach) zawieraty bakterie szczepu B. subtilis
DSM 3257 (Rycina 34B). Te cztery ukfady zostaty wybrane do dalszych badan

majgcych na celu ocene aktywnosci przeciwgrzybowej.
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Rycina 34. Aktywnos$¢ powierzchniowa ptynéw pohodowlanych monokultur Bacillus
i hodowli mieszanych Bacillus/Bacillus (zawierajgcych bakterie dwoéch szczepow
Bacillus) uzyskanych po 72-godz. inkubaciji.

A-D — hodowle zlozone z jednego nadproducenta cLP oraz jednego szczepu nie
produkujagcego biosurfaktantéw lub produkujgcego niewielkie ilosci tych zwigzkow;

E — hodowle ztozone z dwdch nadproducentow cLP.

Symbolem gwiazdki (*) oznaczono hodowle mieszane wykazujgce wyzszg aktywnosé

powierzchniowg od odpowiednich monokultur.
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B) Ocena aktywnosci przeciwgrzybowej hodowli mieszanych

Bacillus/Bacillus

Aktywnos¢ przeciwgrzybowg czterech par szczepéw Bacillus (wybranych na
podstawie wynikéw opisanych w poprzedniej sekcji tego rozdziatu) oceniono wobec
czterech szczepow z rodzaju Fusarium: F. culmorum DSM 1094, F.sambucinum
IM 6525, F. solani IM 450 oraz F. oxysporum KKP 458. W tym celu wykorzystano ptynne
hodowle mieszane bakteryjno-grzybowe w podfozu LB przygotowane wedtug metody
opisanej w podrozdziale IV.3 oraz dokonano analizy aktywnosci przeciwgrzybowej
na podstawie suchej biomasy grzybni (IV.6.2).

Pomimo stwierdzonej wczesniej wyzszej aktywnosci powierzchniowej, ustalono,
ze w wiekszoéci hodowli aktywno$¢ przeciwgrzybowa w uktadzie zawierajgcym dwa
szczepy Bacillus nie jest istotnie wyzsza niz w uktadach zawierajgcych komorki tylko
jednego szczepu Bacillus (Rycina 35). Wyjatek stanowita hodowla zawierajgca grzybnie
F. oxysporum KKP 458 oraz bakterie Bacillus sp. Kol D3 i B. subtilis DSM 3257 (Rycina
35A). Intensywnos¢ wzrostu grzybni KKP 458 w obecnoéci bakterii szczepu DSM 3257
lub bakterii szczepu Kol D3 wynosita odpowiednio 48,6 oraz 45,9%. Natomiast w hodowli
mieszanej zawierajgcej oba szczepy Bacillus intensywnosé wzrostu grzybni spadata
do 31,1%.

Dlatego do nastepnego etapu pracy wybrano powyzszy uktad badany.
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Rycina 35. Intensywnos¢ wzrostu czterech grzybni z rodzaju Fusarium w obecnosci

jednego lub dwdch szczepodw bakterii z rodzaju Bacillus oceniana na podstawie suchej

biomasy po 72 godz. hodowli. Kontrole (przyjetg za 100%) stanowita intensywnos$é

wzrostu grzybni w nieobecnosci bakterii.

A) Uktady zawierajgce szczepy B. subtilis DSM 3257 oraz Bacillus sp. Kol D3.

B) Uktady zawierajgce szczepy B. subtilis DSM 3257 oraz Bacillus sp. Kol B9.

C) Uktady zawierajgce szczepy B. subtilis DSM 3257 oraz Bacillus sp. Kol L6.

D) Uktady zawierajgce szczepy B. subtilis DSM 3257 oraz Bacillus sp. Kol S8.

Réznice statystyczne oznaczano matymi literami alfabetu tacinskiego.

Wartosci oznaczone tg samg literg w ramach wykresu nie réznig sie od siebie istotnie

(p < 0,05).
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C) Wplyw syntetycznych fungicydow AZ i PR na produkcje cLP oraz

aktywnos$¢ przeciwgrzybowa hodowli mieszanej Bacillus/Bacillus

W tej czesci badan stosowano dwa syntetyczne fungicydy — AZ i PR. Aktywnosc¢
przeciwgrzybowg oraz produkcje surfaktyny i ituryny wyznaczano w hodowli
zawierajgcej grzybnie F.oxysporum KKP 458 oraz bakterie Bacillus sp. Kol D3
i B. subtilis DSM 3257, prowadzonej w nieobecnosci fungicydéw lub z dodatkiem tych
zwigzkow. Przygotowano odpowiednie uktady kontrolne. Hodowle przygotowano
w podtozu LB wedlug metody opisanej w punkcie 1V.3. Aktywnosé przeciwgrzybowg
oceniono uzywajgc metody opisanej w punkcie 1V.6.2. Ekstrakcje surfaktyny i ituryny
przeprowadzono za pomocg metody opisanej w 1V.5.2, natomiast ilosciowg analize
powyzszych zwigzkéw prowadzono technikg LC-MS/MS (IV.5.3).

Stwierdzono, ze fungicydy AZ i PR nie wykazujg silnej aktywnosci
przeciwgrzybowej wobec grzybni F. oxysporum KKP 458 (Rycina 36). Intensywnosé
wzrostu grzybni w monokulturze zawierajgcej AZ lub PR wynosita kolejno 95,0 oraz
82,6%.

Stwierdzono, ze obecnos$¢ fungicydu AZ w hodowli bakteryjno-grzybowej
zawierajgcej bakterie:

e B. subtilis DSM 3257 nie ma wptywu na aktywnos¢ przeciwgrzybows;

e Bacillus sp. Kol D3 powoduje wzrost aktywnosci przeciwgrzybowej

(intensywnos$¢ wzrostu grzybni spada z 45,9 na 35,5%);

e DSM 3257 oraz Kol D3 nie ma wptywu na aktywnos¢ przeciwgrzybows.

Stwierdzono, ze obecnosé fungicydu PR w hodowli bakteryjno-grzybowej
zawierajgcej bakterie:

e B. subtilis DSM 3257 nie ma wptywu na aktywnos¢ przeciwgrzybows.

e Bacillus sp. Kol D3 znaczgco ogranicza aktywnos¢ przeciwgrzybowag bakterii

(intensywnos$¢ wzrostu grzybni wzrasta z 45,9 na 99,8%);
e DSM 3257 oraz Kol D3 ogranicza aktywnos$¢ przeciwgrzybowg bakterii

(intensywnos$¢ wzrostu grzybni wzrasta z 31,1 na 42,1%).
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Rycina 36. Intensywnos¢ wzrostu grzybni F. oxysporum KKP 458 w 72-godz. hodowlach
ptynnych zawierajgcych dodatek bakterii B. subtilis DSM 3257 i/lub Bacillus sp. Kol D3
oraz fungicydéw AZ (250 mg L?) lub PR (2,4 g L'!). Kontrole (ktérej wyniki przyjeto za
100%) stanowita intensywnos¢ wzrostu grzybni w nieobecnosci bakterii i fungicydow
(kolor czarny). Kolorem szarym oznaczono intensywnos¢ wzrostu grzybni w hodowlach
bez dodatku bakterii. Odcieniami koloru zielonego oznaczono intensywnos$¢ wzrostu
grzybni w hodowlach bakteryjno-grzybowych. Réznice statystyczne oznaczano matymi
literami alfabetu facinskiego. Wartosci oznaczone tg samg literg w ramach wykresu nie

réznig sie od siebie istotnie (p < 0,05).

Dla powyzszego uktadu badanego wykonano rowniez analize wptywu obecnosci
syntetycznych fungicydéw AZ i PR w mieszanych hodowlach bakteryjnych oraz
bakteryjno-grzybowych na produkcje surfaktyny i ituryny.
Stwierdzono, ze produkcja surfaktyny i ituryny przez bakterie jest nizsza
w bakteryjnej hodowli mieszanej (55,9 mg L) niz w monokulturze Kol D3 (73,9 mg L™?)
(Rycina 37A,C).
Ustalono, ze obecnos¢ AZ w hodowli bakteryjnej zawierajgce;j:
e bakterie szczepu Kol D3 powoduje spadek produkcji surfaktyny (z 73,9 na
55,0 mg L) i nie ma wptywu na produkgje ituryny (Rycina 37A,C);

e bakterie szczepéw Kol D3 i B. subtilis DSM 3257 nie ma wptywu na produkcje
surfaktyny i powoduje wzrost produkcji ituryny (z 110,9 na 172,9 mgL?)
(Rycina 37A,C).

Stwierdzono, ze obecnos$¢ grzybni zaréwno w hodowli zawierajgcej bakterie
Kol D3 jak i w hodowli zawierajgcej bakterie Kol D3 i DSM 3257, prowadzonych
w nieobecnosci fungicydéw, powoduje znaczny spadek poziomu izolowanych
biosurfaktantéw (Rycina 37B,D).
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Ustalono, ze obecnosé AZ w hodowli bakteryjno-grzybowej zawierajgcej:

e bakterie szczepu Kol D3 powoduje nieznaczny wzrost poziomu izolowanej
z hodowli surfaktyny (z 13,1 na 20,4 mg L?) oraz bardzo wysoki wzrost
poziomu izolowanej ituryny (z 0 na 214,27 mg L) (Rycina 37B,D);

e bakterie szczepow Kol D3 oraz DSM 3257 powoduje wzrost poziomu
izolowanej z hodowli surfaktyny (z 1,5 na 14,5 mg L) oraz bardzo wysoki
wzrost poziomu izolowanej z hodowli ituryny (z 0 na 132,5 mg L?) (Rycina

37B,D).
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Rycina 37. Produkcja surfaktyny (A,B) i ituryny (C,D) w 72-godz. ptynnych hodowlach
bakteryjnych (A,C) oraz bakteryjno-grzybowych z grzybnig F. oxysporum KKP 458
(B,D) z dodatkiem syntetycznego fungicydu AZ (250 mgL?). Kolorem zielonym
oznaczono produkcje surfaktyny. Kolorem niebieskim oznaczono produkcje ituryny.
Jasniejsze odcienie koloréw oznaczajg hodowle bakteryjne, natomiast ciemniejsze —
hodowle bakteryjno-grzybowe. Rdznice statystyczne oznaczano matymi literami alfabetu
tacinskiego. Wartodci oznaczone tg samg literg w ramach wykresu nie réznig sie
od siebie istotnie (p < 0,05).
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Stwierdzono, ze obecnos¢ PR w hodowli bakteryjnej zawierajacej:

e bakterie szczepu Kol D3 powoduje spadek produkciji surfaktyny (z 73,9 na
44,4 mg L) i nie ma wplywu na produkcje ituryny;

e bakterie szczepow Kol D3 oraz DSM 3257 powoduje spadek produkciji
surfaktyny (z 55,9 na 41,0 mg L'Y) oraz znaczny wzrost produkcji ituryny
(z 110,9 na 212,0 mg L?) (Rycina 38A,C).

Ustalono, ze obecnos¢ PR w hodowli bakteryjno-grzybowej zawierajgce;j:

e Dbakterie szczepu Kol D3 powoduje spadek poziomu surfaktyny (13,1 na
4,9 mg L) oraz nie ma wptywu na produkcje ituryny;

o bakterie szczepow Kol D3 oraz DSM 3257 nie ma wptywu na produkcje
biosurfaktantéw (Rycina 38B,D).
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Rycina 38. Produkcja surfaktyny (A,B) i ituryny (C,D) w 72-godz. ptynnych hodowlach
bakteryjnych (A,C) oraz bakteryjno-grzybowych z grzybnig F.oxysporum KKP 458
(B,D) z dodatkiem syntetycznego fungicydu PR (2,4gL%). Kolorem zielonym
oznaczono produkcje surfaktyny. Kolorem niebieskim oznaczono produkcje ituryny.
Jasniejsze odcienie koloréw oznaczajg hodowle bakteryjne, natomiast ciemniejsze —
hodowle bakteryjno-grzybowe. Roznice statystyczne oznaczano matymi literami alfabetu
tacihskiego. Wartosci oznaczone tg samg literg w ramach wykresu nie rdznig sie od
siebie istotnie (p < 0,05).
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V.8. Wptyw bakterii oraz ich metabolitéw na przepuszczalnosé¢ bton, zmiany

w lipidomie grzybni oraz kietkowanie zarodnikéw

W tej czesci pracy stosowano szczepy F. culmorum DSM 1094 i F. sambucinum
IM 6525, cztery szczepy Bacillus (Kol B2, Kol B3, Kol B9, KollL6) oraz szczep
P. koreensis ASK 10.

V.8.1. Przepuszczalnos¢ bton grzybni Fusarium

Hodowle w podiozu ptynnym przygotowywano wedtug metody opisanej
w podrozdziale 1V.3.4, natomiast analize przepuszczalnosci bton wykonano zgodnie
Zz metodg opisang w podrozdziale 1V.6.3. Uktadami kontrolnymi byly hodowle grzybéw
prowadzone w nieobecnosci bakterii.

Stwierdzono, ze grzybnie obu badanych szczepéw Fusarium wyizolowane
z hodowli prowadzonych w obecnosci szczepdw bakteryjnych charakteryzujg sie
podwyzszong (w poréwnaniu do kontroli) przepuszczalnoscig bton komérkowych
(Rycina 39). Najwyzszy wzrost przepuszczalnosci blon powodowany byt przez bakterie
trzech szczepow Bacillus: Kol B3, Kol B9 oraz Kol L6. Stwierdzono korelacje
powyzszych wynikdw z wynikami dotyczacymi wyznaczonej aktywnosci wczesnigj
przeciwgrzybowej w ptynnych hodowlach mieszanych (V.2.2).
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Rycina 39. Przepuszczalnos¢ bton grzybni A)F. culmorum DSM 1094 oraz
B) F. sambucinum IM 6525 wyizolowanej z 72-godz. hodowli ptynnych prowadzonych
w obecnosci bakterii z rodzaju Bacillus lub Pseudomonas. Kontrole (przyjete za 100%
i oznaczone kolorem biatym) stanowity wyniki uzyskane dla hodowli grzybni
prowadzonych w nieobecnosci bakterii. Rdznice statystyczne oznaczano matymi literami
alfabetu tacinskiego. Warto$ci oznaczone tg samg literg w ramach wykresu nie r6znig
sie od siebie istotnie (p < 0,05).
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V.8.2. Zmiany w lipidomie grzybni Fusarium

Zmiany w lipidomie grzybni oceniano na podstawie jakosciowej i ilosciowej
analizy fosfolipidow, wykorzystujgc biomase uzyskang z 72-godz. hodowli ptynnych
(zaréowno monokultur F. culmorum DSM 1094 i F. sambucinum IM 6525, jak i hodowli
mieszanych bakteryjno-grzybowych) (1V.3.3; IV.3.4). Przeanalizowano wptyw obecnosci
bakterii czterech szczepéw Bacillus (Kol B2, Kol B3, Kol B9 i Kol L6) i szczepu
P. koreensis ASK 10 na lipidom grzybni szczepéw DSM 1094 oraz IM 6525. Ekstrakcje
i analize fosfolipidow wykonano zgodnie z metodg opisang w podrozdziale 1V.6.4.

Analiza lipidomiczna wykazata, ze w btonach grzybni obu badanych szczepdw
Fusarium dominujg fosfatydylocholina (PC) i fosfatydyloetanoloamina (PE) (Tabela 14).
Stwierdzono takze, Zze grzybnie badanych szczepdw Fusarium réznig sie stosunkiem
zawartosci PC do PE (ktory wynosi 1:0,9 oraz 1:0,6 odpowiednio dla F. culmorum
DSM 1094 i F. sambucinum IM 6525). Nie stwierdzono innych klas fosfolipidow w prébie
kontrolnej grzybni szczepu DSM 1094. Natomiast w przypadku grzybni IM 6525

stwierdzono nieznaczng zawartos$¢ (0,04%) fosfatydyloglicerolu (PG) (Rycina 40).

Tabela 14. Stosunek zawartosci PC do PE w btonach grzybni F. culmorum DSM 1094
oraz F. sambucinum IM 6525 wyizolowanych z biomasy pochodzgcej z 72-godz.
hodowli prowadzonych w podtozu LB w nieobecnosci lub z dodatkiem bakterii

wybranych szczepdw bakteryjnych.

Stosunek PC do PE *
F. culmorum DSM 1094 F. sambucinum IM 6525

Hodowla grzybowa

Bez dodatku bakterii 1:09 1:06
+ P. koreensis ASK 10 1:1,4 1:0,8
+ Bacillus sp. Kol B2 1:14 1:0,8
+ Bacillus sp. Kol B3 1:16 1:0,9
+ Bacillus sp. Kol B9 1:0,8 1:0,9
+ Bacillus sp. Kol L6 1:0,7 1:1

* Odchylenie standardowe wynosito < 0,13

Stwierdzono, ze obecnos¢ bakterii szczepdéw P. koreensis ASK 10, Bacillus sp.
Kol B2 lub Bacillus sp. Kol B3 w hodowli F. culmorum DSM 1094 powoduje zmiane
stosunku PC do PE w wyizolowanej biomasie z 1:0,9 do odpowiednio 1:1,4; 1:1,4 oraz

1:1,6. W przypadku grzybni F. sambucinum IM 6525 jedyny istotny wptyw bakterii
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na zmiane stosunku PC do PE (z 1:0,6 na 1:1) stwierdzono w prébach biomasy grzybni
uzyskanej z hodowli mieszanej zawierajgcej bakterie Bacillus sp. Kol L6. Uzyskane
wyniki wskazaty, ze w btonach komoérkowych grzybni hodowanych w obecnosci
niektérych szczepéw bakteryjnych dochodzi do wzrostu zawartosci PE w stosunku
do PC.

Poza PC i PE charakterystycznymi dla grzybéw, w analizowanych prébach
uzyskanych z hodowli bakteryjno-grzybowych wyznaczono obecnos¢ fosfolipidéw
charakterystycznych dla bakterii (oznaczonych na Rycinie 40 jako ,PE 15" oraz
,PG 15”). Udziat procentowy bakteryjnych fosfolipidéw w powyzszych prébach zalezat
zarébwno od szczepu Fusarium jak i szczepu bakteryjnego. W przypadku préb
zawierajgcych grzybnie F.culmorum DSM 1094 fosfolipidy charakterystyczne dla
bakterii wyizolowano z hodowli powyzszego grzyba namnazanego z dodatkiem bakterii
Kol B2, Kol B3 lub Kol B9. Z kolei w prébach zawierajgcych grzybnie F. sambucinum
IM 6525 udziat fosfolipidow bakteryjnych stwierdzono w prébach uzyskanych z hodowli
mieszanych zawierajgcych bakterie Kol B3, Kol B9 lub Kol L6. Najwyzszy udziat
procentowy fosfolipidéw bakteryjnych w prébach obu badanych grzybéw wyznaczono
w obecnosci bakterii Bacillus sp. Kol B3. Wynik ten moze wskazywaé, ze bakterie Kol B3
w poréwnaniu do pozostatych szczepdédw bakteryjnych uzytych w badaniu silniej

zdominowaty srodowisko prowadzonych hodowli mieszanych.
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Rycina 40. Porownanie zawartosci procentowej fosfolipidow wyizolowanych z préb biomasy
uzyskanych z 72-godz. hodowli ptynnych A) F. culmorum DSM 1094 oraz B) F. sambucinum
IM 6525. Grzybnie namnazano w monokulturach lub hodowlach z dodatkiem wybranych
szczepow bakteryjnych. Czerwonym konturem oznaczono fosfolipidy charakterystyczne dla
bakterii. Przyjeto nastepujgce oznaczenia:

PC 16 — fosfatydylocholiny zawierajgce kwasy ttuszczowe (16:0i 18:2) oraz (16:01i 18:1);

PC 18 — fosfatydylocholiny zawierajgce kwasy ttuszczowe (18:3118:2); (18:2118:2); (18:21i 18:1);
(18:1i18:1) oraz (18:0i 18:2);

PE 16 - fosfatydyloetanoloaminy zawierajace kwasy tluszczowe (16:1 i 18:2); (16:0i 18:3); (16:0
i 18:2) oraz (16:01i18:1);

PE 18 - fosfatydyloetanoloaminy zawierajgce kwasy tluszczowe (18:3i 18:2); (18:3i 18:1); (18:2
i18:2); (18:2i 18:1) oraz (18:1i 18:1);

PE 15 - fosfatydyloetanoloaminy zawierajgce kwasy ttuszczowe (15:0 i 16:0) oraz (15:0 i 16:1);
PG 15 - fosfatydyloglicerole zawierajgce kwasy ttuszczowe (15:0 i 16:1) oraz (15:0i 15:1).
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Analiza wynikéw wykazata zréznicowany wptyw badanych szczepdw bakteryjnych
na zawartos¢ poszczegolnych fosfolipidow w prébach. W przypadku hodowli zawierajgcych
grzybnie F. culmorum DSM 1094, obecnos¢ bakterii Kol L6 najmniej wplywata na
zawartosci poszczegolnych fosfolipidow charakterystycznych dla grzybéw (Rycina 41A).
Z kolei obecnos¢ bakterii szczepu Kol B2 w hodowli powyzszego grzyba znaczaco
zmieniata poziom identyfikowanych fosfolipidéw PC 18:1 18:1; PE 16:0 18:2 oraz PE 18:1
18:1, podczas gdy szczep Kol B3 wykazywat najwiekszy wplyw na zawarto$¢ PC 18:2 18:2
oraz PG 15:0 16:1.

W przypadku préb zawierajgcych grzybnie F. sambucinum IM 6525 odnotowano
jedynie niewielkie roznice wzglednej zawartosci fosfolipidéw pomiedzy prébami
wyizolowanymi z poszczegolnych hodowli mieszanych (Rycina 41B). Stwierdzono,
ze wszystkie wykorzystane w badaniu szczepy bakteryjnie najsilniej wptywajg na wzgledng
zawartosc fosfolipidu PE 18:1 18:1 w prébach zawierajgcych F. sambucinum IM 6525.
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Rycina 41. Poréwnanie zawartosci fosfolipiddw wyizolowanych biomasy otrzymanej
Z hodowli A) F. culmorum DSM 1094 i B) F. sambucinum IM 6525 prowadzonej w postaci
monokultury lub w postaci hodowli mieszanej bakteryjno-grzybowej. Na rycinie ograniczono
liczbe przedstawionych fosfolipidow do tych, ktérych zawartos¢ procentowa byta wyzsza
niz 10%.
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V.8.3. Kietkowanie zarodnikéw Fusarium

Oceniono wptyw metabolitéw produkowanych przez szczep P. koreensis ASK 10
oraz cztery szczepy Bacillus (Kol B2, Kol B3, Kol B9 oraz Kol L6) na kietkowanie
zarodnikéw F. culmorum DSM 1094 i F.sambucinum IM 6525. Wtym celu
wykorzystano ptyny pohodowlane uzyskane 2z bakteryjnych hodowli ptynnych
przygotowanych wedtug metody opisanej w podrozdziale [V.3.4. Kietkowanie
zarodnikéw badano zgodnie z metodg opisang w punkcie IV.6.5. W probach kontrolnych
jako srodowisko kietkowania zarodnikéw stosowano mieszaning podtoza LB i wody
(1:1 v/v), natomiast w prébach badanych uzywano mieszaniny supernatantéw oraz wody
(1:1 viv).

Obserwacje mikroskopowe wskazaty, ze:

e grzybnia szczepu F.culmorum DSM 1094 wytwarza zarodniki
makrokonidialne, natomiast grzybnia szczepu F. sambucinum IM 6525
produkuje zarodniki mikrokonidialne;

e gestos¢ zarodnikow szczepu IM 6525 w probach otrzymanych po zmyciu
powierzchni grzybni hodowanej na podtozu zestalonym agarem jest okoto
100 razy wyzsza niz w przypadku gestosci zarodnikdw szczepu
DSM 1094;

e zgodnie z obserwacjg wykonang po 24 godz. inkubacji, zarodniki szczepu
IM 6525 kietkujg w prébach kontrolnych (w nieobecnoéci bakteryjnych
metabolitdw) wolniej niz zarodniki szczepu DSM 1094.

