
 

   

 
Szkoła Doktorska Nauk Ścisłych  

i Przyrodniczych Uniwersytetu Łódzkiego 

   

 

Aleksandra Anna  

Walaszczyk 

 NUMER ALBUMU: 6246 

   

Praca doktorska 

wykonana w Katedrze 

Mikrobiologii Przemysłowej 

i Biotechnologii  

Instytutu Mikrobiologii, 

Biotechnologii i Immunologii  

 

pod kierunkiem  

dr. hab. Katarzyny 

Paraszkiewicz, prof. UŁ 

 

Szczepy Bacillus i Pseudomonas 

zdolne do produkcji 

biosurfaktantów – charakterystyka 

mechanizmów aktywności 

przeciwgrzybowej i ocena 

potencjału aplikacyjnego 

w obecności wybranych 

zanieczyszczeń antropogennych 

Bacillus and Pseudomonas strains capable 

of producing biosurfactants – characterization 

of antifungal activity mechanisms and assessment 

of application potential in the presence of selected 

anthropogenic pollutants 

  

Łódź, 2024 



Wykaz skrótów 
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AB113 – Acid Blue 113 (barwnik azowy); 

ACN – acetonitryl;  

AMR – Amaranth (barwnik azowy); 
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BLAST (ang. Basic Local Alignment Search Tool) – narzędzie bioinformatyczne służące 
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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 stężenie micelarne;  

DCT (ang. Drop Collapse Test) – test zapadającej się kropli;  

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

alkanowy (prekursor RL); 

ISR (ang. Induced Systemic Resistance) – indukowana odporność systemiczna; 

KMPiB UŁ – Katedra Mikrobiologii Przemysłowej i Biotechnologii Uniwersytetu 

Łódzkiego;  

LB – podłoże mikrobiologiczne Luria-Bertani;  

LC–MS/MS (ang. Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry) – 

chromatografia cieczowa z tandemową spektrometrią mas;  

LDPE (ang. Low-density polyethylene – polietylen niskiej gęstości (mikroplastik); 

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

organizmów 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 Ionisation – tandem time 

of flight) – desorpcja/jonizacja wspomagana matrycą laserową z tandemową analizą 

czasu przelotu; 

MET – metolachlor (syntetyczny herbicyd);  

MP – mikroplastik;  

MS – podłoże Murashige and Skoog; 

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

dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego; 

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

Informacji Biotechnologicznej; 
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OD (ang. Optical Density) – gęstość optyczna;  

PBS (ang. Phosphate-Buffered Saline) – sól fizjologiczna buforowana fosforanem; 

PC – fosfatydylocholina;  

PDA (ang. Potato Dextrose Agar) – agar glukozowo-ziemniaczany (podłoże 

mikrobiologiczne);  

PE – fosfatydyloetanoloamina; 

PG – fosfatydyloglicerol; 

PGPF (ang. Plant Growth Promoting Fungi) – grzyby promujące wzrost roślin;  

PGPM (ang. Plant Growth Promoting Microorganisms) – drobnoustroje promujące 

wzrost roślin;  

PGPR (ang. Plant Growth Promoting Rhizobacteria) – bakterie ryzosferowe promujące 

wzrost roślin;  

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

QuEChERS (ang. Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe) – szybka, łatwa, tania, 

skuteczna, wytrzymała, 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 związki lotne. 
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I. Wprowadzenie 

Ochrona środowiska i zrównoważone rolnictwo stają się coraz bardziej kluczowe 

dla zapewnienia długoterminowego bezpieczeństwa żywnościowego na świecie. Wyniki 

badań podstawowych oraz prace ukierunkowane na komercjalizację pomagają chronić 

zasoby naturalne oraz ograniczać użycie związków wytwarzanych przez przemysł 

chemiczny. To z kolei przyczynia się do zapewnienia bioróżnorodności ekosystemów 

oraz zdrowia zwierząt i ludzi.  

Szacunkowe dane podają, że ponad 70% chorób roślin (w tym roślin uprawnych) 

powodowane jest przez fitopatogenne grzyby (Tian i in. 2020). Rozwój tej grupy 

szkodników obniża plony, a w konsekwencji prowadzi do znaczących strat 

ekonomicznych i osłabienia bezpieczeństwa żywnościowego (Ekwomadu i in. 2023; 

Savary i in. 2019). Dane przedstawione przez Savary i in. (2019) wskazują, że światowe 

straty plonów dla pięciu podstawowych roślin uprawnych (ziemniaków, soi, pszenicy, 

kukurydzy oraz ryżu), powodowane przez szkodniki, mieszczą się w przedziale 

od 17 do 30%.  

Szczepy zaliczane do rodzaju Fusarium należą do grupy dziesięciu 

najważniejszych grzybów fitopatogennych, stanowiących poważne zagrożenie dla 

światowego rolnictwa (Dean i in. 2012). Drobnoustroje te mają wysoką zdolność 

adaptacyjną, co pozwala im dostosować się do różnych siedlisk i warunków 

klimatycznych oraz zakażać wiele różnych roślin uprawnych (Nikitin i in. 2023). Mają one 

również zdolność do długotrwałego utrzymywania się w glebie i na szczątkach 

zakażonych roślin (Ekwomadu i in. 2023). Na infekcję fitopatogennymi szczepami 

Fusarium szczególnie podatne są pszenica, jęczmień, kukurydza, bawełna czy banany 

(Burgess i Bryden 2012). Patogeny te mogą wywołać tak zwaną fuzariozę, objawiającą 

się zgnilizną korzeni i łodyg, więdnięciem naczyniowym i/lub zgnilizną owoców u chorych 

roślin (Nikitin i in. 2023). Wiele szczepów z rodzaju Fusarium wykazuje również zdolność 

do produkcji mykotoksyn, które mogą akumulować się w tkankach roślin (również 

w nasionach). W efekcie dochodzi do znaczącego spadku zbiorów oraz do wzrostu 

zagrożenia zdrowia zwierząt i ludzi (Rampersad 2020). W zależności od położenia 

geograficznego i klimatu danego obszaru, fuzarioza może być powodowana przez 

szczepy różnych gatunków z rodzaju Fusarium (Nikitin i in. 2023).   
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I.1. Syntetyczne i biologiczne fungicydy 

W celu ochrony roślin uprawnych przed rozwojem fitopatogennych grzybów, 

powszechnie stosowane są fungicydy. Od zakończenia II Wojny Światowej fungicydy, 

produkowane przez przemysł chemiczny, odgrywają istotną rolę w zapobieganiu różnym 

infekcjom grzybowym. Jednak w ostatnich latach użycie powyższej grupy związków 

budzi coraz większe obawy ze względu na ich niekorzystny wpływ na środowisko oraz 

rozpowszechnianie się szczepów opornych (Rampersad 2020). Mimo to w większości 

krajów dominuje rolnictwo konwencjonalne, wykorzystujące syntetyczne pestycydy 

do zwalczania szkodników (Savary i in. 2019). Wynika to z faktu, że syntetyczne związki 

działają szybko, są skuteczne, charakteryzują się niskim kosztem produkcji oraz dużą 

trwałością. Niemniej jednak, większość syntetycznych pestycydów długo utrzymuje się 

w środowisku oraz jest toksyczna wobec organizmów innych niż docelowa grupa 

szkodników (Ruomeng i in. 2023). Dane literaturowe wskazują, że powyższe związki 

mogą zmieniać aktywność mikroorganizmów glebowych, także takich, których obecność 

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

Wdrożenie skutecznych metod ograniczania rozwoju chorób roślin 

powodowanych przez grzyby nie jest łatwym wyzwaniem, ponieważ wiele fitopatogenów 

(również grzybów z rodzaju Fusarium) szybko rozwija oporność na używane przez 

rolników syntetyczne preparaty (Ekwomadu i in. 2023). Na przykład, po około 50 latach 

stosowania fungicydów należących do metylobenzyloimidazolowych karbamatów, 

opisano szczepy należące niemal do 100 gatunków fitopatogennych drobnoustrojów 

oporne na tę grupę związków (Hawkins i Fraaije 2016, Corkley i in. 2021). Dane 

literaturowe donoszą, że w niektórych przypadkach, nawet po roku stosowania 

syntetycznego fungicydu, można wyizolować szczepy oporne (Grimmer i in. 2014). 

W związku z tym, z roku na rok coraz bardziej zyskuje na popularności kontrola 

fitopatogennych grzybów za pomocą metod biologicznych (Tian i in. 2020). 

  Ekologiczną alternatywą dla syntetycznych fungicydów są drobnoustrojowe 

biofungicydy. Powyższym terminem opisywane są środki ochrony roślin, wykorzystujące 

komórki drobnoustrojów i/lub ich metabolity, przeznaczone do zwalczania chorób 

wywoływanych przez fitopatogenne grzyby. Biofungicydy, podobnie jak inne 

biopestycydy, oferują szereg korzyści, które przyczyniają się do ich rosnącej 

popularności w praktykach ochrony roślin (Ojuederie i in. 2021, Ayilara i in. 2022). 

W odróżnieniu od chemicznych preparatów, biofungicydy są mniej toksyczne dla ludzi, 

zwierząt oraz środowiska, co przyczynia się do ochrony ekosystemów i zachowania 

bioróżnorodności (Güven i in. 2020). Wysoka specyficzność działania oraz podatność 

na rozkład biologiczny zmniejsza ryzyko rozwoju oporności u szkodników 
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oraz bioakumulacji w środowisku (Kumar i in. 2021a). W porównaniu do syntetycznych 

odpowiedników, stosowanie biopestycydów skutkuje także niższą emisją gazów 

cieplarnianych (Ayilara i in. 2023). Dodatkowo, rosnąca świadomość ekologiczna 

społeczeństw, regulacje prawne, a także postęp technologiczny sprzyjają opracowaniu 

rozwiązań, które są skuteczne, dostosowane do lokalnych warunków oraz korzystne 

zarówno dla zdrowia ludzi, jak i długoterminowego rozwoju rolnictwa. 

Fungicydy pochodzenia biologicznego i syntetycznego różnią się pod względem 

mechanizmu działania. Podczas gdy syntetyczne fungicydy najczęściej działają poprzez 

inhibicję oddychania komórkowego i/lub biosyntezy steroli, biofungicydy mogą działać 

na wiele różnych sposobów, w zależności od tego, czy w ich składzie znajdują się 

komórki drobnoustrojów, czy tylko ich metabolity (Gikas i in. 2022; Fenta i Mekonnen 

2024). Wśród zróżnicowanych mechanizmów działania mikrobiologicznych fungicydów 

znajdują się: konkurencja o przestrzeń i składniki odżywcze, produkcja substancji 

hamujących wzrost fitopatogenów (m.in. antybiotyków i enzymów litycznych), czy też 

indukcja naturalnych mechanizmów obronnych roślin, np. indukowanej odporności 

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

i Mekonnen 2024).  

