Streszczenie w jezyku polskim

Jednym z kluczowych wyzwan w stosowaniu mikrobiologicznych $rodkéw
ochrony roslin sg ich interakcje z antropogenicznymi zanieczyszczeniami, takimi jak
pozostatosci syntetycznych pestycydéw, MP oraz barwniki przemystowe. Pomimo
rosngcej sSwiadomosci ekologicznej, zmian w przepisach oraz wzrastajgcej
dostepnosci alternatywnych Srodkéw ochrony rosélin, syntetyczne pestycydy wcigz
dominujg w walce ze szkodnikami. Wiele szczepéw bakterii z rodzaju Bacillus i
Pseudomonas wyréznia sig zdolno$cig do wspomagania wzrostu roslin, ograniczania
rozwoju fitopatogennych grzybéw oraz udziatem w bioremediacji gleby. W powyzszych
procesach duze znaczenie majg wydzielane do $rodowiska metabolity bakteryjne, w
tym biosurfaktanty — zwigzki charakteryzujagce sie zaréwno aktywnoscig
powierzchniowg jak i zréznicowang aktywnos$cig biologiczng.

Gtéwnym 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 rozpoczynaja sie od charakterystyki biosurfaktantow
produkowanych przez 80 ryzosferowych szczepow bakteryjnych (77 z rodzaju Bacillus
i trzy z rodzaju Pseudomonas). W pracy wykorzystano 62 izolaty Bacillus zdolne do
wydzielania dwoch 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, mieszanine wiskozyny i HAA (prekursora RL) oraz
milkisyng C. Wraz z postepem dalszych badan stopniowo zawezano pule badanych
szczepow.

W kolejnym etapie pracy poréwnano zdolnoéé 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 podiozu zestalonym agarem wykazaty, ze 22 sposréd 72 zbadanych
izolatow Bacillus skutecznie kolonizuje strzepki F. sambucinum IM 6525. W przypadku
powyzszych szczepéw zaobserwowano takze intensywny, dendrytyczny wzrost
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powierzchni podtoza. Szczepy te charakteryzowaty sie ponadto bardzo wysoka
produkcjg ituryny (= 200 mg L™") oraz wytwarzaty fengicyne. Nie stwierdzono jednak
kolonizacji strzepek przez komérki bakteryjne w przypadku drugiego szczepu
Fusarium — F. culmorum DSM 1094.

Nastepnie przeprowadzono badania aktywnosci przeciwgrzybowej 32
wybranych szczepéw z uzyciem podioza plynnego. Stwierdzono, ze wiekszos¢
analizowanych bakterii znaczgco hamuje wzrost biomasy uzytych w pracy grzyboéw
Fusarium. Z kolei ocena produkcji 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 izolatow
bakteryjnych powyzsze metabolity hamujg réwniez wzrost grzybni powierzchniowej
DSM 1094, jednak o nie wiecej niz 30%. Zwigzki te nie miaty Zzadnego wptywu na
grzybnie F. sambucinum IM 6525.

Kolejnym etapem pracy byta ocena wptywu bakterii na intensywnos¢ wzrostu
korzeni siewek ogérka siewnego. Nasiona ogérka inkubowano na podtozu MS ina
wilgotnej bibule. Stwierdzono, ze spo$roéd 32 badanych szczepéw: 53,1% ogranicza
wzrost korzeni ogérka siewnego, 40,6% nie ma istotnego wptywu, a tylko 6,3%
izolatéw stymuluje rozwdj korzeni ogoérka. Najbardziej korzystny wptyw na powyzszy
proces wyznaczono w przypadku bakterii Bacillus sp. Kol B9.

Powyzszg cze$é pracy zakonczono identyfikacjg genetyczng 23 izolatow
bakteryjnych. Wykazano, ze wiekszo$¢ badanych szczepoéw Bacillus nalezy
do tzw. kompleksu szczepéw B. subtilis, w tym osiem najprawdopodobniej nalezy
do gatunku B. subtilis, pie¢ do B. amyloliquefaciens oraz pig¢ 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 Zg7.6 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 produkgiji
przeciwgrzybowych VOCs, w niniejszej pracy zbadano réwniez inne mechanizmy
aktywnosci przeciwgrzybowej wobec grzybéw z rodzaju Fusarium. Oceniono wplyw
pieciu szczepéw bakteryjnych (ASK 10, Kol B2, Kol B3, Kol B9, Kol L6)
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zarodnikow. Stwierdzono, ze wysoka aktywnos$¢ przeciwgrzybowa bakterii wigze sie
ze wzrostem przepuszczalnosci bton grzybni. Stwierdzono takze, ze wydzielane przez
bakterie metabolity (w tym biosurfaktanty) mogg réznorodnie wptywaé na zarodniki
Fusarium, np. ogranicza¢ proces kietkowania zarodnikéw i rozwoju strzepek albo
nawet powodowac lize zarodnikoéw.

Duzg czes¢ pracy poswiecono ocenie wptywu réznych czynnikoéw biotycznych
i abiotycznych na produkcje biosurfaktantéw i aktywno$¢ 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
komérki dwdch roznych szczepdéw Bacillus nastepuje wzrost aktywnosci
powierzchniowej ptynédw  pohodowlanych  (sugerujgcy  wzrost  produkcji
biosurfaktantéw). Niemniej jednak podwyzszong aktywno$¢ przeciwgrzybowa
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 mogg
w zréznicowany sposéb wplywaé na produkcje biosurfaktantéw i aktywno$é
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 wpltywa
na aktywnos¢ powierzchniowg ptynéw pohodowlanych, co sugeruje ograniczenie
produkcji i/lub aktywnosci biosurfaktantow wydzielanych przez bakterie. Pomimo
takiego efektu, obecnos¢ barwnikéw azowych w hodowli bakteryjno-grzybowej nie
miata negatywnego wptywu na aktywnos¢ przeciwgrzybowg szczepéw 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 stymulowaé wzrost bakterii,
nie ma znaczgcego wptywu na produkcje surfaktyny przez badane szczepy, ale moze
istotnie wptywa¢ na poziom ituryny. Stwierdzono takze, ze herbicydy 2,4-D i MET
powodujg ograniczenie lub nie zmieniajg aktywnosci przeciwgrzybowej badanych
szczepow Bacillus wobec grzyboéw Fusarium. Z kolei fungicydy AZ i PR powodujg

wzrost lub nie zmieniajg aktywnosci przeciwgrzybowe; zastosowanych w badaniu
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bakterii. Dodatek syntetycznych herbicydéw lub fungicydéw zaréwno do monokultur
Bacillus, jak i do 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 szczepéw
Bacillus, ktére charakteryzowaty sie réznorodnymi mechanizmami dziatania
przeciwgrzybowego oraz brakiem negatywnego wptywu na wzrost korzeni siewek
ogérka siewnego. Stwierdzono, ze zaprawienie (otoczenie warstwg komorek
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 wplywu
zanieczyszczen na produkcje biosurfaktantéw przez rézne szczepy bakteryjne, zaden
z zastosowanych zwigzkéw 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 jednoczes$nie. Taki efekt
zaobserwowano w przypadku szczepu Bacillus sp. Kol L6 — mimo, ze w wielu uktadach
badanych dodatek herbicydébw Ilub MP do hodowli zwiekszat aktywnosc¢
przeciwgrzybowg tych bakterii, jednoczesna obecnos¢ wszystkich trzech

zanieczyszczen prowadzita do wyraznego ostabienia tego efektu.
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