Uzyskane wyniki wykazaty, ze metabolity bakteryjne obecne w supernatantach
majg wptyw zaréwno na liczbe zarodnikéw obecnych w prébie jak i na przebieg ich
kietkowania (Rycina 42). Stwierdzono, ze metabolity produkowane przez bakterie
P. koreensis ASK 10 nie hamujg kietkowania zarodnikow F. culmorum DSM 1094,
a jedynie ograniczajg liczbe i rozwdj strzepek w $rodowisku wzrostu. Analiza
mikroskopowa powyzszej proby wykazata obecnosé¢ dtugich, rozgatezionych strzepek
(Rycina 43B; Rycina 44). Ustalono, ze metabolity produkowane przez bakterie
Bacillus sp. Kol B2 silniej hamujg kietkowanie zarodnikow DSM 1094 w poréwnaniu do
prob zawierajgcych ptyn pohodowlany szczepu ASK 10. W obrazie mikroskopowym
powyzszej proby zaobserwowano pojedyncze krotkie strzepki o nielicznych
rozgatezieniach (Rycina 43C; Rycina 44). Najbardziej interesujgce wyniki uzyskano
w przypadku préb zawierajgcych metabolity bakterii Bacillus sp. Kol B3 lub Bacillus sp.
Kol L6, gdzie stwierdzono catkowitg eliminacje zarodnikéw szczepu DSM 1094. Z kolei

metabolity produkowane przez bakterie Bacillus sp. Kol B9, cho¢ nie hamowaly
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kietkowania zarodnikéw grzybni DSM 1094, to znaczaco hamowaty rozwdj strzepek
(Rycina 43D; Rycina 44).

Podobne wyniki uzyskano w oparciu o obserwacje kietkowania zarodnikow
szczepu F. sambucinum IM 6525. Najwieksze ograniczenie kietkowania zarodnikéw
odnotowano w obecnosci metabolitow szczepéw Bacillus sp. Kol B3 lub Bacillus sp.
Kol L6. Z kolei najmniejszy wptyw na przebieg tego procesu wyznaczono stosujgc
supernatanty uzyskane z hodowli szczepdéw P. koreensis ASK 10 (Rycina 45B; Rycina
46) i Bacillus sp. Kol B2 (Rycina 45C; Rycina 46).

a
b
d
cd
cg m wszystkie zarodniki
I o I I m zarodniki kietkujgce
I [

Kontrola + ASK10 + Kol B2 + KolB3 + KolB9 + Kol L6

A)

120

100
80

6

o

4

o

2

Intensywnos¢ kietkowania
zarodnikéw [%]
o

o

B)
120
100

80

a
¢ c
60 b m wszystkie zarodniki
. b i = zarodniki kietkujace
d
5 d
' e e . e e

Kontrola + ASK10 + KolB2 + KolB3 + KolB9 + Kol L6

o

Intensywnos$¢ kietkowania
zarodnikow [%]
o

o

Rycina 42. Wplyw metabolitdw produkowanych przez bakterie ryzosferowe na
kietkowanie zarodnikéw A) F. culmorum DSM 1094 oraz B) F. sambucinum IM 6525.
Proby kontrolne stanowity zarodniki inkubowane w mieszaninie podfoza LB i wody
(2:1 v/v). Probami badanymi byty zarodniki inkubowane w mieszaninach ptynu
pohodowlanego otrzymanego z 72-godz. hodowli wtasciwej wybranych szczepow
bakteryjnych oraz wody (1:1 v/v). Za 100% przyjeto liczbe wszystkich zarodnikéw
obecnych w prébie kontrolnej. Roznice statystyczne oznaczano matymi literami alfabetu
tacinskiego. Wartosci oznaczone tg samg literg w ramach wykresu nie rdznig sie od

siebie istotnie (p < 0,05).
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Rycina 43. Kietkowanie zarodnikdw grzybni F.culmorum DSM 1094 w A) ukfadzie
kontrolnym; lub w obecnosci ptynéw pohodowlanych B) P. koreensis ASK 10;

C) Bacillus sp. Kol B2; D) Bacillus sp. Kol B9.
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Rycina 44. Srednia dtugo$¢ strzepek grzybni F. culmorum DSM 1094 po 48-godz. inkubacji
zarodnikdw w mieszaninie ptynu pohodowlanego (uzyskanego po 72-godz. hodowli bakterii
Bacillus lub Pseudomonas) i wody (50/50 v/v). Kontrole stanowity zarodniki inkubowane

w mieszaninie podfoza LB i wody (50/50 v/v).
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Rycina 46. Srednia dlugo$¢ strzepek grzybni F. sambucinum IM 6525 po 48-godz. inkubacji

zarodnikdw w mieszaninie ptynu pohodowlanego (uzyskanego po 72-godz. hodowli bakterii

Bacillus lub Pseudomonas) i wody (50/50 v/v). Kontrole stanowity zarodniki inkubowane

w mieszaninie podfoza LB i wody (50/50 v/v).
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V.9. Ocena aktywnosci przeciwgrzybowej wybranych szczepéw Bacillus wobec

grzybéw Fusarium z wykorzystaniem nasion ogoérka siewnego

Przeprowadzono ocene wplywu wstepnej inkubacji (zaprawiania) nasion ogorka
siewnego w zawiesinie bakterii wybranych szczepdw Bacillus na kietkowanie nasion oraz
intensywnosc¢ wzrostu siewek zarowno w obecnosci jak i nieobecnosci zarodnikow Fusarium.
Badania przeprowadzono w doniczkach z uzyciem gleby, zgodnie z metodg opisang
w podrozdziale IV.11C. Intensywno$¢ wzrostu siewek i ich korzeni oceniano na podstawie
suchej biomasy. Celem badan byto sprawdzenie, czy komérki wybranych szczepdw bakterii
umieszczone na powierzchni nasion ogorka siewnego mogg skutecznie chroni¢ siewki przed
negatywnym wplywem fitopatogenéw F. culmorum DSM 1094 lub F. sambucinum IM 6525
(ktérych zarodniki dodawano do gleby).

Do doswiadczenia wybrano trzy szczepy Bacillus: Kol B2, Kol B3 oraz Kol B9,
ze wzgledu na wykazywane przez nie réznorodne mechanizmy aktywnosci przeciwgrzybowej
oraz ustalony we wczesniejszym etapie badan brak negatywnego wplywu na rozwoj korzeni

siewek ogorka siewnego (Tabela 15).

Tabela 15. Skrécone podsumowanie wynikéw dotyczacych szczepdw Bacillus wybranych do

badan opisanych w niniejszej czesci pracy.

Ograniczenie

) Produkcja VOCs Wpilyw
Produkcja . wzrostu Zdolnos¢
. i hamujacych ) Wplyw na na
lipopeptydow ] grzybni w do
Szczep wzrost grzybni ~_ kietkowanie wzrost
] [+/7-] ) ) . hodowlach kolonizacji )
Bacillus powierzchniowej zarodnikéw  korzeni
ptynnych [%] strzepek .
DSM 1094 grzybni ogorka
IM 6525
[+/-] DSM M >
Surf. ltur. Feng.
1094 6525
ograniczenie
WZrostu i
Kol B2 + + + - 40,8 49,3 + . brak
rozwoju
strzepek
liza
Kol B3 + + + + 70,7 69,8 - +
zarodnikow
ograniczenie
Kol B9 + + + - 80,8 65,0 + kietkowania +++
zarodnikow
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Oceniono wptyw badanych szczepow bakterii na kietkowanie nasion ogoérka
siewnego w ukladach bez dodatku zarodnikdéw badanych szczepdéw Fusarium.
Stwierdzono, ze wstepna inkubacja (zaprawianie) nasion w zawiesinie bakterii Bacillus
nie powodowata wzrostu intensywnosci kietkowania nasion (w poréwnaniu do kontroli
zawierajgcej nasiona niezaprawione) (Rycina 47). W obecnosci bakterii szczepow
Kol B2 oraz Kol B9 nasiona kietkowaty na poziomie poréwnywalnym do kontroli,
natomiast zaprawienie nasion szczepem Kol B3 nieznacznie ograniczyto kietkowanie
w poréwnaniu z kontrola.

Oceniono takze wplyw obecnosci zarodnikéw F. culmorum DSM 1094 lub
F. sambucinum IM 6525 w glebie na kietkowanie nasion niezaprawionych bakteriami.
Stwierdzono, ze w glebie z zawierajgcej zarodniki DSM 1094 lub IM 6525 kietkowanie
nasion ogérka siewnego jest ograniczane odpowiednio do 56,7 oraz 16,7% (Rycina 47,
Rycina 49A; Rycina 50A).

Analiza wptywu zaprawiania nasion ogérka na kietkowanie w glebie z dodatkiem
zarodnikéw badanych szczepow Fusarium wykazata, ze bakterie szczepdw Kol B2 oraz
Kol B9 ograniczajg negatywny wptyw obu badanych grzybni. Szczegdlnie obecnosé
bakterii szczepu Kol B9 na powierzchni nasion ogorka przyniosta pozytywny efekt,
sprawiajgc, ze nasiona kietkowaty w obecnosci zarodnikow grzybni z poréwnywalng

intensywnoscig jak w uktadach bez zarodnikéw grzybni.
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Rycina 47. Wptyw wstepnej inkubacji (zaprawiania) nasion ogorka siewnego w wodnej
zawiesinie bakterii Bacillus na kietkowanie nasion w glebie z dodatkiem lub bez
zarodnikéw F. culmorum DSM 1094 lub F. sambucinum IM 6525. Oceny dokonano po
120 godz. inkubacji w glebie. Kontrole (przyjeta za 100%) stanowit wynik uzyskany dla
nasion niezaprawionych bakteriami inkubowanych w glebie bez dodatku zarodnikow
DSM 1094 oraz IM 6525. Réznice statystyczne oznaczano matymi literami alfabetu
tacihskiego. Wartosci oznaczone tg samg literg w ramach wykresu nie réznig sie od
siebie istotnie (p < 0,05).
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Oceniono takze wplyw zaprawiania nasion ogérka siewnego na intensywnos¢
wzrostu siewek i ich korzeni w nieobecnosci i obecnosci zarodnikow F. culmorum
DSM 1094 lub F. sambucinum IM 6525. Stwierdzono, ze zastosowane w badaniu
szczepy Bacillus nie majg istotnego wptywu na srednig biomase siewek ogorka i ich
korzeni w uktadach bez dodatku zarodnikow badanych grzybni Fusarium (Rycina 48).
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Rycina 48. Wptyw wstepnej inkubacji (zaprawiania) nasion ogérka siewnego w wodnej
zawiesinie bakterii Bacillus na intensywnos$¢ wzrostu A) siewek ogoérka oraz B) korzeni
siewek ogorka w glebie z dodatkiem lub bez zarodnikéw F. culmorum DSM 1094 lub
F. sambucinum IM 6525. Oceny dokonano po 120 godz. inkubacji w glebie, na podstawie
suchej biomasy. Kontrole stanowit wynik uzyskany dla nasion niezaprawionych
bakteriami inkubowanych w glebie bez dodatku zarodnikéw DSM 1094 oraz IM 6525.
Réznice statystyczne oznaczano matymi literami alfabetu facinskiego. Wartosci

oznaczone tg sama literg w ramach wykresu nie réznig sie od siebie istotnie (p < 0,05).
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W poréwnaniu do zarodnikéw F. culmorum DSM 1094, dodatek zarodnikow
F. sambucinum IM 6525 do gleby powodowat drastyczne ograniczenie nie tylko
kietkowania ale i sredniej biomasy siewek ogoérka i ich korzeni (Rycina 48; Rycina 49A;
Rycina 50A).

Ustalono, ze zaprawienie nasion ogoérka ktérymkolwiek z badanych szczepow
Bacillus ogranicza negatywny wptyw uzytych w badaniu zarodnikow Fusarium
na srednig intensywnosc¢ wzrostu siewek i ich korzeni (Rycina 48; Rycina 49; Rycina
50).

Biorgc pod uwage zarowno wyniki dotyczgce kietkowania nasion, jak i wyniki
dotyczgce intensywnosci wzrostu siewek ogérka (szczegélnie przedstawione na Rycina
50) stwierdzono, ze szczep Bacillus sp. Kol B9 wykazuje najwyzszy potencjat

aplikacyjny ze wszystkich badanych szczepow.
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Rycina 49. Siewki ogorka siewnego po 120-godz. inkubacji nasion w glebie z dodatkiem zarodnikéw F. culmorum DSM 1094.
Nasiona: A) nie inkubowane w zawiesinie bakteryjnej; B) wstepnie inkubowane w zawiesinie Bacillus sp. Kol B2; C) wstepnie inkubowane w zawiesinie
Bacillus sp. Kol B3 oraz D) wstepnie inkubowane w zawiesinie Bacillus sp. Kol B9. Zdjecia wykonano dla siewek pobranych z trzech powtorzen

(30 nasion).
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Rycina 50. Siewki ogorka siewnego po 120-godz. inkubacji nasion w glebie z dodatkiem zarodnikéw F. sambucinum IM 6525.
Nasiona: A) nie inkubowane w zawiesinie bakteryjnej; B) wstepnie inkubowane w zawiesinie Bacillus sp. Kol B2; C) wstepnie inkubowane w zawiesinie
Bacillus sp. Kol B3 oraz D) wstepnie inkubowane w zawiesinie Bacillus sp. Kol B9. Zdjecia wykonano dla siewek pobranych z trzech powtorzen

(30 nasion).
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V.10. Opracowanie poditoza wzrostowego do hodowli bakterii Bacillus

z wykorzystaniem produktéw ubocznych przemystu spozywczego

W ostatnim etapie pracy opracowano sktad podtoza stuzgcego do efektywnego
namnazania bakterii o stwierdzonym w poprzednim rozdziale (V.9) wysokim potencjale
aplikacyjnym (Bacillus sp. Kol B9). Przygotowano 36 wariantow ptynnych podiozy
zawierajgcych: wodny ekstrakt skérki marchwi, 10% wody roztwér tryptonu oraz wodng
zawiesine drozdzy odpadowych (111.2.6). Powyzsze skfadniki mieszano w roznych
proporcjach, a po uzupetnieniu wodg destylowang oraz doprowadzeniu pH do wartosci
7, podtoza sterylizowano. Liczbe bakterii w 1 mL hodowli okreslano na podstawie liczby
jednostek tworzgcych kolonie na podtozu bulionowym zestalonym agarem, stosujgc
metode opisang w podrozdziale IV.4.2. Uzyskane wyniki porownywano z wynikami
uzyskanymi dla hodowli prowadzonej w podtozu LB.

Stwierdzono, ze podtoza zawierajgce 0,5% wodnego ekstraktu marchwi i 2 lub
5% wodnej zawiesiny drozdzy skutkowaty najbardziej intensywnym wzrostem bakterii
szczepu Kol B9 (Tabela 16). Najwiekszg liczbe komodrek bakteryjnych wyznaczono
w hodowli prowadzonej w podtozu zawierajgcym 0,5% ekstraktu ze skorki marchwi,
5% zawiesiny drozdzy oraz 0,1% tryptonu. W powyzszej hodowli liczba bakterii
osiggneta 30,63 x 107 komérek/mL, co stanowito ponad dwukrotny wzrost w poréwnaniu
do hodowli prowadzonej w podtozu LB, w ktérej odnotowano 13,2 x 107 komérek/mL.

W podsumowaniu wynikow stwierdzono, ze produkty uboczne przemystu
spozywczego, takie jak drozdze odpadowe uzyskane po produkcji piwa czy skorki
z marchwi, moga by¢ wykorzystane do opracowania efektywnego i ekologicznego

podfoza wzrostowego zapewniajgcego intensywny wzrost biomasy Bacillus sp. Kol B9.
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Tabela 16. Liczba komorek Bacillus sp. Kol B9 w 1 mL 24-godz. hodowli w podtozach

zawierajgcych rdzne proporcje produktow ubocznych przemystu spozywczego (wodng

zawiesine drozdzy, 10% roztworu tryptonu oraz wodny ekstraktu ze skorki marchwi).

Liczba komérek w hodowli kontrolnej prowadzonej w podtozu LB wynosita 13,2 x 107,

Wodna zawiesina drozdzy
Ekstrakt ze 0,1% 1% 204 5%
skorki Trypton [%)]
marchwi [%] Liczba komérek Bacillus sp. Kol B9 x 107
w 1 mL hodowli

0 1,57 2,41 14,33 14,70

0,25 0,1 1,79 3,72 8,52 7,97

1 4,60 3,44 9,90 7,73
0 0,76 6,09 23,63 21,17
0,5 0,1 0,34 3,70 14,33 30,63
1 0,40 5,04 14,13 19,43

0 0,10 10,03 13,68 0,93

1 0,1 0,15 2,44 3,28 0,52

1 0,45 1,88 2,29 1,35
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VI. Dyskusja

Pomimo rozlegtej wiedzy na temat bakterii PGPR, do ktérych nalezg miedzy
innymi niektére szczepy Bacillus i Pseudomonas, zdolnos¢ tych drobnoustrojow
do produkgcji biosurfaktantow i wykorzystywania ich w walce z patogenami grzybowymi
(szczegdlnie w obecnosci zanieczyszczen antropogenicznych w Srodowisku) wcigz
wymaga dalszych badan.

W poczatkowych etapach niniejszej pracy stosowano 80 szczepdw bakteryjnych
— 77 szczepow Bacillus i trzy szczepy Pseudomonas. Wyznaczono profile produkcji
biosurfaktantéw oraz oceniono aktywnos¢ przeciwgrzybowg wobec dwoch grzybow —
F. culmorum DSM 1094 i F. sambucinum IM 6525. Wraz z postepem pracy stopniowo
zawezano pule szczepow bakteryjnych wybieranych do realizacji kolejnych badah.
Wyboru dokonywano w oparciu o roznorodne kryteria, do ktérych miedzy innymi
nalezaty: miejsce izolacji szczepu, profil i poziom produkcji cLP, aktywnos$é
przeciwgrzybowa, zdolnos¢ do degradacji zanieczyszczen oraz wptyw na kietkowanie
nasion i wzrost siewek ogérka siewnego.

Zastosowane w pracy szczepy bakterii pochodzity ze srodowisk potencjalnie
réznigcych sie poziomem zanieczyszczenia zwigzkami pochodzenia
antropogenicznego. W puli ocenianych szczepéw bakteryjnych znalazty sie zaréwno
izolaty pochodzace z gleby ryzosferowej, pobranej z terenéw wiejskich i lesnych,
jak i z terenéw miejskich. W wiekszosci, do analiz wybrane zostaty szczepy z terenow
wiejskich i lesnych (65 z 80 szczepdw), z uwagi na wysokg aktywnosé powierzchniowg
ptynéw pohodowlanych oraz na profil produkcji cLP. Poziom zanieczyszczenia gleby
w duzym stopniu determinuje skfad i bioréznorodnos¢ spotecznosci bakteryjnych, ktére
ja zamieszkujg (Sazykinaiin. 2022). Tym samym, gleba z terenéw wiejskich i lesnych
moze charakteryzowacé sie bardziej zréznicowang mikrobiotg. W kontekscie rolnictwa
i ochrony ro$lin, bakterie z terenéw wiejskich mogg byc¢ lepiej przystosowane
do warunkow, w jakich bytby stosowane jako biofungicydy.

Do badan wybrano w wiekszosci szczepy Bacillus zdolne do produkcji dwéch lub
trzech biosurfaktantéw o budowie cLP, z uwagi na doniesienia literaturowe, wedtug
ktérych cLP-Bc moga wzajemnie wzmacniaC i wspomagaé swoje dziatanie
przeciwgrzybowe. Na przyktad, w wyniku badan nad hamowaniem rozwoju
fitopatogennego wobec ziemniaka szczepu Phytophthora infestans W101, Wang i in.
(2020) stwierdzili, ze produkowane przez szczep B. pumilus W-7 surfaktyna i fengicyna
wykazujg zdolnos$¢ do synergistycznego hamowania wzrostu badanej grzybni. W efekcie
tej pracy ustalono, ze surfaktyna bierze udziat w indukcji ISR, podczas gdy fengicyna

przede wszystkim odpowiada za deformacje komorek grzybowych, indukcje stresu
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oksydacyjnego oraz destabilizacje dziatania mitochondriéw. Podobnie, w badaniach nad
dziataniem surfaktyny, fengicyny i mykosubtiliny, prowadzonych przez Mihalache i in.
(2018), stwierdzono wzmocniony efekt dziatania mykosubtiliny i surfaktyny wobec
fitopatogennego szczepu F. oxysporum f. sp. iridacearum. Potgczenie powyzszych
zwigzkoéw znacznie zwiekszato aktywnosé przeciwgrzybowa, szczegdlnie w niskich
stezeniach. Z kolei Liu i in. (2014a), w wyniku badan nad synergistycznym dziataniem
roznych cLP-Bc wobec fitopatogennych grzybow wykazali, ze interakcje pomiedzy
poszczegdlnymi biosurfaktantami mogg wywotywac efekty addytywne, synergistyczne
lub negatywne (zaleznie od zastosowanego szczepu grzybowego). Autorzy podkreslili,
ze korzysci ptyngce z dziatania szczepdw produkujgcych rézne cLP powinny byé
oceniane indywidualnie dla kazdego szczepu.

W puli wybranych szczepow w wigkszos$ci znalazty sie izolaty zdolne do produkcji
fengicyny oraz nadprodukcji surfaktyny i ituryny (przyjeto, ze jest to poziom nie nizszy
niz 15 mg L?). W literaturze naukowe;j istnieje niewiele prac, ktore opisujg jednoczesng
produkcje surfaktyny, ituryny i fengicyny przez bakterie Bacillus. W pracy autorstwa
Jasimiin. (2016) wykorzystano technike PCR oraz LC-MS/MS do potwierdzenia,
ze endofityczny szczep Bacillus sp. BmB 9 jest zdolny do jednoczesnej produkcji
surfaktyny, ituryny i fengicyny. Nie wykonano jednak analizy ilosciowej tych zwigzkdw.
W pracy Paraszkiewicziin. (2017) badano zdolnos¢ szes$ciu szczepow Bacillus
do produkcji surfaktyny, ituryny i fengicyny. Wykorzystujgc technike LC-MS/MS
do ilosciowej oceny surfaktyny i ituryny oraz technike MALDI-TOF/TOF do jakosciowej
oceny produkcji fengicyny wyznaczono, ze sposrdéd szesciu badanych szczepéw,
trzy wykazywaty zdolno$¢ do produkcji wszystkich trzech cLP.

Warto zaznaczy¢, ze szczepy Bacillus zdolne sg do wytwarzania innych niz cLP-
Bc metabolitéw wtérnych, zdolnych do ograniczania wzrostu grzybni (Caulier i in. 2019).
W zwigzku z tym, poza szczepami Bacillus produkujgcymi jednoczesnie surfaktyne,
ituryne i fengicyne, do badan wybrano rowniez szczepy zdolne do produkcji tylko dwéch
lub jednego z powyzszych cLP-Bc oraz takie szczepy, w hodowlach ktérych nie
stwierdzono produkcji cLP-Bc. Wybdr ten opierat sie na checi zbadania szczepéw
o réznorodnych uzdolnieniach metabolicznych.

WsSrod szczepow stosowanych w niniejszej pracy, najwyzszym poziomem
produkcji  surfaktyny  (109,2 mgL?') charakteryzowat sie szczep Kol B1.
Dane literaturowe wskazujg, ze wyznaczany poziom produkcji danego biosurfaktanta
zalezy od wielu czynnikow, miedzy innymi od czasu prowadzenia hodowli, sktadu
podtoza, a takze sposobu ekstrakcji. Na przyktad w pracy autorstwa Ptazy i in. (2015)
dla szczepu B. subtilis KP7 ustalony poziom produkcji surfaktyny wynosit 40,2 mg L7,

przy czym zwigzek ten izolowano z 48-godz. hodowli w podtozu LB stosujgc wstepne
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zakwaszenie ptynu pohodowlanego, a nastepnie ekstrakcje mieszaning octanu etylu
i metanolu. W pracy Paraszkiewicz iin. (2017) zastosowanie techniki QUEChERS do
ekstrakcji surfaktyny oraz wydtuzenie czasu hodowli szczepu KP7 do 72 godz.
powodowato, ze poziom izolowanej z ptynu pohodowlanego surfaktyny wzrést do
61,5 mg L. Z kolei wydtuzenie czasu hodowli tego szczepu do 96 godz. W podtozu LB
powodowato, Ze wyznaczany poziom surfaktyny  wynosit 100,3mgL*
(Paraszkiewicz i in. 2018). Dodatkowo, w powyzszej pracy stwierdzono, ze produkcja
surfaktyny przez szczep KP7 wzrasta dwukrotnie jesli bakterie zamiast w podtozu LB
hodowane sg w podtozu Coopera. Jungiin. (2012) ustalili, ze wyizolowany ze
$rodowiska (dziki) szczep B. subtilis 1012WT produkuje 21,0 mgL*? surfaktyny,
natomiast, mutant charakteryzujgcy sie nadekspresjga genow  sygnalizacji
pozakomorkowej bakterii, wydziela 6-krotnie wiecej tego zwigzku (135,1 mg L?). Istniejg
réwniez dane literaturowe, wskazujgce, ze niektére szczepy Bacillus bezposrednio
izolowane ze $rodowiska takze sg zdolne bardzo wysokiej produkcji biosurfaktantow.
Przyktadem moze byé szczep B. subtilis #573 wyizolowany z préby ropy naftowej
pochodzacej z szybu wiertniczego w Brazylii (Gudifa i in. 2012). Bakterie tego szczepu
byty zdolne do produkcji az 1,3 g L' surfaktyny podczas hodowli w podtozu CSL
(ang. Corn Steep Liquor) zawierajgcym jako gtowny sktadnik odzywczy wyciagg
namokowy kukurydzy (Gudifaiin. 2015). Dodatkowo, wykazano, ze produkcje
surfaktyny przez szczep #573 mozna zwiekszy¢ do poziomu 4,4 g L wprowadzajgc
do podtoza jony manganu.