Pomimo, że biofungicydy pochodzenia mikrobiologicznego mają wiele zalet, 

powszechne ich stosowanie wciąż wiąże się z poważnymi wyzwaniami. Duża 

efektywność działania takich preparatów, wyznaczana w warunkach laboratoryjnych, 

często ulega ograniczeniu w warunkach polowych (Fenta i Mekonnen 2024). Co więcej, 

często takie biopreparaty wymagają specjalnego sposobu przechowywania i transportu, 

a także, w porównaniu do fungicydów syntetycznych, charakteryzują się większą 

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

Niektóre badania wskazują, że zintegrowane podejście do kontroli fitopatogenów, 

polegające na połączeniu mikrobiologicznych biofungicydów ze zmniejszonymi dawkami 

syntetycznych fungicydów, może zapewniać lepszy efekt działania (Ons i in. 2020). 

Wśród popularnych modeli badawczych, często stosowanych w opracowywaniu 

biofungicydów pochodzenia mikrobiologicznego, znajdują się szczepy grzybów z rodzaju 

Trichoderma oraz bakterii z rodzajów Bacillus i Pseudomonas (Fenta i Mekonnen 2024). 
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I.2. Drobnoustroje wspomagające wzrost i zdrowotność roślin 

Do drobnoustrojów promujących wzrost roślin (PGPM – ang. Plant Growth 

Promoting Microorganisms) należą zarówno szczepy różnych bakterii ryzosferowych 

(PGPR – ang. Plant Growth Promoting Rhizobacteria), jak i grzybów (PGPF – ang. Plant 

Growth Promoting Fungi). Mikroorganizmy stymulują rozwój i zdrowotność roślin 

poprzez szereg różnych mechanizmów. Badania nad drobnoustrojami PGP, 

koncentrujące się na zrozumieniu mechanizmów ich działania, pozwalają wyznaczyć 

odpowiednie warunki niezbędne do optymalizacji efektywności biofungicydów opartych 

na tych drobnoustrojach. Co więcej, wiele szczepów PGPM posiada zdolność 

do rozkładu i usuwania zanieczyszczeń z gleby, co pośrednio również przyczynia się 

do poprawy wzrostu i zdrowotności roślin. Powyższe zagadnienie jest szerzej omawiane 

w pracach poświęconych mikrobiologicznej remediacji gleb oraz ryzofitoremediacji 

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

Drobnoustroje PGP wspomagają wzrost roślin zarówno poprzez mechanizmy 

bezpośrednie, które bezpośrednio oddziałują na roślinę, jak i mechanizmy pośrednie, 

które np. hamują rozwój fitopatogenów (Tabela 1) (Olanrewaju i in. 2017). 

Działanie poszczególnych szczepów PGPM może opierać się na jednym lub kilku 

mechanizmach promujących wzrost roślin, przy czym ich efektywność zależy od 

warunków środowiskowych. Co więcej, ten sam szczep może wykazywać różne 

mechanizmy w zależności od warunków w jakich się znajduje (Olanrewaju i in. 2017). 
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Tabela 1. Mechanizmy działania drobnoustrojów PGP sprzyjające wzrostowi 

i zdrowotności roślin. Opracowano w oparciu o Jeyanthi i Kanimozhi (2018) i Kumar i in. 

(2021b). 

Mechanizmy bezpośrednie Mechanizmy pośrednie 

1. Zwiększanie dostępności składników 

odżywczych np. jonów amonowych, 

fosforanowych, potasu, cynku. 

 

2. Ułatwianie pobierania jonów żelaza 

przez rośliny przy udziale 

drobnoustrojowych sideroforów. 

 

3. Wiązanie azotu atmosferycznego 

zwiększające dostępność 

przyswajalnych dla rośliny form azotu. 

 

4. Wpływ na poziom fitohormonów 

poprzez:  

A. syntezę hormonów roślinnych 

zaliczanych np. do giberelin, 

cytokinin, auksyn; 
 

B. syntezę prekursorów fitohormonów;  
 

C. syntezę enzymów regulujących 

poziom fitohormonów np. 

deaminazy ACC (ang. 1-

Aminocyclopropane-1-Carboxylic 

Acid – kwas 1-aminocyklopropano-

1-karboksylowy) powodującej 

obniżenie zawartości etylenu. 

1. Ochrona przed szkodnikami poprzez: 

A. konkurencję z fitopatogenami o 

miejsce na powierzchni korzeni 

(zdolność do szybkiego 

przemieszczania się oraz formowania 

biofilmu); 

 

B. ograniczenie dostępności jonów 

żelaza dla fitopatogennych 

drobnoustrojów; 

 

C. syntezę metabolitów ograniczających 

wzrost i/lub żywotność fitopatogenów 

(produkcję antybiotyków, enzymów 

litycznych oraz organicznych 

związków lotnych (ang. Volatile 

Organic Compounds; VOCs)); 

 

D. stymulację ISR. 

 

2. Ochrona przed stresem abiotycznym 

poprzez: 

A. syntezę egzopolisacharydów zdolnych 

do wiązania wody (ochrona przed 

negatywnym wpływem ograniczonej 

dostępności wody); 

 

B. syntezę polimerów zdolnych do 

wiązania jonów sodu (ochrona przed 

negatywnym wpływem podwyższonej 

zawartości jonów sodu w glebie); 

 

C. wiązanie, akumulację i/lub 

przekształcanie toksycznych związków 

pochodzenia antropogenicznego / 

antropogennego (ochrona przed 

niekorzystnym działaniem 

zanieczyszczeń środowiskowych). 
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I.3. Bakterie z rodzaju Bacillus 

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

laseczki, zdolne do wytwarzania przetrwalników. Drobnoustroje te są szeroko 

rozpowszechnione w środowisku. Występują zarówno w wodach słonych jak i słodkich, 

w glebie, żywności, w układzie pokarmowym różnych zwierząt oraz we wnętrzu roślin 

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

Według 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 względu na filogenetyczne i fenetyczne podobieństwo, 

gatunki Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus licheniformis i Bacillus 

pumilus zostały połączone w tzw. kompleks gatunków B. subtilis (ang. B. subtilis species 

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

kompleksu wyodrębniono dodatkowo tzw. „operacyjną grupę B. amyloliquefaciens” 

(ang. operational group B. amyloliquefaciens), która obejmuje cztery gatunki bakterii: 

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

Klasyfikacja genetyczna szczepów należących do kompleksu B. subtilis wciąż się 

zmienia i jest oparta na wielu różnych metodach, obejmujących między innymi: 

1) hybrydyzację DNA-DNA (ang. DNA-DNA hybridization) wzbogaconą o analizę 

bioinformatyczną; 2) analizę profili kwasów tłuszczowych; 3) sekwencjonowanie całego 

genomu (ang. Whole Genome Sequencing) oraz 4) techniki pozwalające określić 

uśrednioną zawartość poszczególnych aminokwasów (ang. Average Amino Acid 

Identity) i nukleotydów (ang. Average Nucleotide Identity) (Auch i in. 2010; Fan i in. 

2017). 

Szczególnym atrybutem bakterii z rodzaju Bacillus jest zdolność przetrwania 

w środowiskach charakteryzujących się ekstremalnymi dla organizmów wartościami 

temperatury, pH i promieniowania, niską dostępnością wody i/lub obecnością toksyn. 

Cechę tę zawdzięczają umiejętności wytwarzania endospor/przetrwalników. 

W zależności od gatunku i szczepu bakterie Bacillus zaliczane są do psychrofili, mezofili 

lub termofili. W większości powyższe drobnoustroje dobrze tolerują podwyższone do 

10% stężenie NaCl w środowisku. Komórki wegetatywne mają niewielkie wymagania 

pokarmowe, dzięki czemu hodowle Bacillus mogą być prowadzone z użyciem podłóż 

zawierających tylko jeden związek organiczny.  

Dzięki bardzo wydajnemu systemowi sekrecji i syntezy białek oraz zdolności do 

produkcji różnych metabolitów o znaczeniu komercyjnym (m.in. antybiotyków, enzymów, 

biosurfaktantów), szczepy Bacillus mają szerokie zastosowanie w różnych gałęziach 

przemysłu. Zdolność bakterii z rodzaju Bacillus do syntezy związków o działaniu 
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przeciwgrzybowym powoduje, że drobnoustroje te są obiecującym modelem 

badawczym wykorzystywanych w badaniach mających na celu opracowanie wysoce 

skutecznych biofungicydów (Rycina 1). 

 

Rycina 1. Podział związków przeciwdrobnoustrojowych, wytwarzanych przez szczepy  

należące do kompleksu gatunków B. subtilis, z uwagi na ich budowę chemiczną 

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

– chemiczne porozumiewanie się komórek na poziomie populacji. 

 

Szczepy z rodzaju Bacillus są częstym modelem badawczym wykorzystywanym 

do opracowania rolniczych biopreparatów, mających na celu zarówno wspomaganie 

wzrostu roślin, zwalczanie szkodników, a także przyśpieszanie bioremediacji gleby 

(Olanrewaju i in. 2017). Na przykład biopreparaty zawierające Bacillus thuringiensis 

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

fungicydy) oraz jako środki wspomagające wzrost roślin (Jouzani i in. 2017). 

Szczególną uwagę wśród metabolitów wytwarzanych przez bakterie z rodzaju 

Bacillus przyciągają cykliczne lipopeptydy (cLP), które charakteryzują się zarówno 

wysoką aktywnością powierzchniową, jak i przeciwdrobnoustrojową. Z tego względu 

zaliczane są jednocześnie do związków powierzchniowo czynnych/ biosurfaktantów oraz 

antybiotyków. 
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I.4. Bakterie z rodzaju Pseudomonas 

Wśród kluczowych drobnoustrojów PGPM znajdują się również bakterie 

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

i w większości względnie beztlenowe pałeczki. Podobnie jak szczepy Bacillus, bakterie 

Pseudomonas powszechnie występują w ryzosferze oraz wnętrzu wielu różnych 

gatunków roślin. Charakteryzują się zdolnością do produkcji szerokiego zakresu 

metabolitów, w tym również biosurfaktantów, zaliczanych do ramnolipidów (RL) i cLP 

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

wykazują zróżnicowane mechanizmy promocji wzrostu i zdrowotności roślin oraz 

zdolność do rozkładu różnego rodzaju zanieczyszczeń środowiskowych. W związku 

z tym, są wskazywane jako potencjalne modele używane w badaniach nad działaniem 

i produkcją biopestycydów oraz stymulatorów wzrostu roślin (Meliani 2015; Singh i in. 

2022).  

I.5. Biosurfaktanty 

Biosurfaktanty są to związki powierzchniowo czynne (surfaktanty) pochodzenia 

biologicznego. Związki te mają amfifilową (amfipatyczną) strukturę cząsteczek, 

co oznacza, że zawierają one zarówno część hydrofilową jak i hydrofobową. 

Taka budowa umożliwia biosurfaktantom gromadzenie się na granicy faz o przeciwnym 

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

co przejawia się spadkiem wartości napięcia międzyfazowego. Dodatkowo, powyższe 

związki mogą stabilizować lub destabilizować układy dwufazowe (piany i emulsje). 

Jednym z ważnych parametrów charakteryzujących biosurfaktanty jest krytyczne 

stężenie micelarne (ang. Critical Micelle Concentration, CMC), oznaczające minimalne 

stężenie biosurfaktanta, w którym zaczynają formować się różnego rodzaju ugrupowania 

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

Biosurfaktanty mogą mieć charakter jonowy (kationowy, anionowy, amfoteryczny) 

lub niejonowy. Większość syntetycznych surfaktantów jest kationowa, co powoduje, 

że są one bardzo toksyczne. Z kolei biosurfaktanty zazwyczaj mają charakter anionowy 

lub neutralny (Santos i in. 2016). 

Biosurfaktanty mogą być produkowane zarówno przez rośliny (np. saponiny 

mydlnicy lekarskiej, Saponaria officinalis L.), niektóre zwierzęta (np. surfaktant płucny), 

jak i drobnoustroje, które wytwarzają najwięcej tego typu związków (Parra i Pérez-Gila 

2015, Smułek i in. 2017). Biosurfaktanty klasyfikowane są według różnych kryteriów, 

np. na podstawie wielkości cząsteczek, budowy chemicznej, ładunku części 

hydrofilowej, a także w oparciu o przynależność taksonomiczną organizmów 
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(Santos i in. 2016; Paraszkiewicz 2016, Roy 2017). Podział drobnoustrojowych 

biosurfaktantów uwzględniający różnicę w budowie chemicznej cząsteczek najczęściej 

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

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

Sharma i in. 2021).  

 

Rycina 2. Klasyfikacja biosurfaktantów ze względu na budowę chemiczną cząsteczek 

oraz przykłady związków. Opracowano w oparciu o Sharma i in. 2021. 

 

Drobnoustrojowe biosurfaktanty mogą pełnić różne funkcje biologiczne, zarówno 

w odniesieniu do pojedynczych komórek, jak i do całych populacji (Sharma i in. 2021). 

Do działania zewnątrzkomórkowego biosurfaktantów należy na przykład ułatwianie 

pobierania hydrofobowych związków odżywczych przez komórki oraz ochrona komórek 

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

wewnątrzkomórkowych wskazywane są hipotezy o możliwości modyfikacji aktywności 

enzymów oraz przepuszczalności osłon komórkowych, co w konsekwencji może mieć 

wpływ na szereg procesów metabolicznych. Międzykomórkowe działanie 

biosurfaktantów wobec populacji obejmuje między innymi wspomaganie ruchu 

ślizgowego (ang. sliding / swarming motility), udział w chemicznym porozumiewaniu się 

komórek na poziomie populacji (ang. quorum sensing) oraz udział w różnych etapach 

funkcjonowania biofilmu. Powyższe procesy są kluczowe dla utrzymywania się populacji 

bakterii w środowisku (Sharma i in. 2021).  

Mikrobiologiczne surfaktanty to związki o dużym potencjale komercyjnym, 

które często znajdują zastosowanie w rolnictwie, produkcji żywności, medycynie, 
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farmacji oraz w różnych technikach wykorzystywanych do bioremediacji skażonych 

środowisk. W porównaniu do syntetycznych odpowiedników, biosurfaktanty 

charakteryzują się niższą toksycznością, większą podatnością na biodegradację, 

a ich produkcja zazwyczaj przebiega w podłożach zawierających związki będące 

odnawialnymi źródłami węgla i energii. W celu obniżenia kosztów produkcji 

biosurfaktantów do przygotowania podłóż hodowlanych zazwyczaj wykorzystywane są 

odpady przemysłu rolno-spożywczego (Nurfarahin i in. 2018). Co więcej, omawiana 

grupa związków wykazuje zarówno wysoką aktywność powierzchniową (osiąganą przy 

niskich wartościach CMC), jak i zróżnicowaną aktywność biologiczną 

(Paraszkiewicz i in. 2019). Duża różnorodność budowy chemicznej pozwala dobrać 

rodzaj biosurfaktanta do wymaganych w danym procesie warunków fizykochemicznych 

(np. poziomów zasolenia, wartości pH czy temperatury). Pomimo wielu zalet, 

biosurfaktanty posiadają również wady, takie jak wysoka cena i duża zmienność 

strukturalna. Ponieważ biosurfaktanty najczęściej wytwarzane są w postaci mieszaniny 

kilku bardzo podobnych strukturalnie związków, zmienna może być także aktywność 

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

2020). 

I.6. Biosurfaktanty Bacillus 

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

z najlepiej poznanych biosurfaktantów mikrobiologicznych. Klasyfikacja powyższych 

związków przebiega w oparciu o skład aminokwasowy części peptydowej (w skład której 

mogą wchodzić zarówno izomery L- jak i D-aminokwasów), rodzaj kwasu tłuszczowego, 

jak również typ wiązania łączącego część peptydową i lipidową. Do cLP-Bc zaliczane są 

trzy grupy związków, 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 surfaktyną, należą również pumilacydyna, lichenzyna 

oraz esperyna. Powyższe związki składają się z cyklicznego heptapeptydu połączonego 

wiązaniem laktonowym z resztą β-hydroksy kwasu tłuszczowego, w skład którego 

wchodzi od 13 do 17 atomów węgla (Rycina 3A). Do rodziny ituryny należą 

bacillomycyna, mykosubtilina i ituryna. Powyższe biosurfaktanty również zawierają 

heptapeptyd, ale jest on połączony z resztą β-amino kwasu tłuszczowego (zawierającą 

od 14 do 17 atomów węgla) wiązaniem amidowym (Rycina 3B). Z kolei w rodzinie 

fengicyny wyróżniane są plipastatyna oraz fengicyna. W ich skład wchodzi cykliczny 

dekapeptyd połączony wiązaniem laktonowym z β-aminokwasem tłuszczowym 

zbudowanym z od 13 do 21 atomów węgla (Rycina 3C). Do cyklizacji części peptydowej 
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dochodzi w wyniku utworzenia wiązania laktonowego między resztą ósmego 

i dziesiątego aminokwasu.  

 

A) 

 

B) 

 
C) 

 

Rycina 3. Wzory strukturalne A) surfaktyny; „n” może się mieścić w przedziale od 9 do 

13; B) ituryny; „n” może się mieścić w przedziale od 9 do 12; C) fengicyny; „n” może się 

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

 
Synteza cLP-Bc jest katalizowana przy udziale syntetaz peptydów 

nierybosomalnych, co skutkuje znaczną zmiennością strukturalną tych związków. 

Pecci i in. (2010) zaproponowali, aby warianty cząsteczek cLP-Bc opisywać jako 

homologi (różniące się długością łańcucha kwasu tłuszczowego) lub izoformy 

(charakteryzujące się odmienną sekwencją aminokwasów w części peptydowej). Dane 

literaturowe wskazują, że środowiskowe szczepy Bacillus zazwyczaj wydzielają 

biosurfaktanty w postaci mieszaniny różnych homologów i/lub izomerów cLP. 

Różnorodność i skład procentowy różnych wariantów cLP produkowanych przez 

szczepy Bacillus zależy między innymi od warunków hodowli oraz składu 

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

Velandia i in. 2021). 

CLP-Bc wykazują aktywność biologiczną wobec wielu różnych drobnoustrojów 

i są zaliczane do antybiotyków. Mechanizm ich działania opiera się na zakłócaniu 

struktury i funkcjonowania błon biologicznych. W obecności cLP dochodzi do 

destabilizacji struktury błon, wzrostu ich przepuszczalności, a w konsekwencji nawet do 

zniszczenia komórek (Raaijmakers i in. 2010; Bernat i in. 2016). Biosurfaktanty te mogą 

wykazywać działanie zarówno przeciwko bakteriom, wirusom, jak i grzybom (Mnif i Ghribi 

2015; Wang i in. 2024). Szczególnie związki należące do grupy ituryny i fengicyny mają 

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

Dane literaturowe wskazują, że różne biosurfaktanty mogą działać 

synergistycznie, wzajemnie wzmacniając zarówno właściwości przeciwdrobnoustrojowe 

jak i inne rodzaje aktywności biologicznej. Jest to jeden z powodów, dla których są one 

interesującymi modelami badawczymi oraz potencjalnie efektywnymi środkami 

biologicznej kontroli fitopatogennych grzybów (Mihalache i in. 2018; Wang i in. 2020; 

Datta i in. 2024). 

I.7. Biosurfaktanty Pseudomonas 

Wiele szczepów Pseudomonas jest zdolne do produkcji biosurfaktantów, które ze 

względu na swoją budowę chemiczną klasyfikowane są głównie do cLP oraz RL. 

Cykliczne lipopeptydy produkowane przez szczepy Pseudomonas (cLP-Ps) składają się 

z reszty kwasu tłuszczowego połączonej z oligopeptydem. Podobnie jak w przypadku 

cLP-Bc, cLP-Ps różnią się między sobą pod względem długości i składu reszty kwasu 

tłuszczowego oraz liczby, typu i konfiguracji aminokwasów w części peptydowej. Jednak 

różnorodność budowy cLP-Ps jest o wiele wyższa niż w przypadku biosurfaktantów 

Bacillus. Z tego powodu dotąd nie ma ujednoliconej klasyfikacji tej grupy związków. 

Raaijmakers i in. (2006)  podzielili cLP-Ps na cztery główne klasy obejmujące grupę: 

1) wiskozyny, 2) amfisyny, 3) tolaasyny i 4) syringomycyny. Natomiast Geudens 

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

podstawie Geudens i Martins (2018). 

Grupa 

Kwas 

tłuszczowy 

* 

Liczba 

aminokwasów  

w części 

peptydowej 

Literatura 

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

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

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

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

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

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

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

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

ksantolizyny 3-OH C10:0 14  Li i in. 2013 

entolizyny 3-OH C10:0 14  Vallet-Gely i in. 2010 

putisolwiny C6:0 12  Kuiper i in. 2003 

pseudofaktyny C16:0 8  Janek i in. 2010 

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

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

* Kwas tłuszczowy zawierający trzy grupy hydroksylowe, 10 węgli bez wiązań podwójnych. 

 

Podobnie jak inne biosurfaktanty, cLP-Ps poza aktywnością powierzchniową 

często wykazują również właściwości przeciwdrobnoustrojowe, obejmujące między 

innymi zdolność do hamowania wzrostu grzybów. Biorą także udział w takich procesach 

jak przemieszczanie się populacji, kolonizacja powierzchni i formowanie biofilmów. 

Poza cLP-Ps, szczepy Pseudomonas mogą wytwarzać także biosurfaktanty 

opisywane jako RL. RL składają się z jednego lub dwóch kwasów  

β-hydroksytłuszczowych połączonych wiązaniem O-glikozydowym z jedną lub dwoma 

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

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

w reszcie kwasu tłuszczowego jest zróżnicowana i zwykle wynosi od ośmiu do szesnastu 

atomów węgla (El-Housseiny i in. 2020; Behrens i in. 2016; Gunther i in. 2005). 
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Wysoce zróżnicowana struktura RL jest silnie zależna od uzdolnień metabolicznych 

szczepów, które je produkują oraz od zastosowanych warunków hodowli (El-

Housseiny i in. 2020; Rahman i in. 2010). Różnice w budowie strukturalnej RL wpływają 

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

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

RL używane są przede wszystkim do przyspieszania procesu bioremediacji 

środowisk zanieczyszczonych hydrofobowymi ksenobiotykami, do wspomagania 

wydobycia ropy naftowej oraz jako środki przeciwdrobnoustrojowe (Guzmán i in. 2024). 