W przypadku szczepéw Bacillus badanych w niniejszej pracy najwyzsze poziomy
produkcji ituryny wynoszace 517,1 oraz 420,1 mg L ustalono kolejno dla izolatéw
Kol S11 i Kol Si4. Szczepy stosowane we wczesniejszych badaniach prowadzonych
przez KMPiB Ut, pomimo nadprodukcji ituryny, charakteryzowaty sie o wiele nizszym
poziomem wytwarzania tego cLP. Najwyzsze poziomy produkcji ituryny w pracach
Paraszkiewicz i in. (2017, 2018) wynosity 132,5 oraz 73,3 mg L* kolejno dla szczepdéw
B. subtilis IM 13 oraz B. subtilis I'-1a. Z kolei wyniki uzyskane przez Xuiin. (2020)
wskazaty, ze dziki szczep B. amyloliquefaciens byt zdolny do produkcji 409 mg L*
ituryny. Podobnie wysokie poziomy produkcji powyzszego cLP, wynoszgce 449 oraz
430 mg L, wykazali Gao i in. (2022) oraz She i in. (2024) dla dwéch dzikich szczepéw
B. amyloliquefaciens. W literaturze naukowej opisano rowniez szczepy Bacillus zdolne
do wyzszej produkcji ituryny, jednak badania te zazwyczaj koncentrujg sie na
optymalizacji sktadu podtoza wzrostowego (Xuiin. 2020) lub wykorzystujg rozne
strategie inzynierii genetycznej w celu maksymalizacji produkcji tego cLP (Xu i in. 2020;
Gaoiin. 2022; She iin. 2024).
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W puli szczepoéw bedgcych modelami badawczymi w niniejszej pracy znalazty sie
réwniez trzy szczepy Pseudomonas. W wyniku analiz przeprowadzonych technikami
LC-MS/MS oraz MALDI-TOF/TOF ustalono, ze szczepy te nie wydzielajg RL, natomiast
sg zdolne do produkcji cLP-Ps. Stwierdzono, ze szczep P. fluorescens ASK 68
produkuje wiskozyne oraz HAA (bedacy prekursorem RL), szczep P. koreensis ASK 10
wydziela folipeptyne, natomiast szczep Pseudomonas sp. Zg 9.3 produkuje milkisyne C.

Wedtug danych literaturowych, wiskozyna jest gtéwnie produkowana przez
szczepy P. fluorescens (Geudens iin. 2017; Guan i in. 2024). Niemniej jednak istniejg
doniesienia, wedtug ktérych szczepy innych gatunkéw Pseudomonas, np. P. libanensis
M9-3 (Sainiiin. 2008) czy P. antarctica 28E (Ciurko iin. 2023), rowniez moga by¢
zdolne do produkcji wiskozyny. Powyzszy lipopeptyd (podobnie jak wiele innych cLP-
Ps), opisywany jest jako zwigzek, ktéry moze mie¢ zastosowanie w medycynie,
w ochronie roslin czy tez w procesach bioremediacji (np. w technikach polegajgcych na
usuwaniu wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych z gleby czy podczas
mikrobiologicznego odzyskiwania ropy naftowej) (Sainiiin. 2008; Alsohimiin. 2014;
Guaniin. 2024; Ma i in. 2023). Badania nad szczepem P. fluorescens SBW25 wykazaty,
ze wiskozyna odgrywa kluczowg role w ruchliwosci bakterii (ang. motility), podczas
formowania biofilmow i w efektywnej kolonizacji korzeni pszenicy. Wykazano takze
istotny udziat wiskozyny w ochronie roslin przed fitopatogenami, w tym przed szczepem
Pythium sp. FFP1 (Alschimiin. 2014; Bonnichseniin. 2015, Guaniin. 2024).
Geudens iin. (2017) ustalili, ze wiskozyna produkowana przez szczep P. fluorescens
DR54 (podobnie jak wiele innych cLP) wykazuje silng aktywnos¢ przeciwbakteryjng
i wptywa na przepuszczalnos¢ bton komorkowych.

Stwierdzono, ze stosowany w niniejszej pracy szczep P. fluorescens ASK 68,
poza wiskozyna, jest rowniez zdolny do produkcji HAA. Powyzszy metabolit opisywany
jest w literaturze jako zwigzek bedgcy prekursorem RL (Germer i in. 2020). Zdolnos¢ do
produkcji tego zwigzku wykazano dotychczas miedzy innymi dla szczepu P. aeruginosa
(Deziel i in. 2003). HAA charakteryzuje sie wysokg aktywnoscig powierzchniowg (silnie
obniza napiecie powierzchniowe) oraz bierze udziat w procesie kolonizacji powierzchni
przez wytwarzajgce go bakterie. Tiso i in. (2017) stwierdzili, ze niewielki rozmiar HAA
sprawia, ze wiecej czgsteczek moze gromadzic sie na granicy dwoéch faz réznigcych sie
powinowactwem do wody, co w efekcie prowadzi do silniejszego spadku napiecia
powierzchniowego (w porownaniu do wigkszych czgsteczek innych surfaktantéw).

W niniejszej pracy ustalono, ze szczep P. koreensis ASK 10 jest zdolny do
produkgcji folipeptyny — cyklicznego lipopeptydu, wyizolowanego po raz pierwszy przez
Uiiin. (1997) z hodowli P. fluorescens. Folipeptyna jest cLP-Ps zaliczanym do grupy

amfisyn (Raaijmakers i in. 2006). Niewiele jest danych w literaturze naukowej na temat
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powyzszego zwigzku. W pracy Uiiin. (1997), opisano folipeptyne jako inhibitor
fosfolipaz C — grupy enzyméw odgrywajgcych kluczowg role w szlakach
sygnalizacyjnych komoérek réznych organizméw. Powyzsze enzymy biorg udziat
m.in. we wzroscie grzybni, produkcji zarodnikow oraz procesie infekowania tkanek
roslinnych (Fangiin. 2023). Biorgc pod uwage funkcje folipeptyny jako inhibitora
fosfolipaz C, powyzszy biosurfaktant potencjalnie moze odgrywaé pozytywng role w
ochronie roslin przed fitopatogennymi grzybami. Przeglad danych literaturowych nie
wskazat innych doniesien na temat szczepdéw P. koreensis zdolnych do produkcji
folipeptyny. Istniejg natomiast doniesienia na temat szczepéw tego gatunku bakterii
zdolnych do produkcji lokisiny (Hultberg iin. 2009; Gu iin. 2020) — lipopeptydu, ktéry
podobnie jak folipeptyna nalezy do grupy amfisyn (Sgrensen i in. 2002).

Na podstawie wynikdw uzyskanych w niniejszej pracy ustalono, ze szczep
Pseudomonas sp. Zg 9.3, wyizolowany ze Sktadowiska Odpaddw Niebezpiecznych
w Zgierzu, ma zdolno$¢ do produkcji milkisyny C. Milkisyna jest niedawno odkrytym
przeciwbakteryjnym cLP, ktory moze by¢ wydzielany przez niektére szczepy
Pseudomonas w formie czterech izoform: A, B, C lub D (Chauhan i in. 2023). Powyzszy
zwigzek po raz pierwszy zostat wyizolowany z hodowli szczepu Pseudomonas sp.
UCMA 17988 pochodzgcego z mleka krowiego (Schlusselhuberiin. 2018;
Schlusselhuber i in. 2020). Wykazano, ze milkisyna dziata przeciwbakteryjnie wobec
szczepOw nalezgcych do Listeria monocytogenes, Salmonella enterica czy
Staphylococcus aureus (Schlusselhuber i in. 2018; Chauhan i in. 2023).

W niniejszej pracy oceniono aktywnos¢ przeciwgrzybowa badanych szczepow
bakteryjnych wobec szczepdéw grzybow z rodzaju Fusarium, wykorzystujgc zaréwno
hodowle na podtozu zestalonym agarem, jak i hodowle prowadzone w podtozu ptynnym.
Analizowano dziatanie przeciwgrzybowych metabolitdw wydzielanych do podfoza oraz
zwigzkoéw o charakterze lotnym. Wyniki badah wykazaty zréznicowang aktywnosc
przeciwgrzybowg badanych szczepow.

W czesci badan, w ktérej wykorzystano podloze zestalone agarem, szczep
Bacillus sp. Kol B2 wyrdzniat sie najwiekszg skutecznoscig, hamujgc wzrost grzybni
F. culmorum DSM 1094 o 55,9%, a F. sambucinum IM 6525 o 40,0%. Wyznaczono
stabg ujemng korelacje pomiedzy wyzszg produkcjg surfaktyny przez szczepy z rodzaju
Bacillus a intensywnoscig wzrostu grzybni (-0,40 dla uktadéw z grzybnig szczepu
DSM 1094 oraz 0,40 dla uktadow z grzybnig szczepu IM 6525). W przypadku produkcji
ituryny stwierdzono umiarkowang ujemng korelacje z intensywnoscig wzrostu grzybni
(- 0,53 dla ukfadow z grzybnig szczepu DSM 1094 oraz -0,52 dla uktadow z grzybnig
szczepu IM 6525). Wynik ten wskazuje na cze$ciowy udziat powyzszych lipopeptyddéw

W ograniczaniu wzrostu obu badanych grzybow. Staba korelacja w przypadku surfaktyny
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sugeruje, ze jej wptyw na hamowanie wzrostu strzepek jest stabszy, podczas gdy
umiarkowana korelacja w przypadku ituryny wskazuje na silniejszy efekt hamujgcy
wzrost badanych fitopatogenéw. Mimo to, prawdopodobnie w aktywnosci
przeciwgrzybowej biorg udziat réwniez inne czynniki.

Sposréd 75 ocenionych szczepow bakteryjnych, w przypadku 22 hodowli dual
culture z grzybnig F.sambucinum IM 6525 obserwowano kolonizacje powierzchni
strzepek przez bakterie oraz intensywny, dendrytyczny wzrost populacji bakteryjnej
w kierunku macierzystej kolonii bakteryjnej. Proces ten skutecznie uniemozliwit dalszg
kolonizacje powierzchni podioza przez strzepki. Zjawisko to stanowi przyktad
konkurencji drobnoustrojow o Srodowisko wzrostu. Bakterie wielu szczepoéw Bacillus
mogg poruszac¢ sie w srodowisku za pomocg rzesek (ang. swimming motility) lub
przemieszcza¢ sie ruchem Slizgowym (ang. sliding motility) w wyniku wydzielania
biosurfaktantéw (Sharma iin. 2021). Istniejg dane, wedtug ktoérych obecnos$¢ grzybni
w srodowisku wzrostu utatwia bakteriom ruch za pomocg rzesek. Powyzszy proces
pozwala komérkom bakteryjnym na poruszanie sie wzdtuz strzepek oraz ich kolonizacje
(Kohlmeier iin. 2005; Inghamiin. 2011). Wedlug Haqiin. (2014) strzepki grzybow
mogg wigzac¢ czgsteczki wody wokot swoich komérek, a tym samym wspomagaé
ruchliwos¢ bakterii. Pioniin. (2013) stwierdzili, ze obecnos¢ rzesek na komérkach
szczepu P. putida KT2440 pozwala bakteriom przemieszczac sie po powierzchni grzybni
Morchella crassipes a tym samym zwieksza zdolnos¢ bakterii do przetrwania
w $rodowiskach o ograniczonym dostepie wody. Z kolei w wyniku wydzielania zwigzkow
powierzchniowo czynnych dochodzi do obnizenia napiecia miedzyfazowego,
co dodatkowo utatwia komoérkom bakteryjnym przemieszczanie sie po réznych
powierzchniach, a takze umozliwia skuteczne kolonizowanie réznego rodzaju struktur
oraz wytwarzanie biofilmu (Sharmai in. 2021).

W wyniku przeprowadzonych w niniejszej pracy analiz mikroskopowych
w przypadku 22 z 75 badanych szczepdw zaobserwowano wzrost komorek bakteryjnych
wzdtuz strzepek F. sambucinum IM 6525. Stwierdzono takze, ze szczepy kolonizujgce
powierzchnie strzepek tej grzybni miaty statystycznie wiekszg zdolno$¢ do hamowania
jej wzrostu niz te, ktére nie wykazywaty tego zjawiska. Ponadto, poréwnujgc te wyniki
z danymi dotyczgcymi produkcji surfaktyny i ituryny, zauwazono, ze szczepy zdolne do
kolonizacji strzepek szczepu IM 6525 czesciej produkowaty ituryne w ilosci
przekraczajgcej 200 mg L™" oraz czesciej wytwarzaty fengicyne niz te, ktére nie
wykazywaty tej zdolnosci.

Zjawisko kolonizacji strzepek przez komorki innych drobnoustrojow nie jest nowe.
Pisiiin. w 2006 r. opisali pasozytnicze dziatanie roznych szczepow z rodzaju

Trichoderma  (nalezacych do  PGPF) wobec  szczepéw  F. culmorum,
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Fusarium graminearum i Fusarium nivale. Proces ten polegat otaczaniu komodrek
Fusarium przez strzepki Trichoderma. Podobnie Chegeiin. (2010) wykazali,
ze pasozytnicze dziatanie szczepu T. harzianum polega na wzroscie strzepek, scisle
przylegajgcych do strzepek zywiciela (fitopatogennego szczepu Pythium). W wyniku
dziatania réznych metabolitdw wydzielanych przez Trichoderma dochodzito do
degradacji komérek Fusarium. Podobne zjawisko obserwowane jest takze w przypadku
niektorych szczepow bakteryjnych. Na przyktad, wykazano, ze komorki P. fluorescens
BBc6 majg zdolnos¢ do tworzenia biofilmu na strzepkach Laccaria bicolor S238N (Miquel
Guennoc i in. 2017; 2018). Kjeldgaard i in. (2019) badali tego typu interakcje stosujgc
rozne szczepy B. subtilis oraz szczepy grzybdéw nalezgce do gatunkow Aspergillus niger
i Agaricus bisporus. Uzyskane w powyzszej pracy wyniki wskazaty, ze macierz biofilmu
jest kluczowym elementem w procesie kolonizacji strzepek grzybni.

W niniejszej pracy, wykorzystujgc hodowle na podiozu statym, zbadano takze
zdolnos¢ wybranych 32 szczepdw bakteryjnych do produkciji przeciwgrzybowych
zwigzkéw o charakterze lotnym (VOCs). Zastosowana metoda analizy z uzyciem
dwukomorowych szalek Petriego uniemozliwita migracje metabolitéw takich jak cLP
w podtozu i spowodowata, ze w efekcie znaczna wiekszos¢é badanych szczepéw
bakteryjnych miata jedynie niewielki wplyw na wzrost grzybni powierzchniowej
szczepu F. culmorum DSM 1094 oraz nie miata zadnego wptywu na wzrost grzybni
powierzchniowej szczepu F. sambucinum IM 6525. Sposréd ocenianych szczepodw,
VOCs produkowane przez Bacillus sp. Kol B3 oraz Bacillus sp. KAS 2.2 najsilniej
hamowaty wzrost grzybni powierzchniowej szczepu DSM 1094. W obecnosci tych
bakterii, intensywnos¢ wzrostu grzybni wynosita kolejno 74,9 oraz 71,0%. Dla siedmiu
szczepOw nie stwierdzono produkcji zwigzkédw hamujgcych wzrost grzybni
powierzchniowej (intensywnos¢ wzrostu grzybni wynosita 2= 95%). W pozostatych
uktadach wzrost powierzchniowy grzybni miescit sie w przedziale od 79,8 do 93,6%.
W badaniach  przeprowadzonych przez Heiin. (2020) z wykorzystaniem
dwukomorowych ptytek Petriego stwierdzono, ze szczep B. methylotrophicus BCN2
ograniczat wzrost grzybni szczepu F. oxysporum o okoto 10-20%. W cytowanej pracy
najwyzszy poziom zahamowania wzrostu grzybni (47%) w obecnosci VOCs
wydzielanych przez bakterie szczepu BCN2 wyznaczono dla szczepu grzyba z rodzaju
Botryosphaeria.

W niniejszej pracy obserwowano réznorodny wptyw bakteryjnych VOCs na
wzrost grzybni powietrznej badanych szczepdw Fusarium. Podobnie jak w przypadku
grzybni powierzchniowej, nie stwierdzono wptywu bakteryjnych VOCs na grzybnie
powietrzng F. sambucinum IM 6525. Zaobserwowano jednak wyrazny wptyw tych

zwigzkébw na grzybnie powietrzng drugiego badanego szczepu - F.culmorum

172



DSM 1094. Réznica w dziataniu VOCs na oba szczepy grzybowe moze wynikaé
z indywidualnych cech danego grzyba, takich jak na przyktad intensywnos¢
zarodnikowania. W pézniejszych badaniach nad wplywem metabolitow bakterii na
kietkowanie zarodnikéw stwierdzono, ze gestos¢ zarodnikow szczepu IM 6525
otrzymana pod zmyciu powierzchni grzybni byta okoto 100 razy wieksza niz gestosc
zarodnikébw w probie szczepu DSM 1094. Heiin. (2020) roéwniez obserwowali
zroznicowany wptyw bakterii wytwarzajgcych VOCs na grzyby. Stwierdzili takze,
ze VOCs produkowane przez bakterie B. thurigiensis BCN10 nie majg wptywu na wzrost
grzybni szczepu F. oxysporum, ale ograniczajg wzrost innych grzybow, np. szczepu
Penicillium expansum.

W niniejszej pracy stwierdzono, ze wszystkie oceniane 32 szczepy bakteryjne
wydzielajg VOCs, wptywajgce na morfologie strzepek powietrznych grzybni F. culmorum
DSM 1094. Wyznaczono, ze zwigzki wydzielane przez Bacillus sp. Kol D4 miaty
najwiekszy wptyw, powodujgc wyrazne zahamowanie rozwoju strzepek powietrznych.
Inni badacze réowniez obserwowali wptyw bakteryjnych VOCs na intensywnos$¢ wzrostu
oraz morfologie strzepek grzybni. Zhangiin. (2020a) zaobserwowali, ze w wyniku
dziatania VOCs wytwarzanych przez B. subtilis ZD01 grzybnia Alternaria solani stawata
sie bardziej zbita i zmieniata barwe. Podobnie, Chaves-Lépez i in. (2015) podczas analiz
z uzyciem dwukomorowych szelek Petriego zaobserwowali cztery rézne efekty dziatania
VOCs wydzielanych przez bakterie roznych szczepéw Bacillus na morfologie grzybni:
1) silne ograniczenie sporulacji u A. flavus MG09 w obecnosci VOCs B. cereus SV40,
B. subtilis SV36/2 i B.coagulans SV95; 2)silne hamowanie wzrostu grzybni
M. perniciosa DM4B w obecnosci VOCs B. cereus SV75-1; 3) zmiane morfologii grzybni
polegajacg na ograniczeniu produkcji rozowego pigmentu przez szczep F. oxysporum
f.sp. lactucae MA28 w obecnosci VOCs B. amyloliquefaciens M49 oraz 4) stymulacje
wzrostu grzybni oraz zarodnikowania w prébach A. clavatus MG103 i A. parasiticus
MG51, poddanych dziataniu VOCs wydzielanych odpowiednio przez szczep B. cereus
SV40 i B. amyloliquefaciens SV20-2. Jako gtéwny mechanizm lezgcy u podstaw
dziatania przeciwgrzybowych VOCs wskazywana jest indukcja stresu oksydacyjnego
oraz zaburzenie struktury sciany komorkowej i btony, prowadzgce nawet do lizy komoérek
(Liiin. 2012; Tahiriin. 2017; Ebadzadsahraiiin. 2020; Wangiin. 2021; Zhaoiin.
2022D).

Badajgc aktywnos¢ przeciwgrzybowg w ramach niniejszej pracy wykorzystano
nie tylko hodowle na podtozu statym, ale réwniez hodowle w podtozu ptynnym.
Jednoczesne namnazanie komorek bakteryjnych i grzybowych w srodowisku ptynnym
spowodowato, ze grzybnia miata bardziej réwnomierny kontakt z metabolitami

bakteryjnymi niz w hodowli prowadzonej na podtozu statym. Wyniki analizy hodowli
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mieszanych (bakteryjno-grzybowych), ktére prowadzono w warunkach wstrzgsanych
ponownie wykazaty zréznicowang aktywnosé przeciwgrzybowg bakterii. Stwierdzono,
ze wiekszos¢ badanych szczepdw bakteryjnych znaczaco hamuje wzrost grzybni obu
uzytych w badaniu szczepdéw Fusarium. Najwyzszg aktywnoscig przeciwgrzybowa
charakteryzowaly sie szczepy Bacillus opisywane symbolami Kol B1, Kol Si4 oraz
Kol Si6, dla ktérych ograniczenie wzrostu grzybni szczepu DSM 1094 wynosito kolejno
75,5; 73,9 oraz 81,8%, a wzrostu szczepu IM 6525 odpowiednio 81,7; 80,1 oraz 80,6%.
Wczesniejsze badania prowadzone w KMPiB UL z uzyciem hodowli ptynnych do oceny
aktywno$ci przeciwgrzybowej szczepéw Bacillus wykazaty, Ze ograniczenie wzrostu
biomasy grzybni réznych szczepédw z rodzaju Fusarium w obecnhosci szczepow
B. subtilis IM 13 i B. subtilis IM 14 miesci sie w przedziale odpowiednio 50,5-56,2 oraz
43,3-47,1% (Paraszkiewicz iin. 2017). W niniejszej pracy takze zbadano dziatanie
przeciwgrzybowe szczepéw IM 13 oraz IM 14 wobec grzybni innych szczepdw Fusarium
(DSM 1094 oraz IM 6525). Aktywnosc¢ przeciwgrzybowa wyznaczona w niniejszej pracy
byta poréwnywalna do wynikéw z pracy Paraszkiewicziin. (2017). W obecnosci
komoérek szczepu IM 13 wzrost grzybni Fusarium szczepow DSM 1094 oraz IM 6525 byt
ograniczony odpowiednio o 55 oraz 61%, natomiast w obecnosci komérek szczepu
IM 14 ograniczenie wzrostu grzybni wynosito odpowiednio 41 oraz 53%. W pracy
Putriiin. (2021), w ktoérej oceniano wptyw B. subtilis W3.15 na wzrost szczepu
F. oxysporum (na podstawie biomasy grzybni), stwierdzono, ze obecnos¢ bakterii
w hodowli ptynnej ogranicza wzrost grzybni o 70%. Z kolei w pracy Dukare i in. (2020)
nad aktywnos$cig przeciwgrzybowg Pseudomonas spp. NS-1 i Bacillus spp. NS-22
wobec Fusarium udum, stwierdzono, ze bakterie powyzszych szczepdw ograniczajg
biomase grzybni o kolejno 47,6 oraz 42,6%. Biorgc pod uwage dane literaturowe, mozna
stwierdzi¢, Zze analizowane w niniejszej pracy szczepy Bacillus Kol B1, Kol Si4 czy
Kol Si6 charakteryzujg sie wysoka aktywnoscig przeciwgrzybowa.

Co ciekawe, ponownie stwierdzono, ze w poréwnaniu do pozostatych badanych
izolatow, szczepy, dla ktérych opisano zdolno$é do kolonizacji powierzchni strzepek
IM 6525 czesciej wykazujg wysokg aktywnosc¢ przeciwgrzybowg w hodowlach ptynnych
wobec obu uzytych w doswiadczeniu szczepéw Fusarium. Moze to by¢ zwigzane ze
wspomniang juz wczesniej wysokg produkcjg ituryny oraz zdolnoscig do produkcji
fengicyny, ktére sg cLP-Bc o silnym dziataniu przeciwgrzybowym. Ponadto, wyznaczono
umiarkowang negatywng korelacje (-0,46) pomiedzy poziomem produkcji ituryny
a intensywnoscig wzrostu grzybni F.culmorum DSM 1094. Taka zaleznos¢ nie
wystepowata natomiast w przypadku drugiego szczepu grzybowego. W tej czesci badan
nie stwierdzono rowniez Kkorelacji pomiedzy poziomem produkcji surfaktyny

a aktywnoscig przeciwgrzybowg. Co ciekawe ustalono rowniez, ze wszystkie szczepy,
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charakteryzujgce sie aktywnoscig przeciwgrzybowg oceniang jako wysoka (powodujgce
spadek intensywnosci wzrostu grzybni do < 35%) wobec obu badanych szczepéw
Fusarium zostaty wyizolowane z terenu wiejskiego (wies Kolnica, wojewodztwo
wielkopolskie).

Analizujgc wszystkie dotychczas uzyskane wyniki, dotyczace aktywnosci
przeciwgrzybowej badanych szczepdéw bakteryjnych, stwierdzono duzg zaleznosé
miedzy wyznaczang aktywnoscig przeciwgrzybowg bakteri a zastosowanymi
warunkami hodowli oraz uzytym do badania szczepem Fusarium. Powyzsze dane
wskazujg na potencjalne trudnosci w doborze szczepow bakteryjnych do
zaprojektowania efektywnego biofungicydu.

Bakteryjne cLP w wigkszosci zaliczane sg takze do antybiotykéw, a tym samym
stanowig czes¢ mechanizmow obronnych bakterii przeciwko innym mikroorganizmom,
w tym fitopatogennym grzybom. Podczas prowadzonych w ramach niniejszej pracy
badan, oceniano nie tylko wptyw bakterii produkujgcych cLP na wzrost grzybni,
ale rowniez wptyw obecnosci grzybni na produkcje cLP-Bc przez bakterie.

Przeprowadzono badania nad wptywem obecnosci grzybni F. culmorum
DSM 1094 oraz F.sambucinum IM 6525 na produkcje surfaktyny i ituryny przez
20 szczepow Bacillus. Uzyskane wyniki wykazaty, ze w obrebie wszystkich ocenianych
szczepow, tylko w przypadku szczepu Kol D3 oraz Kol D4 w hodowlach bakteryjno-
grzybowych nastgpit wzrost poziomu przynamniej jednego ocenianego biosurfaktanta.
Dla pozostatych badanych szczepdéw wyznaczono spadek poziomu surfaktyny i ituryny
w hodowlach mieszanych bakteryjno-grzybowych. Wyznaczona intensywnos¢ produkcji
surfaktyny w hodowli miescita sie w przedziale 0-77% dla surfaktyny oraz 0-88% dla
ituryny. Najwyzszy wzrost poziomu cLP uzyskano w hodowlach szczepu
Bacillus sp. Kol D4, w ktérych wyznaczono wyzszg (niz w hodowli bakteryjnej bez
dodatku grzybni) produkcje surfaktyny w obecnosci grzybni szczepu IM 6525 (0 19%)
oraz ituryny w obecnosci grzybni obu badanych szczepéw (o 21% w hodowli z grzybnig
szczepu DSM 1094 oraz o 18% w hodowli z grzybnig szczepu IM 6525). Jednak wysoki
poziom surfaktyny i ituryny w hodowli mieszanej szczepu Bacillus sp. Kol D4 i szczepu
F. sambucinum IM 6525 nie prowadzit do zahamowania rozwoju grzybni, ktorej
intensywnos¢ wzrostu wynosita 100%.

Dostepne dane literaturowe wskazuja, ze szczepy nalezgce do gatunkéw takich
jak B. amyloliquefaciens, B. velezensis czy B. subtilis mogg w rézny sposéb reagowaé
na obecnos$¢ antagonistycznych grzybéw (Andri¢ i in. 2020). Na przyktad Cawoy i in.
(2014), stwierdzili, ze komorki szczepu B. subtilis 98S znacznie zwigkszajg produkcje
ituryny i fengicyny w odpowiedzi na obecnos¢ w srodowisku wzrostu grzybni szczepow

Pythium aphanidermatum i F. oxysporum. Efektu tego nie obserwowano w uktadach
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zawierajgcych grzybnie szczepu Botrytis cinerea. Podobnie, wykazano, ze trzy szczepy
B. velezensis (SQR9, FZB42, S499) w odmienny sposob reagujg zmiang metabolizmu
na obecnosé¢ roznych szczepéw grzybow, prowadzgcg do specyficznej nadprodukciji
wybranych cLP (Liu i in. 2014b; Chowdhury i in. 2015). W badaniach przeprowadzonych
przez Paraszkiewicz iin. (2017) stwierdzono, ze w obecnosci grzybni szczepu
F. oxysporum IM 6449: szczep B. subtilis IM 13 produkuje dwukrotnie wiecej surfaktyny
I ituryny, podczas gdy szczep B. subtilis IM 14 ogranicza poziom wydzielanej surfaktyny
i ituryny. Z kolei szczep B. subtilis KP7 réowniez wykorzystany w cytowanej pracy
charakteryzowat sie porownywalnym poziomem produkcji surfaktyny i ituryny zaréwno
w obecnosci grzybni jak i w hodowli kontrolnej. DeFilippi i in. (2018), oceniajgc produkcje
surfaktyny i fengicyny przez szczep B. subtilis B9-5 w obecnosci strzepek réznych
fitopatogennych grzybow, stwierdzili, ze zmiany w produkcji cLP, obserwowane
w kolejnych etapach hodowli, zalezg zaréwno od wrazliwosci fitopatogendw na
biosurfaktanty Bacillus jak i od réznic w dynamice wzrostu grzybni oraz bakterii. Zaréwno
Cawoy iin. (2014) jak i Kulimushi i in. (2017) sugerujg, ze zmiany poziomu produkcji cLP
moga by¢ odpowiedzg bakterii na sygnaty molekularne uwalniane przez grzyby.

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy oraz przeglad danych literaturowych
wskazujg, ze zmiennos¢ poziomu produkciji cLP-Bc w odpowiedzi na obecnos¢ grzybni
jest wysoce zalezna od uzytych szczepdow drobnoustrojow, co moze byé wynikiem
ztozonych interakcji miedzy komorkami bakteryjnymi i grzybowymi. W wyniku badan
prowadzonych w niniejszej pracy stwierdzono dodatnig, cho¢ staba, korelacje pomiedzy
poziomem surfaktyny (0,36) i ituryny (0,41) w hodowlach bakteryjno-grzybowych
zawierajgcych grzybnie F. sambucinum IM 6525 a przyrostem biomasy grzybowej.
Mozliwe, ze bakterie poczgtkowo produkujg surfaktyne i ituryne na wysokim poziomie,
jednak w trakcie ograniczania wzrostu grzybni zwigzki te sg zuzywane, co prowadzi do
spadku ich poziomu w probach. Innym wyjasnieniem moze by¢ reakcja obronna grzybni
na obecnos$¢ biosurfaktantow, polegajgca na przyktad na wydzielaniu sygnatow
molekularnych, modyfikujgcych produkcje cLP lub wytwarzaniu enzymow biorgcych
udziat w ich rozktadzie.

Podczas prowadzonych w niniejszej pracy badah sprawdzono réwniez wptyw
innych niz obecnos$¢ grzybni czynnikéw, ktére mogg modyfikowac produkcje cLP przez
szczepy Bacillus. Analizie poddano miedzy innymi hodowle bakteryjne zawierajace
dwa rézne szczepy Bacillus. Badanie to pozwolito oceni¢ czy, czy wspotdziatanie
bakterii roznych szczepow moze zwigkszac produkcje biosurfaktantow i w konsekwenciji
prowadzi¢ do silniejszego efektu przeciwgrzybowego. Oddziatywania pomiedzy
drobnoustrojami w sSrodowisku naturalnym przebiegajg w oparciu o wysytanie

i odbieranie zwigzkéw sygnatowych, czesto modyfikujgcych biosynteze réznych
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metabolitéw wtérnych (Abisadoiin. 2018; Mukherjee i Bassler 2019). W warunkach
laboratoryjnych geny odpowiedzialne za produkcje takich zwigzkéw mogg jednak
pozosta¢ nieaktywne. W odpowiedzi na to wyzwanie, przez lata rozwijano metody
indukcji nieaktywnych szlakéw biosyntetycznych. Jedng z takich metod jest wspdlna
hodowla dwoch réznych drobnoustrojow w tym samym Srodowisku wzrostu
(Bertrand i in. 2014).

W zwigzku z tym, w niniejszej pracy przeprowadzono wstepng ocene produkcji
biosurfaktantéw w hodowlach zawierajgcych komérki dwéch szczepow Bacillus
wyznaczajgc zmiany aktywnosci powierzchniowej ptynow pohodowlanych testem DCT.
Stwierdzono, ze w przypadku 10 sposrod 37 zbadanych bakteryjnych hodowli
mieszanych aktywnos¢ powierzchniowa ptynow pohodowlanych byta wyzsza niz
w przypadku monokultur. W obrebie badanych uktadow, cztery hodowle wykazujgce
najwiekszy wzrost aktywnosci powierzchniowej w porownaniu do monokultur, zawieraty
komorki szczepu B. subtilis DSM 3257. Inni badacze réwniez stwierdzali wzmozong
produkcje biosurfaktantow przez szczepy Bacillus hodowane w konsorcjach
bakteryjnych. Na przyktad Shao i in. (2022) poréwnujgc dane doswiadczalne uzyskane
za pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowej faz odwréconych (RP-HPLC;
ang. Reversed-Phase High-Performance Liquid Chromatography) ustalili, ze hodowle
mieszane zawierajgce szczepy B. velezensis SQR9 i FZB42 charakteryzujg sie wiekszag
produkcjg bacillomycyny D oraz fengicyny niz monokultury tych szczepéw.

Podczas opisywanych w niniejszej pracy badan oceniono wptyw czterech par
szczepow Bacillus na wzrost grzybni czterech szczepéw Fusarium: F. culmorum
DSM 1094, F. sambucinum IM 6525, F. solani IM 450 oraz F. oxysporum KKP 458.
Pomimo wykazane] wcze$niej wyzszej aktywnosci powierzchniowej, ustalono,
ze w znacznej wiekszosci przypadkoéw aktywnos¢ przeciwgrzybowa w uktadzie
zawierajgcym dwa szczepy Bacillus nie jest istotnie wyzsza niz w uktadach
zawierajgcych tylko jeden szczep Bacillus. Wyjatek stanowit jeden uktad badany,
zawierajgcy grzybnie F. oxysporum KKP 458 oraz bakterie szczepéw Kol D3
i DSM 3257. Podczas, gdy intensywnos$¢ wzrostu powyzszej grzybni w obecnosci
komodrek pojedynczych szczepdw wynosita okoto 45%, w obecnosci komorek obu
szczepow wyniosta okoto 30%. W pracy autorstwa Slimeneiin. (2024) badano
skuteczno$¢ przeciwgrzybowg konsorcjow réznych szczepdédw Bacillus zdolnych do
produkcji cLP wobec szczepu Rhizoctonia solani RS.5.2, o potwierdzonej zdolnosci do
wywotywania rizoktoriozy ziemniaka. Stwierdzono, ze szczep B. halotolerans SpS5
I jego konsorcja z innymi szczepami Bacillus sg skuteczne w promocji wzrostu ziemniaka
oraz spowalniajg przebieg choroby, jednak aktywnos$¢ przeciwgrzybowa tych konsorcjow

nie réznita sie znaczaco od aktywnosci przeciwgrzybowej pojedynczych szczepow.
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Przeprowadzona przez Shao i in. (2022) ocena wptywu szczepow B. velezensis SQR9
i FZB42 na aktywnos$¢ przeciwgrzybowg wobec szczepu F. oxysporum wykazata, ze
konsorcjum bakteryjne jest mniej efektywne niz pojedyncze szczepy. Deviiin. (2018)
przedstawili wyniki badan nad promocjg wzrostu i ochrong ziemniaka przed fuzariozg
z wykorzystaniem konsorcjow, w sktad ktérych wchodzity bakterie nalezace do réznych
gatunkéw drobnoustrojow. Autorzy stwierdzili, ze konsorcjum zawierajgce komorki
réznych szczepdéw P. aeruginosa (B4, B23, B25 oraz B35) oraz szczepdw Serratia
marcescens B8 i Alcaligenes feacalis B16 stymuluje wzrost ziemniaka oraz chroni przed
chorobg wywotywang przez F. oxysporum F9 oraz Fusarium sp. F15.

Niestety nie ma zbyt wielu prac, w ktorych wykazano wzrost aktywnosci
przeciwgrzybowej konsorcjow zawierajgcych komorki réznych szczepow Bacillus oraz
zawierajgcych dane dotyczgce ilosciowej analizy biosurfaktantow. W niniejszej pracy
doktorskiej przeprowadzono analize iloSciowg produkcji surfaktyny i ituryny w hodowli
mieszanej szczepow Bacillus sp. Kol D3 oraz B. subtilis DSM 3257. Powyzsza hodowla
charakteryzowata sie wzmozong aktywnoscig przeciwgrzybowg wobec F. oxysporum
KKP 458. Stwierdzono jednak, ze pomimo wzrostu aktywnosci przeciwgrzybowej,
produkcja surfaktyny i ituryny w bakteryjnej hodowli mieszanej nie byta wyzsza niz w
monokulturze. Mozliwe, ze wzmozona aktywnos¢ przeciwgrzybowa wynika
z nadprodukcji np. enzyméw litycznych lub innych niz surfaktyna i ituryna metabolitow
wtornych. Biorgc pod uwage biosurfaktanty Bacillus, szczep B. subtilis DSM 3257
charakteryzuje produkcjg jedynie surfaktyny na bardzo niskim poziomie (< 1 mg L?).
Mimo to, w przeprowadzonych badaniach z uzyciem wszystkich czterech badanych
szczepOw grzybni z rodzaju Fusarium (F. culmorum DSM 1094, F. sambucinum IM
6525, F. solani IM 450 oraz F. oxysporum KKP 458) wykazat znaczacg aktywnosé
przeciwgrzybowg. By¢ moze, zwiekszona aktywnos¢ przeciwgrzybowa w hodowlach
zawierajgcych oba badane szczepy Bacillus wynika z addytywnego dziatania cLP-Bc
produkowanych przez szczep Bacillus sp. Kol D3 oraz innych zwigzkéw o aktywnosci
przeciwgrzybowej produkowanych przez szczep B. subtilis DSM 3257. Podobnie jak we
wczesniejszych badaniach bedgcych czescig tej pracy, rowniez w przypadku hodowli
dwoch szczepow Bacillus obecnos¢ grzybni powodowata istotne ograniczenie produkcji
analizowanych cLP-Bc. Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze wybér
konsorcjow bakteryjnych do produkcji biofungicydu nie moze opiera¢ sie wytgcznie na
zwiekszonej produkgji zwigzkow powierzchniowo czynnych. Podobnie jak w przypadku
pojedynczych szczepow, dziatanie konsorcjow bakteryjnych zalezy od wielu czynnikow
takich jak indywidualne cechy fitopatogennego szczepu grzyba.

Istotna cze$¢ wynikéw badan przedstawionych w niniejszej pracy dotyczyta

analizy wplywu wybranych zanieczyszczen antropogenicznych na produkcje
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biosurfaktantéow / aktywnos¢é powierzchniowg ptynéw pohodowlanych oraz zdolnosé
wybranych szczepow Bacillus i Pseudomonas do ograniczania wzrostu grzybow
F. culmorum DSM 1094 oraz F.sambucinum IM 6525. W powyzszych badaniach
stosowano barwniki azowe (AB113, RB5, AMR, RO16 oraz SY), MP oraz herbicydy
(MET i 2,4-D) i fungicydy (AZ i PR).

Do badan z uzyciem barwnikéw azowych wybrano szczepy wyizolowane
z ryzosfery pobranej ze s$rodowisk o potencjalnie wysokim zanieczyszczeniu
antropogenicznym (Sktadowisko Odpadow Niebezpiecznych w Zgierzu oraz Aleja
Klonéw Srebrzystych). Szczepy izolowane z terendw zanieczyszczonych czesto
wykazujg wysokg opornos¢ na niekorzystne dla wzrostu czynniki fizykochemiczne.
Badaniom wstepnym z uzyciem pieciu barwnikéw azowych (AB113, RB5, AMR, RO16
oraz SY) poddano siedem szczepow z rodzaju Bacillus (Zg 1.3, Zg 1.4, Zg 3.3, Zg 3.8,
Z9 7.6, Zg 8.6, Zg 8.8) oraz trzy szczepy z rodzaju Pseudomonas (Zg 9.3, ASK 10
i ASK 68).

Wiekszos¢é danych literaturowych dotyczacych barwnikéw azowych oraz
biosurfaktantéw skupia sie na wykorzystaniu drobnoustrojowych zwigzkéow
powierzchniowo czynnych do usuwania / zwiekszania efektywnosci dekoloryzacji
barwnikow azowych (Mnif i in. 2015; Liu i in. 2017; Kumatri i in. 2024). W niniejszej pracy
oceniono nie tylko zdolnos¢ badanych szczepow do dekoloryzacji barwnikéw, ale
rowniez wptyw tych zwigzkéw na wzrost bakterii oraz na aktywnos¢ powierzchniowg
wydzielanych biosurfaktantéw (na podstawie wynikéw testu DCT, posrednio
wskazujgcych na zmiany w produkcji zwigzkéw powierzchniowo czynnych). Uzyskane
dane wskazaty, ze obecnos¢ barwnikow azowych nie ogranicza wzrostu zastosowanych
w badaniach szczepdéw bakteryjnych. Wykazano takze, ze trzy szczepy (P. koreensis
ASK 10, P. fluorescens ASK 68 oraz Bacillus sp. Zg 8.6) majg zdolno$¢ do dekoloryzacji
wszystkich uzytych w badaniu barwnikbw azowych. Pozostate szczepy nie
dekoloryzowaly jedynie barwnika SY. Najwyzszg skutecznoscig powyzszego procesu
charakteryzowaly sie szczepy P. koreensis ASK 10 oraz P. fluorescens ASK 68.
Rdéznice w uzdolnieniach bakterii do dekoloryzacji poszczegdlnych barwnikéw azowych
mogg zaleze¢ od specyficznych struktur tych barwnikow (Al-Amraniiin. 2014;
Varjani i in. 2020). Rozne szczepy bakterii zostaty opisane jako zdolne do efektywnego
odbarwiania / biodegradacji barwnikbw azowych (Pinheiroiin. 2022). Wiele z tych
mikroorganizméw zostato zidentyfikowanych jako bakterie nalezgce do rodzaju
Pseudomonas (Jadhav i in. 2012; Khan i Malik 2016; Kuppusamy i in. 2017; Joshi i in.
2020). W literaturze obecne sg doniesienia o zdolnosci szczepow P. fluorescens do

dekoloryzacji barwnikow azowych (Pandey i Upadhyay 2006; Zabtocka-Godlewska i in.
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2012; Sumayyaiin. 2021). Niemniej jednak nie ma wielu danych literaturowych
0 szczepach P. koreensis zdolnych do przeprowadzania tego procesu (Han i in. 2010).

Stwierdzono, ze obecnos¢ barwnikéw azowych w hodowlach bakteryjnych
wywiera zréznicowany wplyw na aktywnos¢ powierzchniowg ptynéw pohodowlanych.
Wykazano umiarkowang korelacje (-0,59) pomiedzy intensywnoscig dekoloryzacji
barwnika a spadkiem aktywnosci powierzchniowej ptynéw pohodowlanych. Zaleznos¢ ta
byta szczegolnie widoczna w uktadach zawierajgcych barwnik AB113, ktory byt rowniez
najskuteczniej dekoloryzowany przez wszystkie badane szczepy. Wyznaczony spadek
aktywnosci powierzchniowej sugeruje, ze proces dekoloryzacji moze negatywnie
wptywac na produkcje lub aktywno$¢ zwigzkow powierzchniowo czynnych. Ponadto,
stwierdzono, Zze biosorpcja lub bioakumulacja najprawdopodobniej biorg udziat
w procesie dekoloryzacji barwnika AB113, o czym sSwiadczyto zabarwienie biomasy
bakteryjnej. Prawdopodobnie to wiasnie ten mechanizm jest powodem sprawnej
dekoloryzacji barwnika AB113 — biomasa bakteryjna wigze barwnik, ale go nie rozktada.
Uzyskane wyniki wykazaty réwniez, ze wzrost wyjsciowego stezenia barwnika AB113
w hodowli powoduje obnizenie poziomu dekoloryzacji, co rowniez moze wskazywac, ze
barwnik AB113 jest dekoloryzowany z uzyciem biosorpcji lub bioakumulaciji.
Prawdopodobnie, barwnik AB113 wigze sie z komdrkami bakteryjnymi, co prowadzi do
wysycenia miejsc wigzacych. Gdy zostaje zwiekszone stezenie barwnika, czgsteczki nie
majg juz mozliwosci przytgczenia sie, co skutkuje zatrzymaniem procesu dekoloryzacji.
Mozliwe rowniez, ze powyzszy mechanizm dekoloryzacji przyczynia sie takze do
ograniczenia wydzielana zwigzkoéw powierzchniowo czynnych przez bakterie.

Poniewaz szczepy P. koreensis ASK 10 oraz P. fluorescens ASK 68 wyrézniaty
sie najwyzszg skutecznoscig w dekoloryzacji barwnikéw azowych, poréwnano
efektywno$¢ tego procesu stosujgc hodowle wytrzgsane oraz prowadzone w warunkach
statycznych. Oceniono takze produkcje enzymu AzoR. Stwierdzono, ze dostepnosé
tlenu znaczaco wptywa na efektywno$¢ dekoloryzacji barwnikow azowych przez badane
szczepy Pseudomonas oraz na aktywnos¢ enzymu AzoR. Wykazano, ze szczep ASK 10
charakteryzuje sie wyzszg efektywnoscig dekoloryzacji i aktywnoscig AzoR
w warunkach statycznych, szczegdlnie w hodowlach z dodatkiem barwnikow AB113 lub
RB5. Z kolei szczep ASK 68 wykazywat wyzszy poziom dekoloryzacji barwnikow oraz
wyzszg aktywnos¢ AzoR w hodowlach wstrzgsanych. Uzyskane wyniki sugeruja,
ze zastosowane w badaniach szczepy Pseudomonas wykorzystujg odmienne
mechanizmy dekoloryzacji, zalezne od poziomu dostepnosci tlenu w hodowli oraz od
uzytego w badaniu barwnika azowego.

Dane literaturowe wskazujg, ze usuwanie barwnikbw azowych przez bakterie

moze zachodzi¢ zaréwno w warunkach statycznych jak i wstrzgsanych (Bhatiaiin.
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2017). Niemniej jednak, zastosowanie warunkéw statycznych do namnazania bakterii
w obecnosci tej grupy barwnikow czesciej zapewnia wyzszy poziom dekoloryzacji.
Zaréwno Haqueiin. (2021) jaki i Afriniin. (2021) stwierdzili bardziej efektywna
dekoloryzacje barwnikéw azowych przez konsorcja bakteryjne hodowane w warunkach
statycznych. Wedtug Haqueiin. (2021) w warunkach o nizszej dostepnosci tlenu
elektrony pochodzgce z NADH (kluczowego nosnika elektronédw w komorkach
bakteryjnych) sg przekazywane na grupy azowe, co prowadzi do ich redukcji, a tym
samym dekoloryzacji. Z kolei w warunkach z wyzszg dostepnoscig tlenu, tlen konkuruje
z grupami azowymi o elektrony pochodzgce z NADH, tym samym ograniczajgc
usuwanie barwnikow azowych.

W niniejszej pracy oceniono réwniez, wptyw barwnikow na aktywnos¢
przeciwgrzybowg bakterii P. koreensis ASK 10 oraz P. fluorescens ASK 68 wobec
grzybni F. sambucinum IM 6525. Uzyskane wczesniej wyniki testu DCT sugerowaty,
ze bakterie ASK 10 produkujg mniej biosurfaktantow w obecnosci barwnikéw azowych.
Niemniej jednak stwierdzono, ze dodatek tych zwigzkéw do hodowli bakteryjno-
grzybowej nie miat istotnego wptywu na aktywnos¢ przeciwgrzybowg bakterii. Z kolei
w przypadku szczepu ASK 68, dodatek barwnikow RB5 i AMR dodatkowo ograniczat
wzrost grzybni do okoto 35%, w poréwnaniu do 63% wyznaczonych w hodowlach bez
barwnikow.

Zaréwno barwniki azowe jak i aminy aromatyczne powstajgce w wyniku rozktadu
barwnikow azowych sg zwigzkami potencjalnie toksycznymi dla organizmow zywych,
w tym dla drobnoustrojéw (Pinheiro i in. 2022). Wzmozona aktywnos$¢ przeciwgrzybowa
wyznaczona w hodowlach bakteryjno-grzybowych z udziatem bakterii P. fluorescens
ASK 68 oraz barwnikow RB5 lub AMR moze wiec by¢ wynikiem toksycznego dziatania
produktow rozktadu barwnikéw azowych na grzybnie.