Podobnie jak cLP, pełnia rolę w przemieszczaniu się populacji bakterii i formowaniu 

biofilmów. W przypadku chorobotwórczych szczepów P. aeruginosa, RL mogą 

odgrywać również rolę w patogenezie (Xu i in. 2024).   

I.8. Bieżące wyzwania 

Jednym z kluczowych wyzwań w stosowaniu biologicznych środków ochrony 

roślin są ich interakcje z zanieczyszczeniami środowiskowymi, takimi jak pozostałości 

syntetycznych pestycydów, mikroplastik (MP), czy też barwniki przemysłowe, 

np. barwniki azowe.  

Pomimo zmieniających się rozporządzeń dotyczących ochrony środowiska, 

rosnącej wiedzy na temat biopestycydów oraz zwiększającej się dostępności 

alternatywnych środków ochrony roślin, syntetyczne pestycydy nadal dominują 

w zwalczaniu szkodników. W 2021 roku światowe zużycie pestycydów wyniosło 

3,53 miliona ton kwadratowych, z największym udziałem Brazylii oraz Stanów 

Zjednoczonych Ameryki, gdzie wynosiło ono odpowiednio 719,53 oraz 457,39 tysiąca 

ton (Fernández 2021). Obecność syntetycznych pestycydów w środowisku, ze względu 

na ich długą trwałość w glebie, może prowadzić m.in. do przyswajania ich przez rośliny 

podczas wzrostu, a co za tym idzie działać, na niekorzyść upraw (Łozowicka i in. 2015; 

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

MP (wielkość cząstek < 5 mm) może być pierwotny (wyprodukowany celowo, 

stosowany np. w kosmetykach) lub wtórny (powstały w wyniku fragmentacji przedmiotów 

wykonanych z tworzyw sztucznych). MP jest powszechnie obecny zarówno 

w środowiskach wodnych, jak i lądowych i zazwyczaj powstaje w wyniku fragmentacji 

np. plastikowych opakowań, ubrań zawierających 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 może się znaleźć ze względu na stosowanie osadów ściekowych 

jako nawozu (Corradini i in. 2019; Gui i in. 2019).  
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Do zanieczyszczeń środowiska należą również barwniki azowe, używane przede 

wszystkim w procesach barwienia tkanin. Wiele barwników azowych i produktów ich 

rozkładu wykazuje wysoką toksyczność zarówno wobec zwierząt, roślin, jak i ludzi 

(Pinheiro i in. 2022). W krajach rozwijających się, w których ścieki tekstylne mogą być 

wykorzystywane do nawadniania upraw, barwniki mogą zanieczyszczać glebę uprawną, 

zmieniając jej właściwości biologiczne, zmniejszając produktywność rolnictwa 

i zagrażając bezpieczeństwu żywności (Topaç i in 2009; Jasińska i in. 2024). 

Powyższe zanieczyszczenia mogą znacząco wpływać na mikrobiotę glebową, 

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

środki ochrony roślin.  

Biofungicydy, mimo że oferują ekologiczną alternatywę dla syntetycznych 

fungicydów, mają swoje ograniczenia. Należy do nich zmienna skuteczność, wynikająca 

przede wszystkim z silnej zależności od biotycznych i abiotycznych warunków 

środowiskowych. Dlatego ważne jest pogłębianie wiedzy na temat sposobu działania tej 

grupy biopestycydów, ich interakcji z syntetycznymi odpowiednikami oraz wpływu 

zanieczyszczeń środowiskowych na aktywność przeciwgrzybową. 
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II. Cele pracy 

Nadrzędnym celem niniejszej pracy była ocena wpływu zanieczyszczeń 

antropogenicznych (wybranych herbicydów, fungicydów, barwników azowych a także 

mikroplastiku) na aktywność przeciwgrzybową ryzosferowych szczepów Bacillus 

i Pseudomonas, zdolnych do produkcji cyklicznych lipopeptydów, i pochodzących ze 

środowisk o potencjalnie zróżnicowanym poziomie zanieczyszczeń antropogenicznych. 

Ogólny cel badawczy realizowano za pomocą celów szczegółowych 

wskazanych poniżej. 

 

[1] Identyfikacja / analiza poziomu produkcji biosurfaktantów wydzielanych przez 

szczepy Bacillus i Pseudomonas.  

[2] Ocena aktywności przeciwgrzybowej i wskazanie mechanizmów ograniczania 

wzrostu szczepów Fusarium przez bakterie Bacillus i Pseudomonas.   

[3] Charakterystyka wybranych szczepów bakteryjnych pod kątem wpływu na 

kiełkowanie nasion i wzrost siewek ogórka siewnego. 

[4] Analiza produkcji biosurfaktantów w hodowlach mieszanych bakteryjno-

grzybowych oraz w hodowlach zawierających komórki dwóch różnych szczepów 

Bacillus. 

[5] Ocena wzrostu bakterii, produkcji biosurfaktantów i aktywności przeciwgrzybowej 

w hodowlach Bacillus i Pseudomonas prowadzonych w obecności 

zanieczyszczeń środowiskowych. 

[6] Opracowanie efektywnego podłoża wzrostowego dla wybranego szczepu 

bakteryjnego charakteryzującego się wysoką i stabilną (także w obecności 

zanieczyszczeń) aktywnością przeciwgrzybową oraz pozytywnym wpływem na 

kiełkowanie i wzrost siewek ogórka siewnego. 
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III. Materiały 

W tej części opisano materiały zastosowane w nieopublikowanej części pracy. 

Metody używane wyłącznie w badaniach opisanych w publikacjach zostały omówione 

w podrozdziałach V.6.4 (Artykuł naukowy 1) oraz V.6.7 (Artykuł naukowy 2). 

III.1. Drobnoustroje 

III.1.1. Szczepy Bacillus i Pseudomonas 

W badaniach wykorzystywano 80 szczepów bakteryjnych (77 z rodzaju Bacillus 

oraz trzy z rodzaju Pseudomonas). W obrębie tej grupy, 79 szczepów pochodziło 

z sześciu różnych środowisk (o potencjalnie zróżnicowanym poziomie zanieczyszczeń 

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

DSM 3257, wyizolowany z Natto) pochodził z niemieckiej kolekcji szczepów DSMZ 

(niem. Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen). 

Wszystkie wykorzystywane w pracy szczepy bakteryjne przechowywane są 

w kolekcji szczepów Katedry Mikrobiologii Przemysłowej i Biotechnologii Uniwersytetu 

Łódzkiego (KMPiB UŁ). 



22 
 

Tabela 3. Miejsca izolacji ryzosferowych szczepów Bacillus i Pseudomonas zdolnych do 

produkcji biosurfaktantów. 

Miejsce poboru gleby ryzosferowej Symbol szczepu 

Tereny miejskie 
i zanieczyszczone 

Składowisko Odpadów 
Niebezpiecznych, Zgierz, 
województwo łódzkie 

Skrót „Zg” oraz numer próby gleby i nadany numer 
szczepu  
(np. Zg 1.3) 

Aleja Klonów Srebrzystych 
stanowiąca fragment 
ul. Ogólnej w gminie Zgierz, 
województwo łódzkie 

Skrót „ASK” oraz nadany numer szczepu 
(np. ASK 10) 

Rafineria Ropy Naftowej, 
Czechowice-Dziedzice, 
województwo śląskie 

I’-1a (Płaza i in. 2015) 

Park Helenów, Łódź, 
województwo łódzkie 

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

Tereny leśne 
i wiejskie 

Kaszubski Park 
Krajobrazowy,  
województwo pomorskie 

Skrót „KAS” oraz numer próby gleby i nadany 
numer szczepu 

Wieś Kolnica,  
województwo wielkopolskie 

Skrót „Kol” oraz skróty dokładniej opisujące miejsce 
pobrania próby gleby („B” – ryzosfera barwinka 
pospolitego, Vinica minor L.; „D” – gleba przy 
drodze; „L” – ryzosfera lipy, Tilia; „S” – ryzosfera 
sosny, Pinus L.; „Si” – ryzosfera świerku, Picea A. 
Dietrich) i numer szczepu  
(np. Kol B1) 

 

III.1.2. Grzyby Fusarium 

W pracy wykorzystano cztery szczepy z rodzaju Fusarium:  

• Fusarium sambucinum IM 6525 – wyizolowany z korzeni zainfekowanej 

maliny właściwej (Rubus idaeus L.) i udostępniony do badań przez dr hab. 

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

• Fusarium culmorum DSM 1094 – pochodzący z niemieckiej kolekcji 

szczepów DSMZ, wyizolowany z pszenicy zwyczajnej (Triticum 

aestivum L.);  

• Fusarium oxysporum KKP 458 – pochodzący z Kolekcji Kultur 

Drobnoustrojów Przemysłowych Instytutu Biotechnologii Przemysłu 

Rolno-Spożywczego im. prof. Wacława Dąbrowskiego w Warszawie; 

• Fusarium solani IM 450 – pochodzący z kolekcji szczepów KMPiB UŁ. 

Wszystkie wykorzystywane w pracy szczepy grzybowe przechowywane są 

w kolekcji szczepów KMPiB UŁ. 
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III.2. Podłoża 

III.2.1. Podłoże bulionowe zestalone agarem 

Bulion wzbogacony (f. Mapol) 15 g 

Agar (f. Biocorp) 20 g 

Woda destylowana  uzupełniano do 1000 mL 

pH  7,5 

 

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

skosów wykorzystywano do przechowywania szczepów Bacillus i Pseudomonas. 

III.2.2. Podłoże brzeczkowe zestalone agarem 

Podłoże brzeczkowe zestalone agarem zawierało: 

Agar (f. Biocorp) 20 g 

Brzeczka 12°Blg uzupełniano do 1000 mL 

pH  6,5 

 

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

skosów wykorzystywano do przechowywania szczepów Fusarium. 

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

D-glukoza 20 g 

Agar 15 g 

Skrobia ziemniaczana 4 g 

Woda destylowana uzupełniano do 1000 mL 

pH  6,5 

 

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

było wykorzystywane do analizy aktywności przeciwgrzybowej szczepów bakteryjnych 

wobec szczepów Fusarium. 
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III.2.4. Podłoże Murashige and Skoog (MS) (f. Sigma-Aldrich) 

Składnik 
Zawartość w 

podłożu (mg L-1) 

Azotan amonu 1650 

Kwas borowy 6,2 

Bezwodny chlorek wapnia 332,2 

Chlorek kobaltu • 6H2O 0,025 

Siarczan miedzi • 5H2O 0,025 

Na2-EDTA 37,26 

Siarczan żelazawy • 7H2O 27,8 

Siarczan magnezu 180,7 

Siarczan magnezu • H2O 16,9 

Kwas molibdenowy (sól sodowa) • 2H2O 0,25 

Jodek potasu 0,83 

Azotan potasu 1900 

Jednozasadowy fosforan potasu 170 

Siarczan cynku • 7H2O 8,6 

Agar 8000 

Glicyna (wolna zasada) 2 

mio-inozytol 100 

Kwas nikotynowy (wolny kwas) 0,5 

Pirydoksyna • HCl 0,5 

Sukroza 30 000 

Tiamina • HCl 0,1 

pH 6,5 

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

w badaniach z użyciem nasion ogórka siewnego. 