Do badan z uzyciem MP, herbicyddw i fungicydow wybrano szczepy Bacillus
pochodzgce ze wsi Kolnica i Kaszubskiego Parku Narodowego. Wybor powyzszych
szczepow wynikat z ich wysokiej aktywnosci przeciwgrzybowej oraz efektywnej produkcji
cLP-Bc. Dodatkowo, na polach uprawnych i w szklarniach (gdzie mogg by¢ stosowane
biofungicydy oparte na bakteriach z rodzaju Bacillus) istnieje ryzyko obecnosci
zanieczyszczen takich jak pozostatosci syntetycznych pestycydéw, czy MP, ktoére
potencjalnie mogg modyfikowa¢ dziatanie biologicznych srodkéw ochrony roslin.

Zanieczyszczenie $rodowiska MP moze mie¢ zaréwno bezposredni,
jak i posredni wptyw na drobnoustroje. Bezposrednio, czgstki MP mogg powodowac
zmiane tempa wzrostu, stres oksydacyjny i zaburzenia struktury i/lub funkcji komorek
(Suniin. 2018; Jasinska i in. 2022). Dzieki zdolnosci do wigzania na swojej powierzchni

hydrofobowych zanieczyszczen i przenoszenia ich z jednego srodowiska do drugiego,
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MP moze posrednio stanowi¢ zrédito toksycznych zwigzkéw (Gouiniin. 2011,
Mammo i in. 2020). Obecnie wiele badan skupia sie na zdolnosci drobnoustrojéw do
biodegradaciji MP (Jeon i Kim 2016; Zhang iin. 2020b; Miriiin. 2022). Dostepne sa
réwniez dane dotyczgce wptywu tego zanieczyszczenia na rézne procesy metaboliczne
zachodzgce w komorkach drobnoustrojéw (Jasinska iin. 2022; Shiiin. 2023; Wu i in.
2023b). Jednak pomimo obecnosci MP w glebie (réwniez na polach uprawnych;
Tariq iin. 2024), nie ma dostepnych danych naukowych na temat jego wptywu na
produkcje biosurfaktantéw czy aktywno$¢ przeciwgrzybowg szczepow Bacillus.

W niniejszej pracy stwierdzono, ze obecnos¢ MP w hodowlach szczepow Bacillus
nie ma znaczgcego wpltywu na produkcje surfaktyny, ale istotnie wptywa na produkcje
ituryny w przypadku czterech z 19 badanych szczepéw. Wptyw ten mogt byé zaréwno
pozytywny (szczepy I'-1la i KAS 2.2) jak i negatywny (szczepy Kol B9 i Kol L6), co
sugeruje, ze MP moze stymulowac¢ lub ogranicza¢ produkcje ituryny u niektérych
szczepow Bacillus, a tym samym moze potencjalnie wptywaé na ich aktywnosc¢
przeciwgrzybowg. Stwierdzono, ze obecnos¢ MP w hodowli szczepu F. culmorum
DSM 1094 nie ma wptywu na intensywnos$¢ wzrostu grzybni. Z kolei w mieszanych
hodowlach grzybowo-bakteryjnych (zawierajacych grzybnie szczepu DSM 1094
i bakterie szczepu Bacillus sp. Kol L6), obecnos¢ MP powoduje wzrost aktywnosci
przeciwgrzybowej bakterii. Ten wynik nie jest zgodny z obserwacjami dotyczgcymi
wplywu MP na produkcje surfaktyny i ituryny w monokulturach szczepu Kol L6,
gdzie wyznaczono znaczgcy spadek produkcji ituryny w obecnosci MP.

W niniejszej pracy badano rowniez wplyw wybranych syntetycznych
pestycydow na produkcije biosurfaktantéw oraz aktywnos$¢ przeciwgrzybowg szczepow
Bacillus. Rolnictwo konwencjonalne, ktére nadal stanowi dominujgcy sposéb produkgji
Zywnosci, wcigz opiera sie na stosowaniu chemicznych srodkéw ochrony roslin, ktére
cho¢ skutecznie zwalczajg szkodniki i choroby, mogg przez dtugi czas pozostawaé
w Srodowisku (Riedo i in. 2023). Zwigzki te, i/lub ich toksyczne pochodne, moga nie tylko
wptywaé na aktywnosé naturalnie wystepujacych w glebie mikroorganizmow
sprzyjajacych wzrostowi i zdrowotnosci roslin, ale takze ograniczac skuteczno$¢ celowo
wprowadzanych do gleby drobnoustrojowych fungicydéw. Zrozumienie interakcji
pomiedzy syntetycznymi pestycydami a bakteriami zaliczanymi do grupy PGPR jest
kluczowe dla oceny ryzyka, przewidywania skutecznosci biopreparatéow i opracowania
strategii zréwnowazonego rolnictwa, ktére minimalizujg negatywny wplyw syntetycznych
pestycydéw na mikrobiote glebowa. Mimo to, podobnie jak w przypadku MP, brakuje
danych naukowych dotyczgcych oceny wptywu syntetycznych pestycydow na poziom
produkcji biosurfaktantéw Bacillus. Dostepne prace naukowe skupiajg sie gtdwnie na

ocenie zdolnosci drobnoustrojow do biodegradacji poszczegdlnych syntetycznych

182



pestycydéw (Myresiotis iin. 2011; Carlesiin. 2018; Mpofuiin. 2021; Song i Hwang
2023; Wu i in. 2023a; Vanitha i in. 2023) czy tez wptywie tych zwigzkéw na wzrost i/lub
aktywnos$¢é metaboliczng drobnoustrojéw. Na przyktad, w badaniach prowadzonych
przez Voros iin. (2018) oceniano wzrost i aktywnos¢é enzymatyczng bakterii szczepu
B. velezensis SZMC 6161J w obecnosci metali ciezkich i syntetycznych pestycydow.
Stwierdzono, ze badane bakterie sg wrazliwe na zastosowane w pracy zwigzki, jednak
izolowane mutanty (oporne na dziatanie metali ciezkich i syntetycznych pestycyddéw)
zachowaty podobne zdolnosci antagonistyczne wobec bakteryjnych fitopatogenow.
Z kolei Bac¢magaiin. (2015) badali wptyw AZ na aktywnos¢ enzymatyczng
I mikrobiologiczng gleby, w tym na wzrost bakterii i grzybow oraz zmiany
bioréznorodnosci mikrobiologicznej. W cytowanej pracy stwierdzono, ze AZ zmienia
réznorodnos¢ mikrobiologiczng gleby. Niemniej jednak, z proby gleby zawierajgcej
najwyzszg z opisywanych w badaniach dawek AZ (22,5 mg kg™) wyizolowano miedzy
innymi cztery szczepy bakterii z rodzaju Bacillus. Gongalves iin. (2020) stwierdzili,
ze syntetyczny herbicyd glifosat negatywnie wptywa na wzrost bakterii szczepu
Bacillus sp. FC1, ale nie wptywa na jego aktywnos$¢ przeciwgrzybowg wobec szczepu
Fusarium sp. Mimo to, w cytowanej pracy stwierdzono, ze wrazliwos¢ badanego
szczepu bakteryjnego na herbicyd mogta ogranicza¢ jego zdolno$¢ do konkurencji
z fitopatogenem o sktadniki odzywcze. Wszystkie zacytowane powyzej prace wskazuja,
ze niektére szczepy z rodzaju Bacillus charakteryzujg sie wysokg zdolnoscig do
adaptacji wobec zanieczyszczen $Srodowiskowych, zachowujgc jednoczesnie swoje
antagonistyczne wiasciwosci wobec fitopatogendw.

W kontekscie interakcji pozytecznych drobnoustrojow z syntetycznymi srodkami
ochrony roslin, wielu badaczy skupia sie na ocenie aktywnosci przeciwgrzybowej bakterii
ryzosferowych w potgczeniu np. z syntetycznymi fungicydami. Wyniki takich badan
mogg by¢ pomocne podczas opracowywania nowych, bardziej efektywnych, strategii
ochrony roslin przed fitopatogenami (Pengiin. 2014; Pengiin. 2017; Liuiin. 2018;
Jiiin. 2019; Xuiin. 2022; Cheniin. 2023; Guiin. 2023; Liuiin. 2023b; Wesche
i Schnabel 2024). Liczne badania wskazujg, ze szczepy Bacillus czesto wykazujg
zdolnos¢ do synergistycznego wspotdziatania z chemicznymi $rodkami ochrony roslin,
Co czyni je obiecujgcym wsparciem w zintegrowanych strategiach ochrony upraw, tgczac
biologiczng skutecznos¢ z konwencjonalnymi metodami. Jednak pomimo potencjalnie
praktycznego zastosowania, badania te nie dostarczajg danych na temat wplywu
syntetycznych pestycydow na poziom produkcji kluczowych cLP-Bc, takich jak
surfaktyna czy ituryna.

Podobnie jak w przypadku MP, badania przeprowadzone w niniejszej pracy

dotyczace wptywu syntetycznych pestycydow (2,4-D, MET, AZ i PR) na produkcje cLP-
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Bc ujawnity zréznicowany wplyw tych zwigzkéw na poziom produkcji surfaktyny i ituryny.
W zaleznoséci od uzytego szczepu Bacillus, obecnosé¢ syntetycznego pestycydu mogta
nie mie¢ wptywu, prowadzi¢ do wzrostu lub spadku produkcji surfaktyny i/lub ituryny.
Réwniez wyniki dotyczgce aktywnosci przeciwgrzybowej szczepow Bacillus wobec
F. culmorum DSM 1094 oraz F. sambucinum IM 6525 wykazaty réznice pomiedzy
dziataniem uzytych w pracy syntetycznych herbicydéw i fungicydow wobec bakterii
Bacillus.

Dodatek herbicydow do hodowli mieszanej bakteryjno-grzybowej czesto
prowadzit do zwiekszenia poziomu izolowanej z hodowli surfaktyny w porownaniu do
wynikéw uzyskanych dla hodowli prowadzonej w nieobecnosci herbicyddéw. Szczegdlnie
interesujace wyniki uzyskano dla szczepu Bacillus sp. Kol B2. Pomimo, ze obecnosé
grzybni F. culmorum DSM 1094 obnizata produkcje surfaktyny przez powyzszy szczep
bakteryjny, to w wyniku obecnosci herbicydu (2,4-D lub MET) w hodowli stwierdzano
wzrost zawartodci surfaktyny do poziomu dwukrotnie wyzszego niz w kontroli
bakteryjnej. Podobne efekty zaobserwowano w hodowli Bacillus sp. Kol B3 z tym samym
szczepem grzybowym i herbicydem 2,4-D. W przypadku szczepéw Bacillus sp. Kol B9
oraz Bacillus sp. Kol L6 takze zanotowano wzrost produkcji surfaktyny w obecnosci
herbicyddéw, choé nie przekraczat on poziomu wyznaczonego w kontrolnych hodowlach
bakteryjnych. Z kolei w przypadku ituryny, jedynie w hodowli mieszanej szczepu
Bacillus sp. Kol L6 ze szczepem F. culmorum DSM 1094 odnotowano wzrost produkcji
powyzszego cLP w obecnoséci zaréwno 2,4-D jak i MET (w poréwnaniu do odpowiedniej
hodowli mieszanej bakteryjno-grzybowej bez dodatku herbicydéw). Mimo to, wyzszy
poziom surfaktyny i/lub ituryny w hodowli nie wigzat sie z wyzszg aktywnos$cig
przeciwgrzybowg w badanych uktadach.

Pozytywny wptyw herbicydéw na produkcje surfaktyny moze by¢ wynikiem wielu
ztozonych mechanizmow. W wyniku stresu i reakcji obronnej bakterii, obecnosc
herbicydéw w hodowli moze aktywowaé szlaki biosyntezy surfaktyny, co prowadzi do
zwiekszonej produkcji tego zwigzku. By¢é moze, herbicydy modyfikujg metabolizm
komoérek bakteryjnych, wptywajac na produkcje réoznych metabolitdbw wtérnych, w tym
surfaktyny czy ituryny. Bakterie mogg modyfikowa¢ swojg odpowiedz metaboliczng
w reakcji na stres srodowiskowy, co utatwia im przystosowanie sie do nowych warunkéw
(Shimizu 2015). Drugim, bardziej ztozonym mechanizmem odpowiedzialnym za to
zjawisko, moze by¢ wplyw syntetycznego herbicydu na interakcje zachodzgce pomiedzy
bakteriami i grzybami. W oparciu o wyniki uzyskane podczas realizacji niniejszej pracy
wielokrotnie stwierdzano, ze w obecnosci grzybni w hodowli bakteryjno-grzybowe;j
poziom surfaktyny i ituryny zazwyczaj ulega ograniczeniu. Wynik ten sugeruje,

ze grzybnia moze mie¢ wptyw na metabolizm bakterii, np. poprzez produkcje réznych
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zwigzkow regulujgcych aktywnos¢ metaboliczng bakterii. Herbicydy, mimo ze nie
dziatajg bezposrednio przeciwgrzybowo, mogty wptywaé na procesy metaboliczne
zachodzgce w komorkach grzybowych Ilub hamowaé produkcie zwigzkéw,
modyfikujgcych metabolizm bakterii. W efekcie, grzybnia nie oddziatywata na biosynteze
surfaktyny tak, jak w przypadku hodowli bez dodatku herbicydéw, co mogto powodowac,
ze z hodowli bakteryjno-grzybowej z dodatkiem herbicydu izolowano wiecej surfaktyny
niz z hodowli prowadzonej w nieobecnosci danego zwigzku.

Podsumowujgc, mozliwe, ze wykorzystane w pracy syntetyczne herbicydy mogty
wptywacé zaréwno bezposrednio na bakterie poprzez zmiany w produkcji badanych cLP,
jak i posrednio poprzez modyfikacje interakcji pomiedzy bakteriami a grzybami,
co ostatecznie prowadzito do zwigkszonej produkcji cLP w niektérych uktadach
badanych.

W niniejszej pracy przeprowadzono takze badania nad wptywem obecnosci MP
na zdolnosc¢ bakterii Bacillus sp. Kol L6 do jednoczesnego usuwania herbicydow (2,4-D
i MET), produkcje biosurfaktantéw oraz aktywnos$¢ przeciwgrzybowg wobec
F. culmorum DSM 1094. Stwierdzono, ze obecno$¢ MP w potgczeniu z obydwoma
herbicydami w hodowli zaktdca zdolno$é bakterii Bacillus sp. Kol L6 do efektywnej
degradacji herbicydéw, znaczaco ogranicza wydzielanie ituryny oraz dziatanie
przeciwgrzybowe bakterii. Pomimo, ze w niektérych przypadkach dodatek herbicydow
lub MP do hodowli bakteryjnej zwiekszat aktywnosS¢ przeciwgrzybowg, obecnosé
wszystkich trzech zanieczyszczen jednoczesnie powodowata wyrazne ostabienie tego
efektu. Powyzszy wynik wskazuje na ztozone interakcje pomiedzy bakteriami a licznymi
obecnymi w srodowisku zanieczyszczeniami.

Podczas gdy dodatek herbicydow do hodowli czesto prowadzit do wzrostu
produkcji surfaktyny przez bakterie rosngce w obecnosci grzybni, to uzyte w pracy
fungicydy (AZ i PR) w podobny sposéb wptywaty na produkcje ituryny. Jak wspomniano
wczesniej, w wiekszosci hodowli mieszanych bakteryjno-grzybowych stwierdzano
spadek poziomu izolowanych biosurfaktantow w poréwnaniu do monokultur
bakteryjnych. Stwierdzono jednak, Ze obecnos¢ fungicydu w hodowli mieszane;j
bakteryjno-grzybowej mogta spowodowac (w zaleznosci od zastosowanego szczepu
i dodawanego zwigzku), ze izolowano wiecej ituryny niz w hodowlach bez dodatku
fungicydow. W kilku przypadkach, obecnos¢ fungicydu AZ w hodowli skutkowata rowniez
wyznaczeniem wyzszej aktywnos$ci przeciwgrzybowej w przypadku hodowli mieszanych
zawierajgcych bakterie szczepu Bacillus sp. Kol B3 oraz grzybnie (DSM 1094 lub
IM 6525). W hodowli szczepu Bacillus sp. Kol B3 oraz grzybni szczepu IM 6525

w obecnosci AZ odnotowano zaréwno wzrost produkcji surfaktyny (do poziomu
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poréwnywalnego z poziomem wyznaczonym w kontroli bakteryjnej), jak i ituryny
(do poziomu wyzszego niz w kontroli bakteryjnej).

W niniejszej pracy okreslono rowniez wptyw syntetycznych fungicydéw AZ i PR
na aktywnos¢ przeciwgrzybowg oraz produkcje surfaktyny i ituryny w hodowli mieszanej
zawierajgcej dwa rézne szczepy Bacillus. Jak wspomniano juz wczesniej, podczas
badan z uzyciem dwéch szczepéw Bacillus (Kol D3 i DSM 3257) hodowanych razem
stwierdzono, ze obecnos¢ obu badanych szczepow Bacillus w hodowli grzybni
F. oxysporum KKP 458 prowadzi do wiekszego ograniczenia wzrostu grzybni niz
obecnosc tylko jednego z powyzszych szczepow bakteryjnych. Mimo to, nie wyznaczono
wyzszego poziomu produkcji surfaktyny lub ituryny w hodowli zawierajgcej oba
powyzsze szczepy Bacillus. Badajgc wptyw fungicydéw na aktywnos¢ przeciwgrzybowg
oraz cLP w hodowlach zawierajgcych komorki bakterii Kol D3 oraz DSM 3257
stwierdzono, ze fungicyd AZ powoduje znaczny wzrost produkcji ituryny w obecnosci
grzybni F. oxysporum KKP 458 (odnotowywany zarowno w hodowli zawierajgcej
grzybnie oraz szczep Bacillus sp. Kol D3 jak i w hodowli zawierajgcej grzybnie oraz
komoérki obu badanych szczepéw Bacillus). Z kolei fungicyd PR powodowat znaczny
wzrost produkcji ituryny w hodowli bakteryjnej zawierajgcej dwa szczepy Bacillus.
Nie miat jednak takiego efektu gdy w hodowli znajdowata sie réwniez grzybnia.
Uzyskane wyniki ponownie sugerujg udziat AZ w modulowaniu wydzielania
biosurfaktantéw przez bakterie w obecnosci grzybni.

Podobnie jak w przypadku hodowli z dodatkiem herbicydow, rowniez
w przypadku fungicyddéw, podwyzszona produkcja cLP mogta by¢ spowodowana
wptywem zastosowanych w badaniu zwigzkow na aktywnos¢ metaboliczng zaréwno
bakterii jak i grzybdw.

Jak juz wczesniej wspomniano, inni badacze réwniez wielokrotnie stwierdzali
addytywne lub synergistyczne dziatanie bakterii z rodzaju Bacillus w potgczeniu
z syntetycznymi fungicydami (Peng i in. 2017; Jiiin. 2019; Xu i in. 2022; Gu i in. 2023;
Liuiin. 2023a; Wesche i Schnabel 2024). Na przyktad Pengiin. (2014) wykazali,
ze komérki szczepu B. subtilis NJ-18 w potgczeniu z syntetycznymi fungicydami
flutolanilem i difenokonazolem zapewniajg lepszg ochrone pszenicy przed chorobg
wywotywang przez szczep Rhizoctonia cerealis. Podobnie, Cheniin. (2023) wykazali,
ze lipopeptydy wyizolowane z hodowli szczepu B. velezensis SDTB038 w potgczeniu
z fungicydem o nazwie fenamakryl wykazujg silne synergiczne dziatanie
przeciwgrzybowe wobec szczepu F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici. W innym
badaniu, Liuiin. (2018) stwierdzili, ze zastosowanie szczepu B. subtilis H158 razem
z syntetycznym fungicydem strobiluryng powoduje silniejszy efekt przeciwgrzybowy

wobec grzybni szczepu R. solani GD118. Warto zaznaczy¢, ze AZ zastosowana
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W niniejszej pracy doktorskiej nalezy do fungicydow z grupy strobiluryn. Zhou i in. (2021)
stwierdzili, ze bakterie szczepu B. subtilis MBI600 w potgczeniu z obnizong dawka
fungicydu AZ wykazujg wzmocnione dziatanie przeciwgrzybowe wobec grzybni szczepu
R. solani AG1-IA. W cytowanej powyzej pracy opisano rowniez efekty
przeprowadzonych badan polowych, ktére potwierdzity efekt wyznaczony w warunkach
laboratoryjnych.

W literaturze naukowej wskazywane sg rozne mozliwe mechanizmy
odpowiedzialne za podwyzszony efekt przeciwgrzybowy obserwowany przy
jednoczesnym uzyciu syntetycznych i biologicznych srodkéw ochrony. Wedtug Xu i in.
(2022) zwiekszona skuteczno$¢ bakterii w potgczeniu z fungicydem moze wynikac
z faktu, ze w obecnosci syntetycznego fungicydu, bakterie mogg skuteczniej
konkurowac¢ z grzybami o sktadniki odzywcze i przestrzen. Z kolei Liuiin. (2023b)
analizujgc wyniki swoich badan zasugerowali, Zze wzmocniona aktywnos¢
przeciwgrzybowa potgczenia fungicydu tebukonazolu i B. subtilis H158 moze wynika¢
Z np. ze stymulacji wzrostu bakterii przy niskich stezeniach fungicydu czy tez szybszego
formowania biofilmu bakteryjnego w obecnosci tego zwigzku.

Wyznaczona w niniejszej pracy wzmozona aktywnos¢é przeciwgrzybowa
w niektorych uktadach badanych mogta by¢ wynikiem addytywnego dziatania niektorych
szczepOw z rodzaju Bacillus oraz AZ, ktére charakteryzujg sie odmiennymi
mechanizmami ograniczania wzrostu grzybow. Wysoki poziom produkcji cLP-Bc,
czasami wynikajgcy z obecnosci AZ w srodowisku wzrostu, prowadzit do destabilizacji
bton grzybdw, co z kolei utatwiato wnikanie fungicydu do wnetrza strzepek. Zwigkszona
destabilizacja bton grzybowych potgczona z dziataniem fungicydu AZ na mitochondria
grzybow (Joseph 1999; Crupkin i in. 2021) mogta by¢ powodem wzmozonej aktywnosci
przeciwgrzybowej. Zjawisko to nie byto jednak obserwowane we wszystkich uktadach
badanych, co moze wskazywac na udziat innych czynnikéw, takich jak na przyktad
specyficzne interakcje pomiedzy komoérkami drobnoustrojow i fungicydem oraz réznice
w metabolizmie poszczegdinych szczepdw.

W toku badan prowadzonych w ramach niniejszej pracy oceniono takze wptyw
szczepu P. koreensis ASK 10 i czterech szczepdéw Bacillus (Kol B2, Kol B3, Kol B9
i Kol L6) oraz produkowanych przez nie metabolitdw na przepuszczalnos¢ bton, zmiany
w lipidomie grzybni oraz kietkowanie zarodnikéw. W badaniach ponownie zastosowano
szczepy grzybowe F. culmorum DSM 1094 i F. sambucinum IM 6525.

Zmiany w przepuszczalnosci bton mogg znaczaco wptywac na funkcjonowanie
i procesy metaboliczne grzybni. Zrozumienie, jak w pod wplywem bakterii
poszczegodlnych szczepdw modyfikowana jest struktura bton grzybowych, pozwala lepiej

pozna¢ mechanizmy aktywnosci przeciwgrzybowej. Stwierdzono, ze w obecnosci
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wszystkich pieciu wybranych do badania szczepow bakteryjnych wzrasta
przepuszczalno$¢ bton obu badanych szczepéw grzybni (DSM 1094 oraz IM 6525).
Najwiekszy wzrost przepuszczalnosci bton obu badanych grzybni Fusarium,
wyznaczono w obecnosci bakterii komorek Bacillus szczepéw Kol B3, Kol B9 i Kol L6.
Stwierdzono, ze uzyskane wyniki silnie korelujg z wynikami dotyczacymi aktywnosci
przeciwgrzybowej (ocenianej z uzyciem hodowli w podtozu ptynnym) szczepow
bakteryjnych wobec szczepow grzybowych. Wynik ten wskazuje, ze zwiekszona
przepuszczalno$¢ bton w komoérkach grzybowych szczepéw DSM 1094 i IM 6525
hodowanych w obecnosci bakterii jest zwigzana z wyzszg aktywnoscig przeciwgrzybowg
w tych samych hodowlach. Wysoki wspétczynnik korelacji sugeruje, ze zmiany
w przepuszczalnosci bton oraz obecno$¢ czynnikéw zdolnych do powodowania tego
zjawiska (np. cLP) mogg byc¢ istotnym wskaznikiem skutecznosci dziatania
przeciwgrzybowego uzytych w badaniu szczepéw bakteryjnych. W pracy autorstwa
Liu i in. (2014a) oceniano dziatanie cLP wydzielanych przez bakterie szczepu B. subtilis
CU12 na fitopatogenne szczepy nalezace do gatunkéw Alternaria solani,
F. sambucinum, Rhizopus stolonifer oraz Verticilium dahliae. Autorzy stwierdzili,
ze wzrost przepuszczalnosci bton grzybdéw jest jednym z kluczowych mechanizméw
przeciwdrobnoustrojowego dziatania cLP-Bc. Rowniez badania przeprowadzone przez
Zhao i wsp. (2017) wykazaty, ze przeciwgrzybowe dziatanie ituryny A (produkowanej
przez bakterie szczepu B. amyloliquefaciens BH072) wobec komoérek grzybowych
szczepu F. oxysporum wynika z uszkodzenia sciany komaérkowej, bton plazmatycznych
a takze struktur wewnatrzkomérkowych. Stwierdzono, takze, ze ituryna A powoduje silne
zahamowanie kietkowania zarodnikow i wzrostu strzepek.

W niniejszej pracy oceniono takze wplyw pieciu szczepow bakteryjnych
(ASK 10, Kol B2, Kol B3, Kol B9 oraz Kol L6) na zmiany w sktadzie lipidowym bton
F. culmorum DSM 1094 oraz F.sambucinum IM 6525. Fosfolipidy sg kluczowymi
sktadnikami bton komérkowych, a zmiany w ich strukturze wptywajg na wiasciwosci
fizyczne dwuwarstwy lipidowej (de Krooniin. 2013; Stolarekiin. 2019). Zmiany
w lipidomie grzybni (zespole lipidéw obecnych w btonach komoérek grzybowych)
prowadzace do destabilizacji struktury / funkcjonowania bton mogg negatywnie wptywac
na wzrost, rozwdj i patogenicznos¢ grzybow. Ustalenie, jak bakterie wykazujgce
aktywno$¢ przeciwgrzybowg wptywajg na lipidom grzybow, pozwala lepiej zrozumieé
mechanizmy ograniczania rozwoju tej grupy fitopatogendw.

w niniejsze;j pracy  stwierdzono, ze  fosfatydylocholina  (PC)
i fosfatydyloetanoloamina (PE) sg gtéwnymi fosfolipidami bton plazmatycznych
szczepow F. culmorum DSM 1094 i F. sambucinum IM 6525, a powyzsze szczepy

roznig sie miedzy sobg stosunkiem zawartosci PC do PE. Dane literaturowe wskazuja,
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ze wrazliwos¢ grzybni na cLP-Bc jest uzalezniona od skfadu lipidomu. Wysoka
wrazliwos¢ grzybow na poszczegélne biosurfaktanty moze by¢ powigzana z niskg
zawartoscig ergosterolu, obecnoscig kréotkotancuchowych fosfolipidéw, niskim
poziomem PE w bftonach komérkowych czy tez z niskim stopniem nasycenia kwasoéw
ttuszczowych w tych fosfolipidach (Wise i in. 2014; Bakker i in. 2024). W niniejszej pracy,
analizujgc procentowg zawarto$¢ poszczegolnych fosfolipidéw w prébach obu grzybni,
stwierdzono, ze w btony grzybni F. culmorum DSM 1094 zawierajg nieznacznie wiecej
kwaséw ttuszczowych o nizszym stopniu nasycenia niz w przypadku bton grzybni
F. sambucinum IM 6525 (stosunek 1:0,9). Uzyskany wynik wskazuje na wyzszg
podatnos$¢ lipidomu grzybni F. culmorum DSM 1094 na dziatanie biosurfaktantéw. Z kolei
w btonach grzybni F. sambucinum IM 6525 stwierdzono nizszg zawartos¢ procentowg
PE w stosunku do PC niz w btonach grzybni F. culmorum DSM 1094. Dane literaturowe
sugeruja, ze taki wynik wskazuje z kolei na wyzszg wrazliwo$¢ bton F. sambucinum
IM 6525 na dziatanie zwigzkéw powierzchniowo czynnych.

Uzyskane wyniki badan ujawnity zmiany w profilu fosfolipidow (proporcji PC do
PE) grzybni szczepu F. culmorum DSM 1094 pod wptywem obecnosci trzech szczepow
bakteryjnych (P. koreensis ASK 10, Bacillus sp. Kol B2 lub Bacillus sp. Kol B3). Z kolei
zmiane w profilu fosfolipidowego w probach grzybni F. sambucinum IM 6525
stwierdzono w obecnosci szczepu Bacillus sp. Kol L6. Fosfolipidy PC i PE odpowiadajg
za stabilnos¢, elastycznos¢ i ptynnosé dwuwarstwy lipidowej, zapewniajac jej
integralnos¢ oraz prawidtowe funkcjonowanie. W niniejszej pracy wyznaczono wzrost
zawartosci PE w stosunku do PC w obecnosci niektorych szczepdw bakteryjnych,
powodujgcy spadek ptynnosci bton, prowadzgcy do ograniczenia jej przepuszczalnosci
(de Krooniin. 2013). Taki proces adaptacyjny pozwala komérkom na stopniowe
wchtanianie toksycznych dla nich zwigzkéw, spowalniajgc ich negatywne dziatanie na
grzybnie (Stolarek i in. 2019). Mozliwe, Ze obserwowane w niniejszej pracy zmniejszenie
ptynnosci bton badanych grzybni w obecnosci niektérych szczepéw bakteryjnych byto
reakcjg obronng fitopatogenéw na negatywne dziatanie biosurfaktantow.

W niektérych prébach uzyskanych z hodowli mieszanych bakteryjno-grzybowych
stwierdzono takze obecno$¢ fosfolipidéw charakterystycznych dla bakterii. Najwyzszy
poziom fosfolipidow bakteryjnych wyznaczono w prébach obu badanych grzybni
namnazanych w obecnosci bakterii Bacillus sp. Kol B3. Wynik ten moze sugerowad,
ze bakterie Kol B3 w poréwnaniu do pozostalych szczepdow bakteryjnych silniej
zdominowaty srodowisko prowadzonych hodowli.

W niniejszej pracy analizowano takze wptyw metabolitow obecnych w ptynach
pohodowlanych uzyskanych z hodowli bakteryjnych wybranych pieciu szczepdéw
(ASK 10, Kol B2, Kol B3, Kol B9 oraz Kol L6) na kietkowanie zarodnikoéw F. culmorum
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DSM 1094 oraz F. sambucinum IM 6525. Metabolity wtérne produkowane przez bakterie
mogg wptywac na rézne etapy rozwoju grzybdéw, w tym na kietkowanie zarodnikow.
Analiza, jak metabolity produkowane przez bakterie wptywajg na ten proces, moze
prowadzi¢ do lepszego zrozumienia, jak kontrolowaé rozwoj patogendw grzybowych.

Stwierdzono, ze grzybnia szczepu F. culmorum DSM 1094 produkuje zarodniki
makrokonidialne, natomiast grzybnia szczepu F.sambucinum IM 6525 produkuje
zarodniki mikrokonidialne. Ponadto ustalono, ze gesto$¢ zarodnikow szczepu IM 6525,
uzyskanych po zmyciu powierzchni grzybni hodowanej na podtozu zestalonym agarem,
byta okoto 100 razy wieksza niz gestos¢ zarodnikéw szczepu DSM 1094.

Analizujgc wptyw metabolitow bakteryjnych na kietkowanie zarodnikéw badanych
szczepow Fusarium wykazano, ze metabolity wytwarzane przez P. koreensis ASK 10
nie hamujg znaczgco powyzszego procesu, natomiast ograniczajg rozwdj strzepek
w srodowisku wzrostu. Zewnatrzkomorkowe metabolity (w tym takze biosurfaktanty)
produkowane przez bakterie Bacillus sp. Kol B2 hamowaty kietkowanie zarodnikow
skuteczniej niz te produkowane przez bakterie szczepu ASK 10, ale byly mniej
efektywne niz metabolity pozostatych badanych szczepéw Bacillus. Z kolei metabolity
Kol B9, cho¢ nie hamowaly kietkowania catkowicie, znaczgco ograniczaty rozwdj
strzepek. Najbardziej interesujgce wyniki uzyskano dla szczepdéw Kol B3 i Kol L6,
gdzie obserwowano catkowitg lize zarodnikow.

Liu i in. (2014a) oceniali zdolno$¢ cLP produkowanych przez B. subtilis CU12 do
ograniczania kietkowania zarodnikow fitopatogennych szczepéw nalezgcych do
gatunkoéw Alternaria solani, F. sambucinum, Rhizopus stolonifer oraz Verticillium
dahliae. Uzyskane w cytowanej pracy wyniki wykazaty, ze skutecznos¢ hamowania
kietkowania zarodnikow byta zr6znicowana i zalezata od uzytego w badaniu grzyba oraz
od rodzaju lipopeptydu. Kombinacje réznych lipopeptydéw wykazywaty addytywne,
synergistyczne, a czasem nawet wzajemnie hamujgce dziatanie na skutecznos¢
kietkowania zarodnikow. Autorzy powyzszej pracy stwierdzili rowniez, ze hamowanie
kietkowania zarodnikow jest Scisle zwigzane z przepuszczalnoscig bton komorkowych.

W badaniach przeprowadzonych przez Hirozawa i in. (2024), oceniano dziatanie
supernatantdw pozyskanych z hodowli dwdch szczepdéw B. subtilis (NT1 i NT2) na
szczep Fusarium verticillioides. Wyniki wykazaty, ze badane ptyny pohodowlane
hamowaty kietkowanie zarodnikow F. verticillioides (o 22-74%). Roéwniez Zhaoi in.
(2022a) wykazali, ze ptyn pohodowlany uzyskany z hodowli szczepu B. velezensis A4
skutecznie hamuje kietkowanie zarodnikow, wydtuzanie strzepek oraz wzrost grzybni
szczepu B. cinerea. W cytowanej pracy stwierdzono, ze badany ptyn pohodowlany

znaczgco ogranicza ekspresje genow uzytego szczepu B. cinerea zwigzanych ze
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wzrostem grzybni i fitopatogennoscig oraz ogranicza zdolnos¢ zarodnikéw do penetracji
scian komorkowych roslin.

W niniejszej pracy zbadano mechanizmy aktywnosci przeciwgrzybowej szczepu
Bacillus sp. Kol B3 w potaczeniu zfungicydem AZ wobec grzybni szczepu
F. sambucinum IM 6525. Uzyskane dane wykazaty, ze obecnos¢ zarowno AZ, jak
i bakterii Kol B3 w hodowlach F. sambucinum IM 6525 zwieksza przepuszczalnos¢ bton
cytoplazmatycznych grzybni znacznie bardziej w poréwnaniu do dziatania tych
czynnikéw osobno.

Oceniono takze zmiany morfologiczne w komorkach grzybni pod wptywem
obecnosci fungicydu AZ i/lub bakterii szczepu Kol B3 w hodowli ptynnej. W monokulturze
grzybni F. sambucinum IM 6525 bez dodatku AZ obserwowano diugie, rozgatezione
strzepki z widocznymi organellami. Zaobserwowano, ze zaréwno obecnosé AZ jak
i bakterii Kol B3 (stosowanych osobno) w hodowlach prowadzi do widocznego
znieksztatcenia i fragmentacji komorek grzybni. Z kolei jednoczesne zastosowanie
pestycydu i bakterii w hodowli grzybni skutkowato rozwojem krétkich strzepek
0 zwiekszonej srednicy i bez widocznych organelli.

Przeanalizowano réwniez wptyw fungicydu AZ i bakterii szczepu Kol B3 na
zywotnosé grzybni F. sambucinum IM 6525. Stwierdzono, ze zaréwno fungicyd AZ, jak
i bakterie szczepu Kol B3 znaczgco obnizajg zywotnosé badanej grzybni, aich
jednoczesna obecnos¢ w hodowli prowadzi do catkowitej dezintegracji strzepek.

Dalsze badania dotyczgce produkgji reaktywnych form tlenu (ROS) w komérkach
F. sambucinum IM 6525 wykazaty, ze zarébwno AZ, jak i bakterie szczepu Kol B3
zwiekszajg produkcje ROS, przy czym efekt ten jest silniejszy w monokulturze grzybni
zawierajgcej AZ niz w hodowli mieszanej bakteryjno-grzybowej bez dodatku AZ.
Co ciekawe, w hodowlach zawierajgcych zaréwno AZ jak i bakterie Kol B3 poziom
wewnatrzkomorkowych ROS byt zblizony do poziomu w probie kontrolnej
(bez czynnikow przeciwgrzybowych). Ten niespodziewanie niski poziom ROS moze
wynika¢ z powaznych uszkodzen grzybni, lizy $cian komorkowych oraz destabilizacji
funkcji mitochondridow.

W niniejszej pracy analizowano nie tylko produkcje biosurfaktantow oraz
aktywno$¢ przeciwgrzybowg bakterii, ale rowniez wptyw badanych szczepéw na wzrost
korzeni siewek ogérka siewnego. Badania nad wptywem bakterii na korzenie
pozwalajg oceni¢ ich potencjat do stymulacji wzrostu roslin i poprawie ich adaptacji do
roznych warunkéw srodowiskowych. Istnieje wiele danych na temat szczepow
bakteryjnych, szczegodlnie z rodzaju Bacillus, wykazujgcych zdolnos¢ do promogji
wzrostu systemu korzeniowego roslin, co pomaga roslinie w efektywnym pobieraniu

wody i sktadnikéw odzywczych. Obecnos¢ bakterii w Srodowisku wzrostu rosliny moze
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prowadzi¢ do wzrostu liczby korzeni, stymulowania rozwoju korzeni bocznych czy tez do
indukcji wzrostu i wydtuzania wtosnikéw korzeniowych (Lépez-Bucio i in. 2007; Batista
iin. 2021; Liu iin. 2023a; Jensen i in. 2024ab). Pozytywne dziatanie bakterii na korzenie
moze wynikac z produkcji auksyn lub innych metabolitéw wpltywajgcych na rozwdj roslin
(Sharifi i Ryu 2018; Mahapatra i in. 2022).

W niniejszej pracy oceniono wpltyw 32 szczepdéw bakteryjnych na wzrost korzeni
ogorka siewnego, w oparciu o suchg biomase korzeni. Nasiona ogdrka inkubowano
w obecnosci bakterii na podtozu MS oraz na wilgotnej bibule umieszczonej w szalkach
Petriego. Stwierdzono, ze korzenie siewek ogorka inkubowane na podtozu MS rosty
intensywniej w porownaniu do tych inkubowanych na wilgotnej bibule,
co najprawdopodobniej wynikato z obecnoéci sktadnikédw odzywczych w podtozu.
Uzyskane wyniki wykazaty, ze wiekszos¢ z ocenianych szczepdw bakteryjnych
ogranicza wzrost korzeni ogorka (niezaleznie od zastosowanej w badaniu metody).
Wyniki uzyskane po inkubacji nasion na podtozu MS wykazaty, ze 53,1% szczepow
uzytych w badaniu znaczgco hamuje wzrost korzeni, 40,6% nie ma istotnego wptywu,
a tylko 6,3% wykazuje dziatanie stymulujgce. Zidentyfikowano szes¢ szczepow z rodzaju
Bacillus (Kol B2, Kol B3, Kol B9, Kol D3, Kol D8, Kol S10), ktére niezaleznie od
zastosowanej w badaniu metody nie wykazywaly negatywnego wplywu na rozwdj
korzeni. Szczegdlng wyrézniat sie szczep Bacillus sp. Kol B9, ktéry jako jedyny
stymulowat wzrost korzeni bez wzgledu na zastosowang w badaniu metode.

Liczne szczepy bakterii ryzosferowych klasyfikowane sg jako PGPR, a dane
literaturowe wielu prac sugerujg zdolnos¢ ryzosferowych bakterii z rodzaju Bacillus do
promocji wzrostu korzeni (Bavaresco i in. 2020; de Araujo i in. 2021; Wang iin. 2022).
Jednakze, oceniane w niniejszej pracy szczepy bakteryjne w wiekszosci nie miaty
pozytywnego dziatania na wzrost korzeni ogérka. Wptyw bakterii na wzrost korzeni moze
zaleze¢ od wielu czynnikéw. Specyfika szczepu jest jednym z kluczowych elementow,
ktére nalezy wzig¢é pod uwage analizujgc uzyskane wyniki. Nie wszystkie szczepy
Bacillus i Pseudomonas majg identyczne witasciwosci; niektére mogg produkowaé
substancje stymulujgce wzrost roslin, takie jak fitohormony, podczas gdy inne mogg mieé
ograniczong zdolnos¢ do produkcji tych zwigzkéw. Warunki srodowiskowe takze
odgrywajq istotng role. Dostepnos¢ sktadnikéw odzywczych, temperatura i wilgotnosé
mogg wptywac na skutecznosé stymulowania wzrostu roslin przez bakterie. Mozliwe jest
rowniez, ze w niektérych warunkach bakterie mogg konkurowac¢ z rosling o sktadniki
odzywcze. Zwlaszcza w przypadku metody z uzyciem wilgotnej bibuty, w ktorej
odnotowano mniej pozytywne wyniki w porownaniu do metody w ktorej stosowano
podtoze MS. Bakterie i rosliny rozwijajgc sie na bogatym w sktadniki odzywcze podtozu

MS nie musiaty konkurowa¢ o sktadniki odzywcze i wode. Co wiecej, duza czesé
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mechanizmow promocji wzrostu roslin opiera sie na zwiekszaniu dostepnosci
sktadnikéw odzywczych dla rosliny, takich jak na przykfad jony amonowe, fosforanowe,
potasu czy cynku (Olanrewaju i in. 2017; Jeyanthi i in. 2018; Kumar i in. 2021b).
W metodzie z podtozem MS (zaprojektowanym do optymalnego wzrostu roslin) oraz
w metodzie z uzyciem wilgotnej bibuty (gdzie ograniczono dostep do sktadnikéw
odzywczych) bakterie mogty nie mie¢ mozliwosci zastosowania tych mechanizmoéw.
Negatywny wplyw wiekszosci poddanych badaniu szczepdéw bakteryjnych mégt rowniez
wynika¢ z nieodpowiedniej dawki wprowadzanych do proby bakterii lub sposobu ich
aplikaciji.

W niniejszej pracy oceniono takze wplyw wstepnej inkubacji (zaprawiania)
nasion ogérka siewnego w zawiesinie bakterii wybranych szczepéw Bacillus na
kietkowanie nasion oraz intensywnos¢ wzrostu siewek zarowno w obecnosci jak
i nieobecnosci zarodnikow F. culmorum DSM 1094 oraz F. sambucinum IM 6525.
Badania przeprowadzono w doniczkach z uzyciem gleby, a intensywnos¢ wzrostu
korzeni ogérka oceniano na podstawie suchej biomasy. Celem badan byto sprawdzenie,
czy komorki wybranych szczepow bakterii umieszczone na powierzchni nasion ogorka
mogg skutecznie chroni¢ nasiona i rozwijajace sie siewki przed negatywnym wptywem
zastosowanych szczepow Fusarium (ktérych zarodniki dodawano do gleby). Wiele
danych literaturowych sugeruje, ze zaprawienie nasion bakteriami z rodzaju Bacillus
moze chroni¢ rosliny przed zaréwno przed zakazeniem fitopatogenem jak i stresem
oksydacyjnym oraz osmotycznym (posrednio zwiekszajgc poziom chlorofilu i ligniny
w korzeniach, co korzystnie wptywa na $ciany komorek roslinnych i poprawia tolerancje
na stres) (Chen i in. 2009; Lastochkina i in. 2021; Akram i in. 2024). Efekt ten jest jednak
w duzym stopniu zalezny od konkretnego szczepu bakteryjnego (Lastochkina i in. 2021).

Do dalszych badan realizowanych w niniejszej pracy wybrano trzy szczepy
Bacillus: Kol B2, Kol B3 oraz Kol B9, biorac pod uwage wykazywane przez nie
réznorodne mechanizmy aktywnosci przeciwgrzybowej oraz ustalony we wcze$niejszym
etapie badan brak negatywnego wptywu na rozwdj korzeni siewek ogorka siewnego.

Stwierdzono, ze bakterie powyzszych szczepow nie zwiekszajg intensywnosci
kietkowania nasion warunkach w $rodowisku bez dodatku zarodnikéw Fusarium,
a szczep Bacillus sp. Kol B3 nieznacznie ogranicza ten proces. W glebie z dodatkiem
zarodnikow Fusarium kietkowanie nasion niezaprawionych byto silnie hamowane,
zwlaszcza przez F. sambucinum IM 6525. Zaprawienie nasion bakteriami Kol B2 lub
Kol B9 ograniczato negatywny wptyw zarodnikow Fusarium. Najlepsze rezultaty
uzyskano stosujgc nasiona ogorka otoczone bakteriami Kol B9. W powyzszej prébie
poziom kietkowania nasion byt zblizony do poziomu wyznaczonego w kontroli (w glebie

do ktdrej nie dodano zarodnikow Fusarium).
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Dodatkowo, stwierdzono, ze wszystkie trzy szczepy Bacillus ograniczajg
negatywne dziatanie zarodnikéw Fusarium na rozwdj korzeni i intensywnosé wzrostu
siwek ogoérka. Na podstawie wszystkich uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze szczep
Bacillus sp. Kol B9 wykazuje najwiekszy potencjat aplikacyjny, zarbwno w ochronie
przed negatywnym wptywem F. culmorum DSM 1094 i F.sambucinum IM 6525,
jak i w promowaniu rozwoju siewek ogorka.

Autorzy innych prac wielokrotnie wykazywali, ze zaprawianie nasion niektorymi
szczepami Bacillus moze chroni¢ rosline przed zakazeniem fitopatogenem.
Miljakovi€ i in. (2024) ocenili potencjat izolatéw Bacillus sp. jako biopreparatow majgcych
na celu ochrone grochu zwyczajnego (Pisum sativum L.) przed dwoma szczepami
fitopatogennych grzybéw z rodzaju Fusarium. Z szesciu izolatow bakteryjnych dwa
(B. subtilis B43 i B. amyloliquefaciens B50) miaty najwiekszy pozytywny wptyw na wzrost
i zdrowotnos$¢ siewek, ograniczajgc infekcje nasion i stymulujgc ich kietkowanie.
Réwniez Akram iin. (2024) wykazali, ze zaprawianie nasion pomidora bakteriami
szczepu Bacillus aryabhattai Z-48 poprawia wzrost roslin i spowalnia rozwéj choroby
wywotywane] przez szczepy z rodzaju Fusarium. W cytowanej pracy stwierdzono,
ze zaprawienie nasion znaczgco poprawia kietkowanie, wzrost siewek i odpornos¢ roslin
na fuzarioze. Wykazano réwniez wzrost poziomu roslinnych metabolitéw i enzymow
dziatajgcych ochronnie wobec stresu srodowiskowego.

W ostatnim etapie niniejszej pracy opracowano sklad podioza wzrostowego
stuzgcego do efektywnego namnazania bakterii Bacillus sp. Kol B9, o stwierdzonym
wysokim potencjale aplikacyjnym. W badaniu wykorzystano wodny roztwor tryptonu oraz
produkty uboczne przemystu spozywczego — drozdze odpadowe uzyskane po produkcji
piwa oraz wodny ekstrakt ze skorek marchwi. Stwierdzono, ze zastosowanie podfoza
0 zawartos$ci 0,5% wodnego ekstraktu ze skérek marchwi, 5% wodnej zawiesiny drozdzy
oraz 0,1% tryptonu najbardziej sprzyja intensywnemu wzrostowi bakterii Kol B9.
Stosujgc powyzsze podioze uzyskano najwiekszg gestosé komorek bakteryjnych
w hodowli (30,6 x 10" komodrek/mL), co stanowito ponad dwukrotny wzrost gestosci
komoérek w poréwnaniu do hodowli prowadzonej w podtozu LB (w ktdrej odnotowano
13,2 x 10" komorek/mL).