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

NaCl 10 g 

Trypton 10 g 

Ekstrakt drożdżowy 5 g 

Woda destylowana uzupełniano do 1000 mL 

pH  6,5 

 

Sterylizacja w autoklawie w temp. 115 °C przez 20 min. Podłoże LB 

wykorzystywano do przygotowania hodowli płynnych (wstępnych i właściwych), 

szczepów Bacillus, Pseudomonas i Fusarium stosowanych w niniejszej pracy. 
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III.2.6. Płynne podłoże wzrostowe zawierające odpady przemysłu 

spożywczego 

W badaniach opisanych w podrozdziale V.10 opracowano warianty płynnego 

podłoża wzrostowego zawierające różne objętości:  

• wodnej zawiesiny drożdży odpadowych (0,1; 1; 2 lub 5% v/v); 

• wodnego ekstraktu ze skórek marchwi (0,2; 0,5 lub 1% v/v);  

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

Po uzupełnieniu podłoża wodą destylowaną, pH doprowadzano do wartości 7, 

a następnie poddawano dwukrotnej sterylizacji w autoklawie (temp. 115 °C przez 

20 min). 

Drożdże odpadowe (f. Fermentis W34/70, nr partii 2201427 KB) pochodziły 

z dolnej fermentacji piwa i zostały pozyskane z Browaru Rzemieślniczego Olbracht 

w Piotrkowie Trybunalskim w Polsce. Do przygotowywania podłoża odpadowego 

stosowano wodną zawiesinę drożdży odpadowych o gęstości 875 ± 40 mg mL-1.  

W celu uzyskania wodnego ekstraktu ze skórek marchwi, skórki zawieszano 

w wodzie destylowanej stosując proporcje 2:1 (w/v), a następnie sterylizowano 

w autoklawie (temp. 115 °C przez 20 min). 

III.3. Zanieczyszczenia antropogeniczne 

III.3.1. Barwniki azowe 

W badaniach wykorzystano pięć barwników 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 zostały zakupione od f. Sigma-Aldrich. Roztwory 

wyjściowe barwników azowych o stężeniu 10 mg mL-1 przygotowane w wodzie 

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

III.3.2. Mikroplastik 

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

polyethylene – polietylen niskiej gęstości) o wielkości ziarna 100-500 μm (f. Abifor). 

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

w 5 mL 96% etanolu i inkubowano przez godzinę. Podczas inkubacji próbę kilkakrotnie 

wstrząsano. Następnie dodawano 10 mL sterylnej wody dejonizowanej, aby uzyskać 

w próbie końcowy poziom MP wynoszący 100 mg mL−1. Procedurę przeprowadzano 
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w warunkach sterylnych. Zawiesinę MP sterylizowano w autoklawie (temp. 121 °C przez 

20 min).  

III.3.3. Syntetyczne pestycydy 

W badaniach wykorzystano: 

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

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

• fungicyd azoksystrobinę (AZ; nazwa handlowa Amistar® 250 S.C.; 

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

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

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

S.A.). 

Roztwory wyjściowe wszystkich używanych w pracy pestycydów zostały 

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 części opisano metody zastosowane w nieopublikowanej części pracy. 

Metody używane wyłącznie w badaniach opisanych w publikacjach zostały omówione 

w podrozdziałach V.6.4 (Artykuł naukowy 1) oraz V.6.7 (Artykuł naukowy 2). 

IV.1. Izolacja bakterii produkujących biosurfaktanty 

Wykorzystane w pracy szczepy bakteryjne zostały wyizolowane z prób gleby 

zgodnie ze schematem przedstawionym na Rycina 4.  

 

Rycina 4. Schemat izolacji bakterii produkujących biosurfaktanty. * Ocena obecności 

biosurfaktantów prowadzona była testem zapadającej się kropli (DCT – ang. Drop 

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

 

W celu zabezpieczenia wyizolowanych szczepów, do jałowych probówek typu 

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

bakteryjnej (otrzymanej w podłożu LB). Próby przechowywano w temp. -72 ºC. 
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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, które zostały poddane sekwencjonowaniu w firmie 

Genomed S.A. i zostały zidentyfikowane przez prof. dr hab. Grażynę Płazę w Instytucie 

Ekologii Terenów Uprzemysłowionych w Katowicach. 

Identyfikacja genetyczna 20 wybranych szczepów Bacillus oraz szczepu 

Pseudomonas sp. Zg 9.3 została przeprowadzona podczas stażu naukowego 

w Zakładzie Mikrobiologii i Ryzosfery w IO w Skierniewicach pod opieką dr hab. Lidii 

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

Ekstrakcję DNA z komórek bakteryjnych prowadzono przy użyciu komercyjnego 

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

Zawartość DNA w próbach mierzono za pomocą spektrofotometru przy długości fali 

równej 260 nm. Do dalszych analiz próby rozcieńczano tak aby uzyskać końcowe 

stężenie DNA 10 ng µl-1. Proces amplifikacji genu 16S rRNA oraz genów warunkujących 

podstawowe funkcje komórki prowadzano stosując 10 starterów opisanych w Tabeli 4 

zgodnie z procedurą podaną przez producenta. Sekwencjonowanie wykonała firma 

Genomed S.A. Identyfikacja szczepu bakteryjnego opierała się na porównaniu 

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

Information) za pomocą narzędzia BLAST (ang. Basic Local Alignment Search Tool). 
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Tabela 4. Startery zastosowane do identyfikacji izolatów bakteryjnych. 

Nazwa 

startera  
Sekwencja (5’ – 3’) 

Wielkość 

produktu 

[liczba 

nukleotydów] 

Literatura 

27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 
 

1492 Lane 1991 

1492R TACGGHTACCTTGTTACGACTT 

tufGPF ACGTTGACTGCCCAGGACAC 
 

750 

Caamaño-

Antelo  

i in. 2015 tufGPR GATACCAGTTACGTCAGTTGTACGGA 

rpoBF AGGTCAACTAGTTCAGTATGGAC 

600 Xiao i in. 2009 

rpoBR AAGAACCATAACCGGCAACTT 

recAF TGAGTGATCGTCAGGCAGCCTTAG 

900 
Kwon i in. 

2009 
recAR CYTBRGATAAGARTACCAWGMACCGC 

gyrA47F CAGTCAGGAAATGCGTACGTCCTT 

1000 
Thorsen i in. 

2011 
gyrA1066R  CAAGGTAATGCTCCAGGCATTGCT 

 

IV.3. Hodowle w podłożu płynnym 

IV.3.1. Wstępna i właściwa hodowla bakteryjna w podłożu płynnym 

W celu uzyskania hodowli wstępnej (inokulum) zaszczepiano podłoże LB 

bakteriami pobranymi z hodowli prowadzonej na podłożu bulionowym zestalonym 

agarem. Hodowlę prowadzono w kolbie stożkowej przez 24 godz. w warunkach 

wytrząsania (120 obr./min), w temp. 28 °C. Następnie, do kolejnej porcji podłoża 

płynnego dodawano 1% (v/v) uzyskanego inokulum. Hodowlę właściwą prowadzono 

w kolbie stożkowej przez 24-72 godz. w warunkach opisanych powyżej.  

W zależności od etapu badań, do hodowli właściwych dodawano barwniki azowe, 

MP lub syntetyczne pestycydy. 
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IV.3.2. Płynna hodowla mieszana zawierająca komórki dwóch różnych 

szczepów bakteryjnych 

W celu otrzymania hodowli właściwej zawierającej dwa różne szczepy bakteryjne 

do podłoża LB dodawano po 1% (v/v) hodowli wstępnej każdego z dwóch wybranych 

szczepów bakteryjnych. Następnie, hodowle inkubowano w warunkach opisanych 

w punkcie IV.3.1.  

IV.3.3. Wstępna i właściwa hodowla grzybni w podłożu płynnym 

Hodowla wstępna grzyba z rodzaju Fusarium była przygotowywana w dwóch 

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

zaszczepiano strzępkami grzybni zmytymi z dwóch hodowli na podłożu brzeczkowym 

zestalonym agarem. Hodowlę prowadzono przez 24 godz. w warunkach wytrząsania 

(120 obr./min, temp. 28 °C). W drugim etapie, kolejną porcję podłoża LB zaszczepiano 

stosując 10% (v/v) uzyskanej wcześniej hodowli i inkubowano w w.w. warunkach. 

Tak uzyskaną hodowlę wstępną wykorzystywano do przygotowania hodowli właściwych. 

Hodowlę właściwą uzyskiwano poprzez zaszczepienie podłoża LB 10% (v/v) 

hodowli wstępnej. Inkubację prowadzono przez 72 godz. w temp. 28 °C, 120 obr./min.   

IV.3.4. Płynna hodowla mieszana zawierająca komórki bakterii i grzybów  

Podłoże LB zaszczepiano stosując 1% (v/v) bakteryjnej hodowli wstępnej oraz 

10% (v/v) grzybowej hodowli wstępnej. Inkubację prowadzono przez 72 godz. 

w temp. 28 °C, przy 120 obr./min. 

IV.4. Ocena intensywności wzrostu bakterii w hodowli 

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

bakteryjnej 

Hodowlę bakteryjną rozcieńczano 10-krotnie wodą destylowaną i mierzono OD 

za pomocą czytnika płytek Multiskan FC Microplate Photometer (f. ThermoFisher 

Scientific) przy długości fali równej 630 nm. Wynik odnoszono do wyniku uzyskanego 

dla 10-krotnie rozcieńczonego podłoża LB. 
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IV.4.2. Ocena intensywności wzrostu bakterii w hodowli z użyciem podłoża 

stałego 

Oznaczenie liczby bakterii obecnych w hodowli prowadzonej w płynnym podłożu 

wzrostowym zawierającym produkty uboczne przemysłu spożywczego prowadzano 

z użyciem szalek Petriego zawierających podłoże bulionowe zestalone agarem. 

Na powierzchnię podłoża nanoszono 100 µL hodowli właściwej rozcieńczonej uprzednio 

jałową wodą destylowaną. Próby równomiernie rozprowadzano za pomocą sterylnej 

głaszczki. Tak przygotowaną hodowlę inkubowano przez 48 godz. w temp. 22°C. 

W oparciu o otrzymaną liczbę kolonii bakteryjnych wyznaczano gęstość komórek 

bakteryjnych obecnych w wyjściowej hodowli płynnej. 

IV.5. Analiza biosurfaktantów 

IV.5.1. Wstępna ocena obecności biosurfaktantów w hodowli płynnej 

Aktywność powierzchniową biosurfaktantów oceniano za pomocą 

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

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

polipropylenowej powierzchni i po godzinie mierzono średnicę kropli. Jako kontrolę 

negatywną oraz pozytywną używano 10 μL odpowiednio podłoża LB oraz 5% wodnego 

roztworu dodecylosiarczanu sodu (SDS; f.  Chempur). 