W innych pracach réwniez wykorzystywano browarnicze drozdze odpadowe jako
zrodio wegla w podtozu wzrostowym. Na przyktad Moshtagh iin. (2018) wykorzystali
podtoze odpadowe ztozone z 7% odpadu browarnianego oraz 6,22 g L azotanu amonu
w celu optymalizacji produkciji biosurfaktantow przez szczep B. subtilis N3-1P. Podobnie
Nazareth i in. 2021 w swoich badaniach rowniez skupili sie na optymalizacji produkcji

surfaktyny przez szczep B. subtilis z wykorzystaniem osadu browarniczego jako zrodta

wegla.
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Podsumowujgc, wyniki uzyskane w niniejszej pracy wskazujg na zréznicowany
wplyw zanieczyszczen antropogenicznych na biosurfaktantéw przez bakteryjne szczepy
ryzosferowe. Wykazano, ze oddziatywanie tych czynnikéw zalezy zaréwno od uzytego
szczepu bakteryjnego i grzybowego, jak i od rodzaju zanieczyszczenia dodawanego do
hodowli. W przypadku szczepu Bacillus sp. Kol B9, charakteryzujgcego sie najbardziej
korzystnym dziataniem na kietkowanie nasion i wzrost korzeni siewek ogoérka siewnego,
rowniez stwierdzono zroznicowany wplyw syntetycznych pestycyddw na poziom
produkcji surfaktyny i ituryny (takze w hodowlach zawierajgcych grzybnie Fusarium).
Zaobserwowano jednak, ze Zzadne z badanych zanieczyszczen nie ograniczyto
aktywno$ci przeciwgrzybowej tego szczepu w warunkach laboratoryjnych, co ponownie
wskazuje na jego wysoki potencijat aplikacyjny. Mimo to, istnieje ryzyko, ze dziatanie
przeciwgrzybowe szczepu Kol B9 mogtoby zostac istotnie ostabione w obecnosci kilku
réznych zanieczyszczen jednoczesnie. Taki efekt zaobserwowano w przypadku szczepu
Kol L6 — mimo, ze w wielu uktadach badanych dodatek herbicydéw lub MP do hodowli
zwiekszat aktywnos¢ przeciwgrzybowg bakterii, jednoczesna obecnos¢ wszystkich

trzech zanieczyszczeh prowadzita do wyraznego ostabienia tego efektu.
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VII. Wnioski i stwierdzenia koncowe

Najwazniejsze wnioski, wyciggniete na podstawie uzyskanych w niniejszej pracy

doktorskiej wynikow, zostaty podsumowane ponize;.

A. Wnioski dotyczace produkcji biosurfaktantéow i aktywnosci przeciwgrzybowej

szczepow bakteryjnych, w hodowlach prowadzonych w__nieobecnosci

zanieczyszczen antropogenicznych:

[1] Sposréd 72 zbadanych szczepdw Bacillus, 22 szczepy wykazujg zdolno$é do
kolonizacji strzepek grzybni F. sambucinum IM 6525 w hodowli typu dual culture
prowadzonej na podifozu zestalonym agarem. Powyzsze szczepy wykazujg
dodatkowy mechanizm dziatania przeciwgrzybowego polegajagcy na
intensywnym, dendrytycznym wzroscie uniemozliwiajgcym grzybni dalszg
kolonizacje powierzchni podioza. Bakterie te charakteryzujg sie takze bardzo

wysokg produkcja ituryny (= 200 mg L™") i wytwarzajg fengicyne.

[2] Wiekszos¢ badanych szczepow Bacillus znaczgco hamuje wzrost grzybni
badanych szczepdw Fusarium w hodowlach ptynnych.
Najwiekszg skutecznoSc¢ wyznaczono dla szczepu Bacillus sp. Kol Si6,
ktory ograniczat wzrost grzybni F. culmorum DSM 1094 o 81,8%,
natomiast grzybni F. sambucinum IM 6525 o 80,6%.

[8] Wysoka aktywno$¢ przeciwgrzybowa badanych szczepdw bakteryjnych wigze
sie ze wzrostem przepuszczalnosci bfton grzybni, wskazujgcym na duze

znaczenie biosurfaktantéw w procesie ograniczania wzrostu grzybni.

[4] Wszystkie 32 ocenione szczepy wytwarzajg zwigzki lotne (VOCs) zmieniajgce
morfologie grzybni powietrznej szczepu F.culmorum DSM 1094. VOCs
produkowane przez niektére szczepy hamujg takze wzrost grzybni
powierzchniowej tego szczepu. Nie stwierdzono zadnego wptywu tych zwigzkéw
na grzybnie F. sambucinum IM 6525.

Najsilniejsze dziatanie hamujgce wzrost grzybni powierzchniowej DSM
1094 wykazujg szczepy Bacillus sp. Kol B3 i Bacillus sp. KAS 2.2,

zmniejszajgc wzrost o 25,1 i 29%.
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[5]

[6]

[7]

Metabolity (w tym biosurfaktanty) wydzielane przez badane szczepy w
hodowlach ptynnych w réznorodny sposdb mogg wptywac na zarodniki Fusarium
oraz proces ich kietkowania.
Na przyktad zwigzki obecne w ptynach pohodowlanych Bacillus sp. Kol
B3 oraz Bacillus sp. Kol L6 powodujg catkowitg lize zarodnikéw F.
culmorum DSM 1094 oraz F. sambucinum IM 6525. Natomiast metabolity
produkowane przez Bacillus sp. Kol B9 silne spowalnia rozwdj strzepek

powyzszych grzybow.

Obecno$¢ grzybni F.culmorum DSM 1094, F.sambucinum IM 6525 Ilub

F. oxysporum KKP 458 w hodowlach badanych szczepéw Bacillus zazwyczaj

powoduje ograniczenie poziomu izolowanej z hodowli surfaktyny i ituryny.
Wyjatek stanowi poziom surfaktyny w hodowli F. sambucinum IM 6525
zawierajgcej bakterie Bacillus sp. Kol D4 oraz poziom ituryny w
hodowlach F. culmorum DSM 1094 zawierajgcych bakterie Bacillus sp.
Kol D3 lub Bacillus sp. Kol D4 oraz hodowli F. sambucinum IM 6525

zawierajgcej bakterie Bacillus sp. Kol D4.

Hodowle zawierajgce komoérki dwéch réznych szczepdédw Bacillus, wykazujgce
podwyzszong aktywnos¢ powierzchniowg ptynéw pohodowlanych, zazwyczaj nie

wykazujg wyzszej aktywnosci przeciwgrzybowej wobec szczepéw Fusarium.

B. Whnioski dotyczace produkcji biosurfaktantow i aktywnosci przeciwgrzybowej

[1]

[2]

[3]

szczepow bakteryjnych, w hodowlach prowadzonych w__obecnosci

zanieczyszczen antropogenicznych:

Szczepy P. koreensis ASK 10 i P. fluorescens ASK 68 najbardziej wydajnie z

ocenionych szczepdw dekoloryzujg barwniki azowe.

Korelacja pomiedzy wysokim poziomem dekoloryzacji barwnikéw azowych oraz
obnizong aktywnoscig powierzchniowg ptyndw pohodowlanych sugeruje
ograniczenie produkcji i/lub aktywnosci biosurfaktantéw wydzielanych przez
szczepy Bacillus i Pseudomonas hodowane w obecno$ci powyzszych

ksenobiotykow.

Zastosowane w badaniach barwniki azowe nie wptywajg na aktywnos$c¢

przeciwgrzybowg P. koreensis ASK 10 wobec F. sambucinum IM 6525,
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[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

natomiast w obecnosci barwnikbw RB5 i AMR wzrasta dziatanie

przeciwgrzybowe P. fluorescens ASK 68 wobec powyzszego grzyba.

Dodatek MP do hodowli Bacillus moze stymulowa¢ wzrost badanych szczepéw
bakteryjnych, nie ma znaczgcego wptywu na produkcje surfaktyny, ale moze
istotnie wplywaé na poziom wydzielanej ituryny.
Na przyktad w obecno$ci MP rosnie poziom ituryny wydzielanej przez
szczepy Bacillus sp. /-1a i Bacillus sp. KAS 2.2, natomiast spada poziom
tego zwigzku w hodowlach Bacillus sp. Kol B9 i Bacillus sp. Kol L6.

Syntetyczne herbicydy i fungicydy w zréznicowany sposéb wplywajg na
produkcje surfaktyny i ituryny, a ich wptyw zalezy zaréwno od uzytego szczepu

Bacillus jak i dodawanego do hodowli pestycydu.

Herbicydy 2,4-D i MET powodujg ograniczenie lub nie zmieniajg aktywnosci
przeciwgrzybowej badanych szczepéw Bacillus wobec zastosowanych
szczepow Fusarium.
Na przyktad szczepy Bacillus sp. Kol B2 i Bacillus sp. Kol B3 fracg czes¢
swojej skuteczno$ci przeciwgrzybowej w obecnosci herbicyddw, podczas
gdy szczepy Bacillus sp. Kol B9 i Bacillus sp. Kol L6 zachowujg swojg

aktywnosc¢ przeciwgrzybowg bez wzgledu na obecnoS$c herbicydow.

Fungicydy AZ i PR powodujg wzrost lub nie zmieniajg aktywnosci
przeciwgrzybowej badanych szczepow Bacillus wobec grzybéw Fusarium.
Na przyktad dodatek AZ do hodowli mieszanej bakteryjno-grzybowe;j
zawierajgcej bakterie Bacillus sp. Kol B3 oraz grzybnie F. sambucinum
IM 6525 zwieksza aktywnosc¢ przeciwgrzybowg wyznaczong jako spadek
intensywnoS$ci wzrostu biomasy grzybni, zwiekszenie przepuszczalnosci

bfon grzyba, fragmentacje strzepek i zanik organelli.

Dodatek syntetycznych herbicydow lub fungicydéw zaréwno do monokultur
Bacillus, jak i do hodowli mieszanych bakteryjno-grzybowych moze ograniczac,
nie wplywacé lub stymulowac poziom wydzielanej ituryny i surfaktyny. Efekt ten
zalezy od uzytego w badaniu szczepu Bacillus, szczepu Fusarium i rodzaju
herbicydu.

Na przyktad 2,4-D zazwyczaj nie wptywa na produkcje surfaktyny w

monokulturach Bacillus, ale w hodowli szczepu Bacillus sp. Kol L6
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[9]

powoduje okoto 20% spadek produkcji tego cLP. MET ogranicza
produkcje surfaktyny przez Bacillus sp. Kol B2 i Bacillus sp. Kol B3, ale
nie wpfywa na produkcje surfaktyny przez Bacillus sp. Kol B9 i Bacillus
sp. Kol L6. AZ znaczgco zwieksza produkcje ituryny przez bakterie
Bacillus sp. Kol D3 w obecnosci grzybni F. oxysporum KKP 458.
Natomiast PR zwieksza produkcje ituryny w hodowlach mieszanych
Bacillus sp. Kol D3 i B. subtilis DSM 3257, ale efekt ten nie wystepuje w
obecnosci grzybni F. oxysporum KKP 458.

Jednoczesna obecnos¢ MP oraz dwoch herbicydow (2,4-D i MET) w hodowli
ogranicza zdolnos¢ bakterii Bacillus sp. Kol L6 do efektywnej degradacji
herbicydéw, niekorzystnie wplywa na poziom ituryny oraz na dziatanie
przeciwgrzybowe bakterii. Mimo ze w niektérych przypadkach dodatek
herbicydéw lub MP do hodowli Bacillus zwigksza aktywnos¢ przeciwgrzybowa,
to obecno$¢ wszystkich trzech zanieczyszczen jednoczeédnie powoduje wyrazne

ostabienie tego efektu.

C. Wnioski dotyczace wplywu badanych szczepéw bakteryjnych na wzrost

[1]

[2]

ogorka siewnego:

Sposrod 32 badanych szczepow bakteryjnych 53,1% szczepow ogranicza wzrost
korzeni ogoérka siewnego, 40,6% nie ma istotnego wptywu, a tylko 6,3%
szczepow stymuluje rozwdj korzeni ogorka. Najbardziej korzystny wptyw na

powyzszy proces wyznaczono w przypadku bakterii Bacillus sp. Kol B9.

Zaprawianie nasion ogoérka siewnego zawiesing bakterii szczepu Bacillus sp. Kol
B9 chroni nasiona i siewki ogorka przed niekorzystnym wptywem grzybni
F. culmorum DSM 1094 oraz F. sambucinum IM 6525, ktdrych strzepki dodano
do gleby.

D. Wnioski dodatkowe:

[1]

Stwierdzono, ze produkty uboczne przemystu spozywczego, takie jak drozdze
odpadowe uzyskane po produkcji piwa czy skérki z marchwi, mogg byc¢
wykorzystane do opracowania efektywnego i ekologicznego podtoza

wzrostowego zapewniajgcego intensywny wzrost biomasy Bacillus sp. Kol B9.
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VIIl. Streszczenie

Jednym z kluczowych wyzwan w stosowaniu mikrobiologicznych srodkéw
ochrony roslin sg ich interakcje z antropogenicznymi zanieczyszczeniami, takimi jak
pozostatosci syntetycznych pestycydéw, MP oraz barwniki przemystowe. Pomimo
rosngcej swiadomosci ekologicznej, zmian w przepisach oraz wzrastajgcej dostepnosci
alternatywnych srodkéw ochrony roslin, syntetyczne pestycydy wcigz dominujg w walce
ze szkodnikami. Wiele szczepdw bakterii z rodzaju Bacillus i Pseudomonas wyréznia sie
zdolnoscig do wspomagania wzrostu roslin, ograniczania rozwoju fitopatogennych
grzybdéw oraz udziatem w bioremediacji gleby. W powyzszych procesach duze
znaczenie majg wydzielane do srodowiska metabolity bakteryjne, w tym biosurfaktanty
— zwigzki charakteryzujgce sie zaréwno aktywnoscig powierzchniowa jak i zréznicowang
aktywnoscig biologiczna.

Gtownym celem niniejszej pracy byta ocena aktywnosci przeciwgrzybowej
szczepow Bacillus i Pseudomonas zdolnych do produkcji cLP, takze w obecnosci
wybranych zanieczyszczen antropogenicznych.

Opisane w pracy badania rozpoczynajg sie od charakterystyki biosurfaktantéw
produkowanych przez 80 ryzosferowych szczepéw bakteryjnych (77 z rodzaju Bacillus
i trzy z rodzaju Pseudomonas). W pracy wykorzystano 62 izolaty Bacillus zdolne do
wydzielania dwoéch lub trzech biosurfaktantéw cLP-Bc (surfaktyny, ituryny i/lub
fengicyny). W poczatkowej puli stosowanych modeli badawczych znalazty sie takze
bakterie produkujgce tylko jeden cLP-Bc lub tez nie produkujgce ich wcale. Badaniom
poddano takze trzy izolaty z rodzaju Pseudomonas i zidentyfikowano produkowane
przez nie biosurfaktanty. Stwierdzono, ze szczepy ASK 10, ASK 68 oraz Zg 9.3
produkujg odpowiednio folipeptyne, mieszaning wiskozyny i HAA (prekursora RL) oraz
milkisyne C. Wraz z postepem dalszych badanh stopniowo zawezano pule badanych
szczepow.

W kolejnym etapie pracy porownano zdolnos¢ bakterii do hamowania wzrostu
grzybow z rodzaju Fusarium w wyniku dziatania wydzielanych do podtoza metabolitéw
oraz VOCs. Badania przeprowadzone 2z uzyciem hodowli typu dual culture
prowadzonych na podtozu zestalonym agarem wykazatly, ze 22 spos$rod 72 zbadanych
izolatow Bacillus skutecznie kolonizuje strzepki F. sambucinum IM 6525. W przypadku
powyzszych szczepow zaobserwowano takze intensywny, dendrytyczny wzrost
populacji bakteryjnej, skutecznie uniemozliwiajacy grzybni dalszg kolonizacje
powierzchni podtoza. Szczepy te charakteryzowaty sie ponadto bardzo wysoka

produkcjg ituryny (= 200 mg L™") oraz wytwarzaty fengicyne. Nie stwierdzono jednak
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kolonizacji strzepek przez komoérki bakteryjne w przypadku drugiego szczepu Fusarium
— F. culmorum DSM 1094.

Nastepnie przeprowadzono badania aktywnosci przeciwgrzybowej 32 wybranych
szczepOow z uzyciem podioza ptynnego. Stwierdzono, ze wiekszos¢ analizowanych
bakterii znaczgco hamuje wzrost biomasy uzytych w pracy grzybéw Fusarium. Z kolei
ocena produkgji bakteryjnych VOCs wykazata, ze 32 szczepy (wszystkie zastosowane
w badaniu) wydzielajg VOCs ograniczajgce wzrost grzybni powietrznej F. culmorum
DSM 1094. Stwierdzono, ze w przypadku kilku izolatéw bakteryjnych powyzsze
metabolity hamujg rowniez wzrost grzybni powierzchniowej DSM 1094, jednak o nie
wiecej niz 30%. Zwigzki te nie miaty zadnego wptywu na grzybnie F. sambucinum
IM 6525.

Kolejnym etapem pracy byta ocena wptywu bakterii na intensywnos¢ wzrostu
korzeni siewek ogdrka siewnego. Nasiona ogorka inkubowano na podtozu MS ina
wilgotnej bibule. Stwierdzono, ze sposrod 32 badanych szczepow: 53,1% ogranicza
wzrost korzeni ogérka siewnego, 40,6% nie ma istotnego wptywu, a tylko 6,3% izolatéw
stymuluje rozwdj korzeni ogorka. Najbardziej korzystny wplyw na powyzszy proces
wyznaczono w przypadku bakterii Bacillus sp. Kol B9.

Powyzszg czesé pracy zakonczono identyfikacjg genetyczng 23 izolatow
bakteryjnych. Wykazano, ze wiekszos¢ badanych szczepéw Bacillus nalezy
do tzw. kompleksu szczepéw B. subtilis, w tym osiem najprawdopodobniej nalezy
do gatunku B. subtilis, pie¢ do B. amyloliquefaciens oraz pie¢ do B. velezensis.
Szczep Kol B3 moze naleze¢ do gatunku B. amyloliquefaciens, B. velezensis lub
B. methylotrophicus. Ustalono, ze szczep Kol Si4 najprawdopodobniej nalezy do
gatunku B. subtilis lub B. halotolerans, natomiast szczep Zg 7.6 do gatunku B. pumilus.
Uzyskane wyniki wykazaty takze, ze izolaty oznaczone symbolami ASK 10, ASK 68 oraz
Zg 9.3 to odpowiednio P. koreensis, P. fluorescens oraz Pseudomonas sp.

Poza ograniczaniem przyrostu biomasy grzybowej, produkcji cLP oraz produkcji
przeciwgrzybowych VOCs, w niniejszej pracy zbadano rowniez inne mechanizmy
aktywnoéci przeciwgrzybowej wobec grzybow z rodzaju Fusarium. Oceniono wptyw
pieciu szczepow bakteryjnych (ASK 10, KolB2, KolB3, KolB9, KolL6)
na przepuszczalnos¢ bton grzybni, zmiany w lipidomie oraz na kietkowanie zarodnikdw.
Stwierdzono, ze wysoka aktywno$¢ przeciwgrzybowa bakterii wigze sie ze wzrostem
przepuszczalnosci bton grzybni. Stwierdzono takze, ze wydzielane przez bakterie
metabolity (w tym biosurfaktanty) mogg réznorodnie wptywac na zarodniki Fusarium,
np. ogranicza¢ proces kietkowania zarodnikdw i rozwoju strzepek albo nawet

powodowac lize zarodnikéw.
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Duzg czes¢ pracy poswiecono ocenie wptywu réznych czynnikdw biotycznych
i abiotycznych na produkcje biosurfaktantow i aktywnosé przeciwgrzybowg badanych
szczepow bakteryjnych. Stwierdzono, ze obecnos¢ grzybni F. culmorum DSM 1094,
F. sambucinum IM 6525 lub F. oxysporum KKP 458 w hodowlach badanych bakterii
Bacillus zazwyczaj powoduje ograniczenie poziomu izolowanej surfaktyny i ituryny.

Stwierdzono, ze w przypadku 10 sposréd 37 zbadanych hodowli zawierajgcych
komorki  dwoch  réznych  szczepdw  Bacillus  nastepuje  wzrost  aktywnosci
powierzchniowej ptynéw pohodowlanych (sugerujgcy wzrost produkcji biosurfaktantow).
Niemniej jednak podwyzszong aktywnosc¢ przeciwgrzybowg wyznaczono tylko w jednej
hodowli — zawierajgcej grzybnie F. oxysporum KKP 458 oraz komorki Bacillus sp. Kol D4
oraz B. subtilis DSM 3257.

Wykazano, ze zastosowane w pracy zanieczyszczenia antropogeniczne mogag
w zréznicowany sposéb  wptywa¢ na produkcje biosurfaktantéw i aktywnosc
przeciwgrzybowg bakterii. Efekt ten zalezy zaréwno od uzytego szczepu bakteryjnego
i grzybowego, jak i od dodawanego do hodowli ksenobiotyku.

Stwierdzono, ze dodatek barwnikéw azowych do hodowli negatywnie wptywa na
aktywnos¢é powierzchniowg ptynéw pohodowlanych, co sugeruje ograniczenie produkcji
i/lub aktywnosci biosurfaktantow wydzielanych przez bakterie. Pomimo takiego efektu,
obecnos¢ barwnikow azowych w hodowli bakteryjno-grzybowej nie miata negatywnego
wplywu na aktywno$¢ przeciwgrzybowg szczepow ASK 10 i ASK 68 wobec
F. sambucinum IM 6525. Wrecz przeciwnie, w hodowli zawierajgcej powyzszg grzybnie,
bakterie P. fluorescens ASK 68 oraz barwnik RB5 lub AMR wyznaczono wzrost
aktywnosci przeciwgrzybowe;.

Ustalono, ze dodatek MP do hodowli Bacillus moze stymulowa¢ wzrost bakterii,
nie ma znaczacego wpltywu na produkcje surfaktyny przez badane szczepy, ale moze
istotnie wplywaé na poziom ituryny. Stwierdzono takze, Zze herbicydy 2,4-D i MET
powodujg ograniczenie lub nie zmieniajg aktywnosci przeciwgrzybowej badanych
szczepow Bacillus wobec grzybow Fusarium. Z kolei fungicydy AZ i PR powodujg wzrost
lub nie zmieniajg aktywnosci przeciwgrzybowej zastosowanych w badaniu bakterii.
Dodatek syntetycznych herbicydéw lub fungicydéw zaréwno do monokultur Bacillus,
jakido hodowli mieszanych bakteryjno-grzybowych ograniczat, nie wptywat lub
zwiekszat poziom wydzielanej ituryny i surfaktyny. Efekt ten zalezat od uzytego
w badaniu szczepu Bacillus, szczepu Fusarium oraz rodzaju pestycydu.

Ostatni etap pracy poswiecono ocenie potencjatu aplikacyjnego tych szczepow
Bacillus, ktére charakteryzowaty sie rdéznorodnymi mechanizmami dziatania
przeciwgrzybowego oraz brakiem negatywnego wplywu na wzrost korzeni siewek

ogorka siewnego. Stwierdzono, Zze zaprawienie (otoczenie warstwg komorek
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bakteryjnych) nasion ogoérka siewnego chroni nasiona i siewki ogérka przed
niekorzystnym wptywem F. culmorum DSM 1094 oraz F. sambucinum IM 6525, ktérych
zarodniki wprowadzono do gleby. Efekt ten byt szczegdlnie widoczny gdy do zaprawienia
nasion wykorzystano bakterie Bacillus sp. Kol B9.

Pomimo stwierdzonego w niniejszej pracy zréznicowanego wptywu
zanieczyszczen na produkcje biosurfaktantéw przez rézne szczepy bakteryjne, zaden
z zastosowanych zwigzkdéw nie ograniczat aktywnosci przeciwgrzybowej szczepu
Bacillus sp. Kol B9, co potwierdza jego wysoki potencjat aplikacyjny. Jednakze, istnieje
ryzyko, ze efektywne dziatanie przeciwgrzybowe tych bakterii mogtoby zostac silnie
ostabione w obecnosci kilku réznych zanieczyszczen jednoczesnie. Taki efekt
zaobserwowano w przypadku szczepu Bacillus sp. Kol L6 — mimo, ze w wielu uktadach
badanych dodatek herbicydow Ilub MP do hodowli zwiekszat aktywnos$é
przeciwgrzybowg tych bakterii, jednoczesna obecnos¢ wszystkich trzech

zanieczyszczen prowadzita do wyraznego ostabienia tego efektu.
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IX. Abstract

One of the key challenges in using microbiological plant protection agents is their
interactions with anthropogenic pollutants such as synthetic pesticide residues, MPs,
and industrial dyes. Despite growing environmental awareness, regulatory changes,
and increasing availability of biopesticides, synthetic pesticides still dominate in pest
control. Many strains of bacteria from the Bacillus and Pseudomonas genera are notable
for their ability to promote plant growth, inhibit the development of phytopathogenic fungi,
and participate in soil bioremediation. In these processes, bacterial metabolites,
including biosurfactants — compounds characterized by both surface activity and diverse
biological activity — play a significant role.

The main objective of this study was to assess the antifungal activity of Bacillus
and Pseudomonas strains capable of producing cLPs, also in the presence of selected
anthropogenic pollutants.

The research begins with the characterization of biosurfactants produced by
80 rhizosphere bacterial strains (77 from genus Bacillus and three from genus
Pseudomonas). The study included 62 Bacillus isolates capable of producing two or
three cLP-Bc biosurfactants (surfactin, iturin, and/or fengycin). The initial pool of bacterial
models also included strains that produce only one cLP-Bc or none at all. Three
Pseudomonas isolates were also examined, and their produced biosurfactants were
identified. It was found that the strains ASK 10, ASK 68, and Zg 9.3 produce,
respectively, pholipeptin, a mixture of viscosin and HAA (a precursor of RLS),
and milkisin C. As the research progressed, the number of strains used was gradually
narrowed down.

In the next stage, the ability of bacteria to inhibit the growth of Fusarium fungi
through non-volatile metabolites and VOCs was compared. Dual culture experiments on
agar solid media showed that 22 out of 72 Bacillus isolates effectively colonized
F. sambucinum IM 6525 hyphae. For these strains, intensive dendritic bacterial growth
was observed, preventing the fungal mycelium from further colonizing the medium
surface. These strains also demonstrated high iturin production (=200 mgL™") and
produced fengycin. However, no hyphal colonization was observed for the second
Fusarium strain, F. culmorum DSM 1094.

Antifungal activity studies of 32 selected bacterial strains were then conducted
in liquid media. It was found that most analyzed bacteria significantly inhibited the
biomass growth of Fusarium fungi used in the study. The evaluation of bacterial VOCs
production showed that all 32 strains emitted VOCs that inhibited the aerial mycelium

growth of F.culmorum DSM 1094. In the case of several bacterial isolates, these

204



metabolites also inhibited surface mycelium growth by no more than 30%, but had no
effect on the mycelium of F. sambucinum IM 6525.

The next phase assessed the influence of bacteria on the growth of cucumber
seedling roots. Cucumber seeds were incubated on MS medium and wet filter paper.
Of the 32 strains tested, 53.1% inhibited cucumber root growth, 40.6% had no significant
effect, and only 6.3% stimulated root development. The most beneficial effect was
observed for Bacillus sp. Kol B9.

This section concluded with the genetic identification of 23 bacterial isolates.
It was determined that most Bacillus strains belong to the B. subtilis species complex,
with eight likely to be B. subtilis, five to be B. amyloliquefaciens, and five to be
B. velezensis. Strain named Kol B3 may belong to either B. amyloliquefaciens,
B. velezensis, or B. methylotrophicus. It was also found that strain named Kol Si4 most
likely belongs to B. subtilis or B. halotolerans, while strain Zg 7.6 probably belongs to
B. pumilus. The isolates ASK 10, ASK 68, and Zg 9.3 were identified as P. koreensis,
P. fluorescens, and Pseudomonas sp., respectively.

In addition to biomass inhibition, cLP production, and antifungal VOCs
production, other antifungal mechanisms against Fusarium were investigated.
The impact of five bacterial strains (ASK 10, Kol B2, Kol B3, Kol B9, and Kol L6) on
fungal membrane permeability, lipidome changes, and spore germination was assessed.
It was found that high antifungal activity was associated with an increased hyphal
membrane permeability. It was also shown that bacterial non-volatile metabolites
(including biosurfactants) can variably affect Fusarium spores by inhibiting spore
germination and hyphal growth or even causing spore lysis.

A significant portion of the study focused on the effects of various biotic and
abiotic factors on biosurfactant production and antifungal activity of the tested strains.
It was found that the presence of F. culmorum DSM 1094, F. sambucinum IM 6525,
or F. oxysporum KKP 458 fungi in bacterial-fungal co-cultures generally reduced
surfactin and iturin levels.

It was also observed that in 10 out of 37 co-cultures containing two different
Bacillus strains, the surface activity of the supernatants increased (suggesting higher
biosurfactant production). However, subsequent increased antifungal activity was only
noted in one cultivation, containing F. oxysporum KKP 458 mycelium and Bacillus sp.
Kol D4 and B. subtilis DSM 3257 cells.

The study demonstrated that anthropogenic pollutants can differentially affect
biosurfactant production and bacterial antifungal activity. This effect depended on the

bacterial and fungal strain used, as well as the xenobiotic added to the culture.
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It was found that azo dyes negatively affect the surface activity of post-culture
broths, suggesting reduced biosurfactant production and/or activity. However,
the presence of azo dyes in bacterial-fungal co-cultures did not negatively impact the
antifungal activity of neither ASK 10 nor ASK 68 bacteria against F. sambucinum
IM 6525. In fact, increased antifungal activity was observed when P. fluorescens ASK 68
and the RB5 or AMR azo dyes were both present in the cultivation.

It was also found that and addition of MP to Bacillus cultivation can stimulate
bacterial growth, does not significantly affect surfactin production, but may impact iturin
levels. It was determined that the synthetic herbicides 2,4-D and MET either reduced or
did not change the antifungal activity of Bacillus strains against Fusarium fungi.
In contrast, the synthetic fungicides AZ and PR either increased or had no effect on
antifungal activity. An addition of synthetic pesticides to Bacillus cultivations either
reduced, had no effect, or increased the levels of iturin and surfactin. This effect was
dependent on the Bacillus strain, Fusarium strain, and the pesticide used.

The final stage of the study focused on the evaluation of the application potential
of Bacillus strains with diverse antifungal mechanisms and no negative impact on
cucumber seedling root growth. It was found that coating cucumber seeds with bacterial
cells protected the seeds and seedlings from the harmful effects of F.culmorum
DSM 1094 and F. sambucinum IM 6525, which spores were introduced into the soil.
This effect was particularly pronounced when Bacillus sp. Kol B9 was used for the seed
coating.

Despite the diverse effects of environmental pollutants on the biosurfactant
production observed in this study, none of the applied compounds limited the antifungal
activity of Bacillus sp. Kol B9, confirming its high application potential. However, there is
a risk that the antifungal efficacy of these bacteria could be significantly reduced in the
presence of multiple different pollutants. Such effect was observed for Bacillus sp. Kol L6
— although in many experimental setups the addition of synthetic herbicides or MP
increased the antifungal activity of these bacteria, the simultaneous presence of all three

pollutants led to a significant reduction of this effect.
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X. Oswiadczenia wspétautorow

Oswiadczenia wspotautorow dotyczgce udzialu w dwdch opublikowanych
pracach naukowych oraz manuskrypcie przygotowanym do czasopisma znajdujg sie na

kolejnych stronach.
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4175. DOI: 10.3390/ijms25084175

Oswiadczam, Ze jestem wspétautorem powyzszej publikacji, a swoj wktad w jej
powstanie oceniam na 55%.
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Mdj wkiad polegat na: 1) wspétudziale w przygotowaniu koncepciji pracy; 2) realizacji
badar (w tym przygotowaniu hodowli drobnoustrojow; okresleniu wptywu azoksystrobiny na
aktywno$¢ przeciwgrzybowg bakterii oraz przepuszczalno$é bton grzyba; wykonaniu
ekstrakcji azoksystrobiny i biosurfaktantéw z hodowli); 3) interpretacji uzyskanych wynikéw;
4) przeprowadzeniu analiz  statystycznych; 5) przygotowaniu manuskryptu (w tym
opracowanie graficzne wynikéw, opis wstepu, materiatéw i metod, uzyskanych wynikéw oraz

dyskusje) oraz 6) wspétudziale w przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentéw.
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25 09 92y, Fdda

(data i miejsce)

dr hab. Katarzyna Paraszkiewicz, prof. UL
Katedra Mikrobiologii Przemystowej i Biotechnologii
Uniwersytet £édzki

tod?, Polska
Oswiadczenie o wktadzie w powstanie publikacji

1. Walaszczyk A, Jasiriska A, Bernat P, Ptaza 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

Oswiadczam, ze jestem wspotautorem powyzszej publikacji, a swéj wktad w jej powstanie
oceniam na 15%. Mo6j wktad polegat na wspétudziale w przygotowaniu koncepcji pracy, nadzorze
nad postepami pracy badawczej, wspdtudziale w interpretacji wynikéw oraz wspétudziale w

przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentéw. Bytam réwniez autorem korespondencyjnym.

2. Walaszczyk A, Jasifnska A, Bernat P, Rozalska S, Sas-Paszt L, Lisek A, Paraszkiewicz K.
(2024) The Combined Effects of Azoxystrobin and the Biosurfactant-Producing Bacillus
sp. Kol B3 against the Phytopathogenic Fungus Fusarium sambucinum IM 6525.

International Journal of Molecular Sciences 25: 4175. DOI: 10.3390/ijms25084175

Oswiadczam, ze jestem wspodtautorem powyzszej publikacji, a swéjwktad w jej powstanie
oceniam na 15%. Moj wktad polegat na wspotudziale w przygotowaniu koncepcji pracy, nadzorze
nad postgepami pracy badawczej, wspétudziale w interpretacji wynikow oraz wspotudziale w

przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentéw. Bytam réwniez autorem korespondencyjnym.
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(data i miejsce)

-

dr Anna Jasinska
Katedra Mikrobiologii Przemystowej i Biotechnologii
Uniwersytet £odzki

toédz, Polska

Oswiadczenie o wktadzie w powstanie publikacji

1. Walaszczyk A, Jasinska A, Bernat P, Ptaza 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

Os$wiadczam, ze jestem wspo6tautorem powyzszej publikaciji, a swéj wktad w jej powstanie
oceniam na 10%. M¢j wktad polegat na wspotudziale w ekstrakcji herbicydow i przygotowaniu
mikroplastiku, nadzorze nad postepami pracy badawczej oraz wspétudziale w przygotowaniu

odpowiedzi na uwagi recenzentow.

2. Walaszczyk A, Jasifiska A, Bernat P, Rozalska S, Sas-Paszt L, Lisek A, Paraszkiewicz K.
(2024) The Combined Effects of Azoxystrobin and the Biosurfactant-Producing Bacillus
sp. Kol B3 against the Phytopathogenic Fungus Fusarium sambucinum IM 6525.

International Journal of Molecular Sciences 25: 4175. DOI: 10.3390/ijms25084175

Oswiadczam, ze jestem wspoétautorem powyzszej publikaciji, a swéj wktad w jej powstanie
oceniam na 5%. M&j wktad polegat na nadzorze nad postepami pracy badawczej oraz

wspétudziale w przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentow.
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(data i miejsce)

dr hab. Przemystaw Bernat, prof. Ut
Katedra Mikrobiologii Przemystowe;j i Biotechnologii
Uniwersytet £ddzki

+6dz, Polska

Oswiadczenie o wktadzie w powstanie publikacji

1. Walaszczyk A, Jasiiska A, Bernat P, Ptaza 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

Oswiadczam, ze jestem wspdétautorem powyzszej publikacji, a swoj wktad w jej powstanie
oceniam na 10%. M6j wktad polegat na oznaczeniu zawartosci surfaktyny, ituryny, kwasu 2,4-
dichlorofenoksyoctowego i metolachloru (z wykorzystaniem technik LC-MS/MS) w prébach,
nadzorze nad opisywaniem metod chromatograficznych oraz wspétudziale w przygotowaniu

odpowiedzi na uwagi recenzentéw.

2. Walaszczyk A, Jasinska A, Bernat P, Rézalska S, Sas-Paszt L, Lisek A, Paraszkiewicz K.
(2024) The Combined Effects of Azoxystrobin and the Biosurfactant-Producing Bacillus
sp. Kol B3 against the Phytopathogenic Fungus Fusarium sambucinum IM 6525.

International Journal of Molecular Sciences 25: 4175. DOI: 10.3390/ijms25084175

Os$wiadczam, ze jestem wspétautorem powyzszej publikacji, a swoéj wktad w jej powstanie
oceniam na 10%. Méj wktad polegat na oznaczeniu zawartosci surfaktyny, ituryny i azoksystrobiny
(z wykorzystaniem technik LC-MS/MS) w prébach, nadzorze nad opisywaniem metod

chromatograficznych oraz wspétudziale w przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentéw.
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(data i miejsce)
dr hab. Sylwia Rézalska, prof. UL
Katedra Mikrobiologii Przemystowej i Biotechnologii
Uniwersytet £6dzki

Lodz, Polska

Oswiadczenie o wktadzie w powstanie publikacji

Walaszczyk A, Jasiriska A, Bernat P, Rézalska S, Sas-Paszt L, Lisek A, Paraszkiewicz K. (2024) The
Combined Effects of Azoxystrobin and the Biosurfactant-Producing Bacillus sp. Kol B3 against
the Phytopathogenic Fungus Fusarium sambucinum IM 6525. International Journal of Molecular

Sciences 25: 4175. DO!: 10.3390/ijms25084175

Oswiadczam, ze jestem wspotautorem powyzszej publikacji, a swoj wktad w jej powstanie
oceniam na 5%. Moj wktad polegat na wykonaniu analiz mikroskopowych, pomiarze
wewnatrzkomorkowego poziomu reaktywnych form tlenu oraz wspétudziale w interpretacji

uzyskanych wynikow.

(podpis)

213



Zabrze, 02.09.2024
(data i miejsce)
prof. dr hab. Grazyna Ptaza
Wydziat Organizacji i Zarzgdzania
Politechnika Slaska

Zabrze, Polska
Oswiadczenie o wktadzie w powstanie publikacji

Walaszczyk A, Jasiriska A, Bernat P, Ptaza 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

Oswiadczam, ze jestem wspétautorem powyzszej publikacii, a swéj wktad w jej powstanie
oceniam na 5%. Moj wktad polegat na wspdétudziale w interpretacji uzyskanych wynikéw oraz

wspotudziale w przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentéw.
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dr hab. Lidia Sas-Paszt, prof. 10
Zaktad Mikrobiologii i Ryzosfery
Instytut Ogrodnictwa

Skierniewice, Polska

Oswiadczenie o wktadzie w powstanie publikacji

Walaszczyk A, Jasinska A, Bernat P, Rozalska S, Sas-Paszt L, Lisek A, Paraszkiewicz K. (2024) The
Combined Effects of Azoxystrobin and the Biosurfactant-Producing Bacillus sp. Kol B3 against the
Phytopathogenic Fungus Fusarium sambucinum IM 6525. International Journal of Molecular Sciences

25: 4175. DOI: 10.3390/ijms25084175

Oswiadczam, ze jestem wspétautorem powyzszej publikacji, a swéj wktad w jej powstanie

oceniam na 5%. Moj wkitad polegat na wspétudziale przygotowywaniu manuskryptu.
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Skiermbwce, 26-98. 104

(data i miejsce)
dr Anna Lisek

Zaktad Odmianoznawstwa, Szkotkarstwa i Zasobow Genowych

Instytut Ogrodnictwa-PIB

Skierniewice, Polska

Oswiadczenie o wktadzie w powstanie publikacji

Walaszczyk A, Jasinska A, Bernat P, Rozalska S, Sas-Paszt L, Lisek A, Paraszkiewicz K.
(2024) The Combined Effects of Azoxystrobin and the Biosurfactant-Producing Bacillus sp. Kol
B3 against the Phytopathogenic Fungus Fusarium sambucinum IM 6525. International Journal
of Molecular Sciences 25: 4175. DOI: 10.3390/ijms25084175

Oéwiadczam, ze jestem wspotautorem powyzszej publikacji, a swoj wkiad w jej

powstanie oceniam na 5%. Méj wkiad polegat na genetycznej identyfikacji badanego szczepu
bakteryjnego.

Anna disele

(podpis)
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XI. Catkowity dorobek naukowy
XI.1. Publikacje

Paraszkiewicz K. i Walaszczyk A. (2021) Characteristics, classification and directions
for practical use of surfactants. Screening of Bacillus strains capable of lipopeptide
surfactants production. W: J. Dtugonski, red., Microbial biotechnology in the laboratory

and practice: theory, exercises and specialist laboratories. 198—-210.

Walaszczyk A, Jasinska A, Bernat P, Pltaza 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

5-letni Impact Factor: 4.3; punkty MNiSW: 140

Walaszczyk A, Jasinska A, Bernat P, Roézalska S, Sas-PasztL, Lisek A,
Paraszkiewicz K. (2024) The Combined Effects of Azoxystrobin and the Biosurfactant-
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sambucinum IM 6525. International Journal of Molecular Sciences 25: 4175.

DOI: 10.3390/ijms25084175

5-letni Impact Factor: 5.6; punkty MNiSW: 140

Jasinska A, Walaszczyk A, Paraszkiewicz K. (2024) Omics-Based Approaches in
Research on Textile Dye Microbial Decolorization. Molecules 29: 2771.
DOI: 10.3390/molecules29122771

5-letni Impact Factor: 4.6; punkty MNiSW: 140
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XI.2. Doniesienia konferencyjne

XI.2.1. O zasiegu miedzynarodowym

[1]

[2]

[3]

[4]

Walaszczyk A., Sas-Paszt L., Paraszkiewicz K. Various antifungal activities of
Bacillus spp. strains against Fusarium sambucinum. MycoRise Up! Mtodzi w
Mykologii, 23-25 kwietnia 2021 r., str. 80, Poster.

Walaszczyk A., Jarecki W., Dtugonski J., Paraszkiewicz K. Ocena zdolnosci
szczepow bakteryjnych, wyizolowanych z terenu sSrodowiska odpaddéw
niebezpiecznych do produkcji biosurfaktantow i eliminacji barwnikow azowych. |
Miedzynarodowa Multidyscyplinarna Konferencja Doktorantow Uniwersytetu
Szczecinskiego MKDUS 2.0, 23-25 czerwca 2021 r., str. 25-26, Poster.
Walaszczyk A., Sas-Paszt L., Trzcinski P., Bernat P., Paraszkiewicz K. Role of
biosurfactants and volatile compounds produced by Bacillus strains in Fusarium
sambucinum growth inhibition. MycoRise Up! Youth in Mycology 3rd Edition, 27-
29 maja 2022 r., str. 52, Poster.

Walaszczyk A., Rzeznikowska W., Jasinska A., Bernat P., Paraszkiewicz K.
Assessment of herbicides effect on Bacillus antifungal activity against a
phytopathogenic Fusarium sambucinum strain. MycoRise Up! Youth in Mycology
4" Edition, 20-21 maja 2023 r., str. 8, Wystgpienie ustne.

X1.2.2. O zasiegu krajowym

[1]

[2]

[3]

Walaszczyk A., Paraszkiewicz K., Bernat P. Wptyw syntetycznych pestycydow
na wzrost bakterii oraz produkcje surfaktantéw wybranych szczepéw Bacillus. Il
Ogdlnopolska Przyrodnicza Konferencja Naukowa ,Mater naturae”, 11 grudnia
2020 r., str. 67, Poster.

Walaszczyk A., Bernat P., Paraszkiewicz K. Ocena wzrostu bakterii Escherichia
coli w obecnosci metabolitbw Bacillus sp. w skojarzonym dziataniu z
ogrodniczymi preparatami mydta potasowego lub ciprofloksacyng. XiIll
Interdyscyplinarna Konferencja Naukowa Tygiel 2021 ,Interdyscyplinarno$é
kluczem do rozwoju”, 25-28 marca 2021 r., str. 273, Poster.

Jarecki W., Walaszczyk A., Dilugonski A., Bernat P., Paraszkiewicz K.
Identyfikacja cyklicznych lipopeptydéw wytwarzanych przez ryzosferowy szczep

Bacillus wyizolowane ze sktadowiska odpaddw niebezpiecznych. 54 Konferencja
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[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

Mikrobiologiczna — ,Mikroorganizmy réznych srodowisk”, 20-21 wrze$nia 2021 r.,
str. 82, Poster.

Walaszczyk A., Bernat P., Ptaza G., Paraszkiewicz K. Produkcja zwigzku
powierzchniowo czynnego — folipeptyny przez ryzosferowy szczep
Pseudomonas. XIV Interdyscyplinarna Konferencja Naukowa TYGIEL 2022 -
LInterdyscyplinarnos¢ kluczem do rozwoju”, 24-27 marca 2022 r., str. 259, Poster.
Walaszczyk A., Bernat P., Goralczyk-Binkowska A., Paraszkiewicz K.
Dekoloryzacja barwnikéw azowych przez szczep Pseudomonas fluorescens
ASK 68, zdolny do produkcji biosurfaktantow. XIV Interdyscyplinarna
Konferencja Naukowa TYGIEL 2022 - ,Interdyscyplinarno$¢ kluczem do
rozwoju”, 24-27 marca 2022 r., str. 251, Poster.

Walaszczyk A., Lisek A., Sas-Paszt L., Bernat P., Paraszkiewicz L. Identyfikacja
taksonomiczna aktywnych przeciwgrzybowo i produkujgcych surfaktanty
szczepow Bacillus. VII Ogdlnopolska Konferencja Doktorantéw Nauk o Zyciu
BioOpen, 7-8 kwietnia 2022 r., str. 81, Wystgpienie ustne.

Nowak A., Walaszczyk A., Paraszkiewicz K. Zdolnos¢ wybranych szczepow
wyizolowanych z sktadowiska odpaddéw niebezpiecznych w Zgierzu do wzrostu
w obecnosci odciekéw i ich mozliwej detoksykacji. XXIX Ogélnopolski Zjazd
Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow, 15-17 wrzesnia 2022 r., str. 62-63,
Poster.

Nowak A., Walaszczyk A., Rzeznikowska W., Dlugonski J., Paraszkiewicz K.
Ocena zdolnosci szczepdw Bacillus do wzrostu, produkcji biosurfaktantéw oraz
detoksykacji ksenobiotykdw obecnych w odciekach pochodzacych ze
sktadowiska odpaddéw niebezpiecznych. Krajowa Konferencja EkoBioTox —
Znaczenie ekotoksykologii, bioindykacji, biodegradacji w identyfikacji i
rozwigzywaniu problemoéw $rodowiskowych w dobie antropocenu i zmiany
klimatu od skali molekularnej do krajobrazowej, 19-21 kwietnia 2023 r., str. 154-
157, Poster.

Walaszczyk A., Kulbachko A., Jasifska A., Bernat P., Paraszkiewicz K. Wptyw
wybranych zanieczyszczen antropogenicznych na aktywno$¢ przeciwgrzybowa
biopestycydéw zawierajgcych bakterie rdéznych szczepéw Bacillus. 55
Jubileuszowa Konferencja Mikrobiologiczna, 14-15 wrze$nia 2023r.,

Wystgpienie ustne.
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XI.3. Aktywnos¢ organizacyjna

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

Wspotprowadzenie warsztatow podczas X Ogolnopolskiej Nocy Biologow —
8 stycznia 2021 r.

Udziat w organizacji IV Dnia Doktoranta Uniwersytetu todzkiego — 11 czerwca
2021 .

Udziat w organizacji VII Ogélnopolskiej Konferencji Doktorantow Nauk o Zyciu
BioOpen 2022 — 7-8 kwietnia 2022 r.

Wspotprowadzenie warsztatdow dla ucznibw Szkoly Podstawowej nr 199
im. Juliana Tuwima w todzi w ramach Festiwalu Nauki i Techniki — 2 grudnia
2022 r.

Wspotprowadzenie warsztatéw ,Wykorzystanie mikroorganizméw w produkciji
zdrowej zywnosci” w ramach Instytutu Kreatywnej Biologii przy Wydziale Biologii
i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu t.6dzkiego — 21 czerwca 2023 r.
Wspotprowadzenie warsztatéw podczas Dnia Otwartego Wydziatu Chemii oraz
Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu t.édzkiego — 5 kwietnia
2024 r.

Udziat w organizacji Konferencji Jubileuszowej “50 lat Katedry Mikrobiologii
Przemystowej i Biotechnologii UL — lata minione — dzien dzisiejszy —
perspektywy” — 17 maja 2024 r.

Praca ze Studenckim Kotem Naukowym Biotechnologiczno—Mikrobiologicznym
SKN Bio-Mik dziatajgcym przy Katedrze Mikrobiologii Przemystowej
i Biotechnologii, Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska UL..

Xl.4. Szkolenia

[1]

[2]

[3]

Staz naukowy w Zaktadzie Mikrobiologii i Ryzosfery w Instytucie Ogrodnictwa w
Skierniewicach pod opiekg prof. dr hab. Lidii Sas-Paszt — od 15 lutego do 4 marca
2022r.

Staz naukowy w Instytucie Ekologii Terenéw Uprzemystowionych w Katowicach
pod opieka prof. dr hab. Grazyny Ptazy — 16-30 pazdziernika 2023 r.

Udziat w szkoleniu ,Kupujemy pozywki mikrobiologiczne — na co zwrdci¢ uwage
i czym sie kierowa¢ przy ich wyborze?" prowadzonym online przez firme
A2KCeNT — 21 wrzesnia 2023 r.

220



[4] Udziat w szkoleniu ,Walidacja metod badawczych oraz kontrola waznosci
wynikéw w laboratorium — teoria i praktyka" prowadzonym online przez firme
A2KCeNT — 26 pazdziernika 2023 r.

[5] Udziat w szkoleniu ,Podstawy Spektrometrii Mas Sprzezonej z Chromatografig
Cieczowg (LC-MS/MS)” prowadzonym przez firme Bioanalytic Sp. z 0. 0. w Lodzi
— 8-10 listopada 2023 r.
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