IV.5.2. Ekstrakcja biosurfaktantów z hodowli płynnej 

A) Ekstrakcja cLP 

Izolację cLP-Bc i cLP-Ps prowadzono stosując ekstrakcję zmodyfikowaną 

metodą QuEChERS (Paraszkiewicz i in. 2017). Do ekstrakcji wykorzystywano płyn 

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

obejmował sześć etapów: 1) 5 mL supernatantu hodowli oraz 5 mL wody destylowanej 

umieszczano w probówce typu falkon o objętości 50 mL; 2) do mieszaniny dodawano 

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

3) do probówki dodawano mieszankę czterech soli: (2 g MgSO4 (f. Sigma-Aldrich), 0,5 g 

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

(f. Biomus)) i ponownie wytrząsano przez 5 min; 4) próbę pozostawiano na 20 min; 

5) odbierano fazę organiczną (górną) do analizy; 6) do próby wprowadzono kolejną 

porcję 10 mL ACN i powtarzano procedurę ekstrakcji. 
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B) Ekstrakcja RL 

W celu ekstrakcji RL, płyn pohodowlany uzyskany po zwirowaniu hodowli 

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

Próbę inkubowano w temp. 4 °C przez noc (George i Jayachandran 2013; Bernat i in. 

2019). RL ekstrahowano za pomocą octanu etylu (f. Poch), a następnie rozpuszczalnik 

odparowywano pod zmniejszonym ciśnieniem. Uzyskany osad rozpuszczano w 1 mL 

ACN i analizowano za pomocą technik MALDI–TOF/TOF (ang. Matrix Assisted Laser 

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

matrycą laserową z tandemową analizą czasu przelotu) oraz LC–MS/MS (ang. Liquid 

Chromatography Tandem Mass Spectrometry – chromatografia cieczowa z tandemową 

spektrometrią mas). 

IV.5.3. Analiza biosurfaktantów 

A) Analiza cLP 

CLP-Bc oraz cLP-Ps analizowano przy użyciu LC–MS/MS (LC 1200 sprzężonej 

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

w źródło ESI. Separację związków przeprowadzano na kolumnie Kinetex C18 (50 mm × 

2,1 mm, wielkość cząstek: 5 μm) (f. Phenomenex) utrzymywanej w temp. 40 °C. 

Do separacji związków stosowano fazę ruchomą składającą się z wody (A) i metanolu 

(B) (f. Sigma-Aldrich), uzupełnionych 5 mM mrówczanem amonu (f. Sigma-Aldrich). 

Stosowana szybkość przepływu wynosiła 600 μL min-1. Czas analizy wynosił 6 min. 

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

w ciągu 1,5 min, który był następnie utrzymywany przez 2,5 min. Do początkowego 

składu rozpuszczalnika powracano w ciągu 2 min. Źródło jonów spektrometru 

masowego działało w trybie dodatnim. Dane analizowano z użyciem oprogramowania 

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

(f. Sigma-Aldrich). Dla sodowych cząsteczek (M + Na)+ homologów surfaktyny C13, C14, 

C15 i C16 monitorowane pary MRM wynosiły m/z 1030–391, 1044–391, 1058–391 oraz 

1072–391. Dla sodowych jonów homologów ituryny A C13, C14, C15 i C16, 

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

1093.5/1093. 

Obecność fengicyny potwierdzano przy użyciu MALDI–TOF/TOF 5800 (f. Sciex). 

Mieszaninę 0,5 μL ekstraktu cLP-Bc (rozcieńczonego w 2 mL metanolu) i 0,5 μL 

roztworu zawierającego 10 mg mL−1 DHB (ang. 2,5-dihydroxybenzoic acid – kwas 2,5-

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

MALDI. Analizy MALDI–TOF/TOF prowadzono w trybie jonizacji dodatniej w zakresie 
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m/z 900–2000 przy stałej intensywności lasera wynoszącej 3500. Dziesięć najbardziej 

intensywnych sygnałów wybierano do automatycznego pomiaru MS/MS przy stałej 

intensywności lasera wynoszącej 5000. 

B) Analiza RL 

RL analizowano według metody opisanej przez Bernata i in. (2019) przy użyciu 

LC–MS/MS (LC 1200 sprzężonej z tandemowym spektrometrem mas Sciex QTRAP 

4500, f. Agilent). Separację związków przeprowadzono na kolumnie Kinetex C18 

(50 mm × 4,6 mm, wielkość cząstek: 4,6 μm) (f. Phenomenex) utrzymywanej w temp. 

37 °C. Do separacji związków stosowano fazę ruchomą składającą się z wody (A) i ACN 

(B) uzupełnioną 5 mmol L-1 mrówczanem amonu (f. Sigma-Aldrich). Stosowana 

szybkość przepływu wynosiła 500 mL min-1. Czas analizy wynosił 25 min. Gradient 

rozpuszczalnika rozpoczynano od 40% B, zwiększając do 95% B w ciągu 2 min 

i utrzymując 95% B przez następne 12 min. Do początkowego składu fazy ruchomej 

powracano w czasie 2 min. Źródło jonów spektrometru masowego działało w trybie 

ujemnym. 

IV.6. Ocena aktywności przeciwgrzybowej bakterii 

Aktywność przeciwgrzybową bakterii oceniano stosując hodowle stałe typu dual 

culture prowadzone na podłożu PDA w jednokomorowych oraz dwukomorowych 

szalkach Petriego, a także hodowle płynne prowadzone w podłożu LB. 

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

Na środek podłoża PDA umieszczonego w jednokomorowej szalce Petriego 

nanoszono fragment grzybni o średnicy ok. 1 cm. Następnie, w odległości 3 cm od 

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

podłożu bulionowym zestalonym agarem. Układem kontrolnym była grzybnia hodowana 

w nieobecności bakterii.  

W celu oceny zdolności bakterii do produkcji przeciwgrzybowych VOCs 

wykorzystano dwukomorowe szalki Petriego. W jednej komorze szalki umieszczano 

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

Na środek podłoża PDA nanoszono fragment grzybni o średnicy ok. 1 cm, natomiast 

bakterie posiewano liniowo na części zawierającej podłoże uniwersalne. Układem 

odniesienia była hodowla grzybni prowadzona w nieobecności bakterii.  

Próby inkubowano w ciemności, w temp. 22-24 °C do czasu pokrycia przez 

rosnącą grzybnię kontrolną całej powierzchni podłoża PDA. W celu wyznaczenia pola 

powierzchni zajmowanego przez grzybnię stosowano oprogramowanie 
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SketchAndCalc™, a następnie obliczano procent zahamowania wzrostu grzybni 

inkubowanej w obecności bakterii w odniesieniu do wzrostu grzybni kontrolnej 

(przyjętego za 100%). 

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

Aktywność przeciwgrzybowa w hodowlach płynnych była oceniana na podstawie 

biomasy grzybni i wyrażana jako procent biomasy hodowli kontrolnej, przyjętej za 100%. 

Strzępki grzybni oddzielano od płynu pohodowlanego stosując filtrację próżniową. Osad 

grzybni suszono w temp. 60 °C, aż do uzyskania stałej masy. 

IV.6.3. Analiza przepuszczalności błon grzybni 

Do oceny przepuszczalności błon komórek grzybowych rosnących w obecności 

bakterii wykorzystano metodę opisaną przez Litwin i in. (2021). W tym celu, 

1 mL hodowli płynnej wirowano (12 000 obr./min, 10 min). Następnie, płyn pohodowlany 

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

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

o stężeniu 0,1 mg mL-1. Kolejne etapy przygotowania próby obejmowały: 1) intensywne 

mieszanie przez 30 s.; 2) inkubację w ciemności przez 5 min; 3) wirowanie 

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

Po dwukrotnym przemyciu osadu roztworem PBS, do próby dodawano 1 mL PBS. 

Tak przygotowaną próbę umieszczono w studzience 24-dołkowej płytki titracyjnej 

i prowadzono pomiar fluorescencji na spektrofotometrze SPECORD 200, stosując 

długość fali wzbudzenia równą 540 nm i długość fali emisji równą 630 nm. Uzyskane 

wyniki odnoszono do fluorescencji supernatantu otrzymanego po zwirowaniu próby 

badanej (12 000 obr./min, 10 min). Biomasa grzybni obecna w próbie była następnie 

filtrowana, suszona do stałej masy i ważona. Uzyskane wyniki wyrażane w jednostkach 

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

za 100% wynik uzyskany dla układu kontrolnego. 

IV.6.4. Oznaczanie zawartości fosfolipidów komórkowych 

Do 100 mg mokrej biomasy uzyskanej z hodowli właściwej prowadzonej 

w podłożu LB dodawano kulki szklane (o średnicy 1 mm) oraz 1 mL mieszaniny eteru 

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

próbę umieszczano w młynie kulowym MM400 (f. Retsch) stosując warunki wytrząsania 

30 drgań/s przez 8 min. Po przeprowadzonej jednocześnie dezintegracji komórek oraz 

ekstrakcji fosfolipidów dodano 0,2 mL H2O i próbę wirowano przez przy 7200 obr./min 
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przez 3 min. Następnie górną warstwę przenoszono, odparowywano, a uzyskany osad 

rozpuszczano w 1 mL metanolu (f. Sigma-Aldrich) i analizowano techniką LC–MS/MS 

przy użyciu LC Agilent 1200 sprzężonego z tandemowym spektrometrem mas Sciex 

QTRAP 4500. Do analizy stosowano kolumnę Kinetex C18 (50 mm × 2,1 mm, wielkość 

cząsteczek: 5 μm) oraz następujące warunki: temp. 40 °C, prędkość przepływu fazy 

ruchomej 500 μL min-1. Źródło jonów spektrometru masowego działało w trybie 

ujemnym. 

IV.6.5. Ocena kiełkowania zarodników 

W celu uzyskania zawiesiny zarodników Fusarium powierzchnię hodowli 

grzybowej (prowadzonej na podłożu brzeczkowym zestalonym agarem) zmywano 

jałową wodą destylowaną zawierającą 0,005% (v/v) Tween 20 (f. Koch-Light 

Laboratories). Uzyskaną zawiesinę sączono przez jałową watę szklaną w celu usunięcia 

strzępek grzybni. Zarodniki liczono stosując komorę Thoma i wyznaczano zawartość 

zarodników w 1 mL próby.  

W celu określenia wpływu metabolitów Bacillus i Pseudomonas na kiełkowanie 

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

hodowli bakteryjnej dodatkowo sączono przez membranowy filtr strzykawkowy (średnica 

por 0,2 µm; f. Bionovo). Do tak przygotowanego supernatantu dodawano wodną 

zawiesinę zarodników (o wcześniej ustalonej gęstości komórek) stosując proporcje 1:1 

(v/v). Próbę inkubowano przez 48 godz. w warunkach statycznych w temp. 22-24 °C.  

Morfologię zarodników i strzępek obserwowano za pomocą mikroskopu 

świetlnego. Uzyskane wyniki wyrażano jako intensywność kiełkowania zarodników 

i odnoszono do liczby zarodników obecnych w próbie kontrolnej, którą przygotowano 

mieszając wodną zawiesinę zarodników z podłożem LB (1:1, v/v). Do pomiaru długości 

strzępek stosowano oprogramowanie SketchAndCalc™. 

IV.7. Ekstrakcja i analiza herbicydów 

Herbicydy 2,4-D i MET ekstrahowano metodą QuEChERS, a następnie 

analizowano techniką LC–MS/MS zgodnie z metodami opisanymi odpowiednio przez 

Nykiel-Szymańska i in. (2017) oraz Jasińską i in. (2022). 

Próbę hodowli prowadzaną w obecności herbicydu homogenizowano dwukrotnie 

z kulkami szklanymi (o średnicy 1 mm) w młynie kulowym MM400 (f. Retsch) stosując 

warunki wytrząsania 25 drgań/s przez 4 min. Następnie do otrzymanych homogenatów 

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

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

10 min).  

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

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

i metanolu (80:20, v/v). Separację związków prowadzono na kolumnie Kinetex C18 

(50 mm × 2.1 mm, wielkość cząstek: 5 μm) (f. Phenomenex) utrzymywanej 

w temp. 37 °C. Do separacji związków stosowano fazę ruchomą składającą się 

z wody (A) i metanolu (B) uzupełnionych 5 mM mrówczanem amonu. Stosowana 

szybkość przepływu wynosiła 500 μL min-1. Gradient rozpuszczalnika rozpoczynano od 

20% B, i po 1 min zwiększano do  90% B w ciągu 1 min, a następnie utrzymywano przez 

2,5 min. Do początkowego składu rozpuszczalnika powracano w czasie 2 min. Podczas 

analizy 2,4-D źródło jonów spektrometru masowego działało w trybie ujemnym, 

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

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

176.3. 

IV.8. Dekoloryzacja barwników azowych  

Właściwą hodowlę płynną prowadzoną w podłożu LB z dodatkiem barwnika 

azowego odwirowywano (10 000 obr./min, 10 min). Następnie mierzono absorbancję 

supernatantu za pomocą spektrofotometru SPECORD 200 stosując odpowiednią dla 

poszczególnych barwników długość fali: 546 nm (AB113); 598 nm (RB5); 529 nm (AMR); 

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

Poziom dekoloryzacji (D [%]), wyznaczano według następującego wzoru: 

 

D[%] =  
(A−B) ∙ 100%

(C−D)
 , gdzie: 

A – absorbancja próby; 

B – absorbancja supernatantu hodowli bakteryjnej bez dodatku barwnika (kontrola 

biotyczna); 

C – absorbancja podłoża z dodatkiem barwnika (kontrola abiotyczna); 

D – absorbancja podłoża. 

IV.9. Aktywność azoreduktazy (AzoR)  

Aktywność AzoR była oznaczana metodą opisaną przez Zimmermanna i in. 

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

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

osadu dodawano kulki szklane (o średnicy 1 mm) i bufor fosforanowy o pH równym 7,2 

(przygotowany z użyciem KH2PO4 oraz K2HPO4;  f. Poch). Tak przygotowaną próbę 
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poddawano dezintegracji na młynie kulowym (stosując warunki wytrząsania 25 drgań/s 

przez 4 min), a następnie wirowano stosując warunki uzyskane powyżej.  

Do 200 µL uzyskanego supernatantu dodawano mieszaninę reakcyjną, która 

zawierała: 400 μL buforu fosforanowego oraz 200 μL roztworu barwnika RB5 (125 μM). 

Próbę inkubowano przez 4 min. Następnie dodawano do próby 200 μL wodnego 

roztworu NADH (ang. Nicotinamide Adenine Dinucleotide Hydrogen – forma 

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

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

stosując spektrofotometr FLUOstar® Omega (f. BMG Labtech). Wyznaczoną zmianę 

wartości absorbancji używano do obliczenia aktywności AzoR, wg. następującego 

wzoru: 

UAzoR =
(∆Abs ∙Vcal∙106)

(ε∙Vpr∙∆t)
; gdzie: 

ΔAbs – różnica absorbancji w czasie (wyznaczona w 0 i 120 sekundzie pomiaru); 

Vcal – objętość całkowita próby (mL); 

ε = 39850 M-1 cm-1; 

Vpr – objętość supernatantu w próbie (mL); 

Δt – czas pomiędzy pomiarami (min). 

 

Jednostka (U) AzoR była definiowana jako ilość enzymu potrzebna do 

zredukowania 1 μmol barwnika RB5 w czasie 1 min. 

Stężenie białka w próbie oznaczano zgodnie z protokołem zestawu BCA 

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

Scientific™ Pierce). Aktywność AzoR wyrażano w U/mg białka. 

IV.10. Techniki mikroskopowe 

Analizy mikroskopowe prowadzono stosując mikroskop świetlny (Nikon Eclipse 

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

Obserwacje prowadzono stosując niebarwione preparaty przyżyciowe oraz preparaty 

utrwalone, wybarwione roztworem fioletu krystalicznego używanym do barwienia 

drobnoustrojów metodą Grama (12,5% roztwór fioletu krystalicznego w 96% etanolu 

rozcieńczony do stężenia 0,8% (v/v) przy użyciu 1% (w/v) wodnego roztworu fenolu). 
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IV.11. Ocena wpływu drobnoustrojów na kiełkowanie nasion i wzrost 

siewek ogórka siewnego 

Nasiona ogórka siewnego (Cucumis sativus L.; odmiana ogórek śremski F1; 

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

inkubacji w temp. pokojowej nasiona wielokrotnie płukano wodą destylowaną w celu 

dokładnego usunięcia NaClO. Tak przygotowane nasiona używano do dalszych badań. 

W zależności od celu badania wstępnie przygotowane nasiona ogórka inkubowano 

w wodnej zawiesinie komórek wybranego szczepu bakterii lub w wodzie, a następnie 

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

A) Ocena wzrostu siewek na podłożu MS 

Na powierzchnię podłoża MS umieszczonego w szalce Petriego nanoszono 

10 sztuk nasion (w dwóch rzędach po pięć sztuk). Następnie, bakterie pobrane z 24-

godz. hodowli prowadzonej na podłożu bulionowym zestalonym agarem posiewano 

liniowo tak, aby każde nasiono było w równej odległości od bakterii. Próbę inkubowano 

w ciemności przez 24 godz. w temp. 22-24 °C, a następnie w warunkach rozproszonego 

światła słonecznego przez 96 godz.  

Oddzielone od łodyg korzenie suszono do stałej masy. Obliczano średnią masę 

korzeni jednej siewki, a następnie uzyskane wyniki porównywano z układem kontrolnym 

(przyjętym za 100%), w których nasiona były inkubowane na podłożu MS w nieobecności 

bakterii. 

B) Ocena wzrostu siewek na wilgotnej bibule  

24-godz. przesiewową hodowlę bakteryjną odwirowywano (10 000 obr./min, 

15 min). Supernatant usuwano, a do osadu komórek dodawano jałową wodę 

destylowaną w objętości stanowiącej połowę objętości usuniętego płynu 

pohodowlanego. W tak przygotowanej zawiesinie inkubowano nasiona ogórka przez 

15 min w temp. 22-24 °C, w warunkach statycznych. Następnie, próbę zawierającą 

nasiona oraz zawiesinę bakteryjną umieszczano na jałowej, zwilżonej jałową wodą 

destylowaną, bibule, umieszczonej w szalce Petriego. Próbę inkubowano w ciemności 

przez 24 godz. w temp. 22-24 °C, a następnie w warunkach rozproszonego światła 

słonecznego przez 96 godz. 

Oddzielone od łodyg korzenie suszono do stałej masy. Obliczano średnią masę 

korzeni jednej siewki a następnie uzyskane wyniki porównywano z układem kontrolnym 

(przyjętym za 100%), w których nasiona były inkubowane na wilgotnej bibule 

w nieobecności bakterii. 
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C) Ocena kiełkowania nasion i wzrostu siewek w glebie 

Wstępnie przygotowane nasiona ogórka inkubowano w zawiesinie bakterii 

(przygotowanej zgodnie z opisem części B niniejszego rozdziału) przez 3 godz. 

w warunkach wytrząsania (90 obr./min) w temp. 22 °C. Równolegle przygotowano układ 

kontrolny, w którym nasiona inkubowano w nieobecności bakterii. Następnie, zawiesinę 

bakterii usuwano, a nasiona umieszczano na suchej jałowej bibule filtracyjnej 

umieszczonej w szalce Petriego. Inkubację prowadzono w ciemności przez 24 godz. 

w temp. 22-24 °C. 

Glebę (zawierającą: torf wysoki, kompost, węglan wapnia, guano, mączkę 

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

dodawano wodę destylowaną lub wodną zawiesinę zarodników Fusarium 

(przygotowaną wg metody opisanej w punkcie IV.6.5) w takiej objętości, aby stanowiła 

ona 1% objętości gleby. Następnie, do gleby wprowadzono nasiona ogórka na 

głębokość ok. 2 cm. W każdym układzie badanym znalazło się po 60 nasion ogórka 

siewnego (sześć powtórzeń po 10 nasion). 

Próby inkubowano w przez 120 godz. w temp. 22-24 °C, w warunkach 

rozproszonego światła słonecznego. Następnie, oddzielone od łodyg korzenie suszono 

do stałej masy. Obliczano średnią masę korzeni jednej siewki a następnie uzyskane 

wyniki porównywano z układem kontrolnym (przyjętym za 100%), w których nasiona były 

inkubowane w glebie w nieobecności drobnoustrojów. 

IV.12. Analiza statystyczna 

Wszystkie układy badane przygotowywano w co najmniej trzech powtórzeniach. 

Uzyskane wyniki przedstawiano jako wartości średnie i obliczano średnie odchylenie 

standardowe. Korelację oraz jednoczynnikową analizę wariancji (ANOVA) 

przeprowadzono przy użyciu Microsoft Excel® (f. Microsoft Corporation). Różnice przy 

wartości p < 0,05 uznawano za istotne statystycznie. Różnice statystyczne na rycinach 

oznaczano symbolem gwiazdki (*) lub małymi literami alfabetu łacińskiego. 
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V. Wyniki 

V.1. Charakterystyka profilu produkcji cyklicznych lipopeptydów szczepów 

Bacillus i Pseudomonas 

W pierwszej części badań scharakteryzowano 80 ryzosferowych szczepów 

bakteryjnych (77 szczepów Bacillus oraz trzy szczepy Pseudomonas) pod kątem profilu 

produkowanych przez nie biosurfaktantów (Tabela 5). Wstępnie, aktywność 

powierzchniową biosurfaktantów oceniono metodą DCT (IV.5.1). W celu izolacji cLP 

stosowano metodę ekstrakcji QuEChERS (IV.5.2A). Analizę RL prowadzono metodą 

opisaną przez Bernata i in. (2019) (IV.5.2B). Uzyskane próby analizowano technikami 

LC–MS/MS oraz MALDI–TOF/TOF (IV.5.3). 

Spośród 77 szczepów Bacillus wybranych do niniejszych badań (przyjętych za 

100%) 40 szczepów Bacillus (51,9%) produkuje surfaktynę, iturynę i fengicynę (Rycina 

5). Zdolność do produkcji tylko surfaktyny i ituryny wykazuje 20 szczepów Bacillus 

(26,0%), przy czym pięć z nich produkuje surfaktynę na bardzo niskim poziomie 

(< 1 mg L-1). Dziewięć szczepów Bacillus (11,7%) produkuje tylko iturynę, z czego jeden 

z nich na bardzo niskim poziomie (< 2 mg L-1). Pięć szczepów Bacillus (6,5%) produkuje 

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

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

Jeden szczep (Kol L2; 1,3%) produkuje tylko surfaktynę i fengicynę. 

Wśród izolatów bakterii z rodzaju Pseudomonas wybrano do badań jeden szczep 

produkujący folipeptynę (ASK 10); jeden szczep produkujący wiskozynę oraz kwas 3-(3-

hydroksyalkanoyloksy)alkanowy (HAA) będący prekursorem biosurfaktantów z grupy RL 

(ASK 68) oraz jeden szczep produkujący milkisynę C (Zg 9.3) (Tabela 6). 

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

A) wyizolowane z prób pochodzących z Kolnicy; B) wyizolowane z prób pochodzących 

z Kaszubskiego Parku Narodowego; C) wyizolowane z prób pochodzących 

ze Składowiska Odpadów Niebezpiecznych w Zgierzu oraz D) wykorzystane we 

wcześniej opublikowanych pracach KMPiB UŁ. Kolorem zielonym oznaczono 

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

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

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

wyniku DCT układów badanych to 1,5 mm 

 

A) 

Lp. Szczep 
DCT 

[mm]* 

cLP 
Surfaktyna 

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

Fengicyna 
[+/-] 

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

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

3.  Kol B3 8,0 29,3 ± 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 75,5 ± 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 ± 12,9 161,5 ± 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 5,0 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 ± 4,5 156,1 ± 23,6 + 

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

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

21.  Kol L8 8,0 15,2 ± 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 51,2 ± 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 32,2 ± 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 25,9 ± 3,9 - 

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

31.  Kol Si1 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) 

Lp. Szczep 
DCT 

[mm]* 

cLP 

Surfaktyna 
[mg L-1] 

Ituryna 
[mg L-1] 

Fengicyna 
[+/-] 

1.  KAS 1.1 5,0 0,0 ± 0,0 34,5 ± 5,2 - 
2.  KAS 1.2 6,0 24,7 ± 3,7 12,8 ± 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 31,4 ± 4,7 29,9 ± 4,5 - 
6.  KAS 1.6 6,0 0,9 ± 0,3 10,1 ± 1,5 - 
7.  KAS 1.7 11,0 21,6 ± 3,2 185,2 ± 28,0 + 
8.  KAS 1.8 4,0 0,0 ± 0,0 5,4 ± 0,8 - 
9.  KAS 1.9 5,0 0,0 ± 0,0 13,8 ± 2,0 - 
10.  KAS 1.10 5,0 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 41,5 ± 6,2 - 
15.  KAS 2.4 10,0 35,3 ± 5,3 267,4 ± 40,3 + 
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 5,5 0,9 ± 0,5 5,4 ± 0,6  - 
21.  KAS 2.10 6,0 13,5 ± 2,5  45,1 ± 6,8 - 
22.  KAS 3.1 5,0 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 5,0 0,9 ± 0,4 13,1 ± 2,0 - 
26.  KAS 4.2 5,0 0,0 ± 0,0 8,9 ± 1,0 - 
27.  KAS 4.3 5,0 0,2 ± 0,1 2,0 ± 0,7  - 
28.  KAS 4.4 8,0 44,4 ± 6,7 10,9 ± 1,1 + 
29.  KAS 4.5 4,0 0,3 ± 0,1 1,9 ± 0,9 - 
30.  KAS 4.6 9,0 19,1 ± 2,8 48,5 ± 7,3 + 

 
 
C) 

Lp. Szczep 
DCT 

[mm]* 

cLP 

Surfaktyna 
[mg L-1] 

Ituryna 
[mg L-1] 

Fengicyna 
[+/-] 

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

Lp. Szczep 
DCT 

[mm]* 

cLP 

Surfaktyna 
[mg L-1] 

Ituryna 
[mg L-1] 

Fengicyna 
[+/-] 

1.  DSM 3257 4,0 0,7 ± 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 7,2 ± 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 podłoża LB (kontrola negatywna) oraz wodnego 5% roztworu SDS 

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

wyniku układów badanych DCT to 1,5 mm 

Lp. Szczep 
DCT 
[mm] * Biosurfaktnat 

1.  ASK 10 7,0 folipeptyna  

2.  ASK 68 7,0 wiskozyna oraz HAA 

3.  Zg 9.3 7,5 milkisyna C 

 

Na podstawie uzyskanych wyników stwierdzono, że spośród wybranych do 

analizy 77 ryzosferowych szczepów Bacillus 62 szczepy (80,5%) zdolne są do 

wydzielania dwóch lub trzech biosurfaktantów o budowie cLP-Bc (Rycina 5). W puli 

szczepów znalazło się też kilka szczepów produkujących tylko jeden biosurfaktant 

Bacillus lub też nie produkujących cLP wcale.  

 
Rycina 5. Procentowy podział szczepów Bacillus (będących modelami badawczymi 

w niniejszej pracy) ze względu na profil produkcji cLP-Bc. Całkowita liczba 

analizowanych szczepów, przyjęta za 100%, wynosiła 77. Opracowano na podstawie 

wyników przedstawionych w Tabeli 5. Brano pod uwagę produkcję cLP wyższą niż 

0 mg L-1.  

Szczepy 

produkujące 

surfaktynę, iturynę i 

fengicynę

52%

Szczepy 

produkujące tylko 

surfaktynę i iturynę

26%

Szczepy 

produkujące tylko 

iturynę

12%

Szczepy nie 

produkujące cLP

1%

Szczepy 

produkujące tylko 

surfaktynę

6%

Szczepy 

produkujące tylko 

surfaktynę i 

fengicynę

3%
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V.2. Charakterystyka szczepów Bacillus i Pseudomonas pod kątem 

aktywności przeciwgrzybowej wobec wybranych szczepów Fusarium 

Po przeprowadzeniu charakterystyki szczepów bakteryjnych pod kątem produkcji 

biosurfaktantów, dokonano oceny aktywności przeciwgrzybowej wybranych szczepów 

bakteryjnych wobec dwóch szczepów grzybowych – F. sambucinum IM 6525 oraz 

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

zestalonym agarem (umieszczonym w jednokomorowych lub dwukomorowych szalkach 

Petriego; IV.6.1) oraz w podłożu płynnym (IV.3.4; IV.6.2).  

V.2.1. Hodowle na podłożu stałym 

A. Aktywność przeciwgrzybowa bakterii wobec F. sambucinum IM 6525 

Oceniono aktywność przeciwgrzybową 75 bakteryjnych szczepów ryzosferowych 

(w tym 72 należących do rodzaju Bacillus i trzech do rodzaju Pseudomonas), które 

wcześniej nie były modelami badawczymi w pracach KMPiB UŁ (Tabela 5A,B,C; Tabela 

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

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

F. sambucinum IM 6525, wybrany na podstawie wyników wstępnych wskazujących na 

jego wysoką oporność na działanie bakterii Bacillus. 

Na podstawie uzyskanych wyników stwierdzono, że analizowane szczepy 

bakteryjne charakteryzują się zróżnicowaną aktywnością przeciwgrzybową (Rycina 6). 

Niektóre szczepy znacząco hamowały wzrost grzybni IM 6525, podczas gdy inne miały 

jedynie niewielki wpływ na rozwój strzępek. Najwyższą zdolność do ograniczania 

wzrostu powyższej grzybni (o ok. 40%) stwierdzono dla szczepów Bacillus sp. Kol B2, 

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

(0%) dla szczepów Bacillus sp. Zg 3.8, Bacillus sp. Zg 7.6 oraz Pseudomonas sp. 

Zg 9.3. Stwierdzono słabą ujemną korelację (-0,40) oraz umiarkowaną ujemną korelację 

(-0,52) pomiędzy wysoką produkcją odpowiednio surfaktyny i ituryny przez szczepy 

Bacillus, a intensywnością wzrostu grzybni.  

W przypadku 22 układów badanych zawierających bakterie Bacillus 

zaobserwowano intensywny, dendrytyczny wzrost populacji bakteryjnej w kierunku 

macierzystej kolonii bakteryjnej. Proces ten skutecznie uniemożliwił dalszą kolonizację 

powierzchni podłoża przez strzępki (Rycina 7). Analiza mikroskopowa grzybni 

brzegowej pozwoliła zaobserwować przyleganie bakterii do powierzchni strzępek. 

Stwierdzono również, że powyższe 22 szczepy bakteryjne, charakteryzują się 

statystycznie wyższą aktywnością przeciwgrzybową (p < 0,05) niż te, u których nie 

obserwowano kolonizacji strzępek grzybni IM 6525. Porównując uzyskane wyniki 
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z danymi dotyczącymi produkcji surfaktyny i ituryny (Tabela 5) przez badane szczepy 

zauważono, że bakterie, dla których odnotowano zdolność do kolonizacji strzępek 

grzybni IM 6525 częściej produkują iturynę w ilości większej niż 200 mg L-1 oraz częściej 

wykazują zdolność do produkcji fengicyny niż bakterie, dla których nie odnotowano 

obecności tego zjawiska. 
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Rycina 6. Intensywność wzrostu grzybni F. sambucinum IM 6525 hodowanej na podłożu stałym w obecności bakterii z rodzaju Bacillus lub 

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

w  nieobecności bakterii, przyjętą za 100%. Kolorem szarym oznaczono szczepy bakterii zdolne do kolonizacji strzępek.
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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 podłożu stałym PDA przez 120 godz. inkubacji. 

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

krystalicznym zawierającego grzybnię brzegową. 

 

 
B. Aktywność przeciwgrzybowa bakterii wobec F. culmorum DSM 1094 

Oceniono aktywność przeciwgrzybową 22 szczepów Bacillus (które 

w poprzednim etapie wykazały zdolność do kolonizacji strzępek grzybni) wobec szczepu 

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

na podłożu stałym umieszczonym w jednokomorowych szalkach Petriego (IV.6.1).  

Nie stwierdzono kolonizacji strzępek F. cumorum DSM 1094 przez badane 

bakterie (Rycina 8). Najwyższą aktywność przeciwgrzybową (55,9% zahamowania 

wzrostu grzybni) wyznaczono dla szczepu Bacillus sp. Kol B2, który również 

w poprzednim etapie badań wykazywał wysoką skuteczność przeciwgrzybową. Z kolei 

najniższą aktywność (16,4% zahamowania wzrostu grzybni) wykazał szczep Bacillus sp. 

Kol S9, charakteryzujący się największą różnicą w skuteczności wobec obu badanych 

grzybni Fusarium. Nie zaobserwowano istotnych różnic we wrażliwości grzybni 

F. sambucinum IM 6525 i F. culmorum DSM 1094 wobec badanych 22 szczepów 

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

na podłożu stałym w obecności bakterii z rodzaju Bacillus (hodowle typu dual culture) 

przez 72 godz. Za 100% przyjęto intensywność wzrostu grzybni kontrolnej hodowanej 

w  nieobecności bakterii. 

 

Na podstawie zróżnicowanych profili produkcji cLP oraz aktywności 

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

zawężono pulę badanych szczepów bakteryjnych przeznaczoną do dalszych badań. 

Grupa ta objęła:  

• 14 szczepów Bacillus produkujących surfaktynę, iturynę i fengicynę (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);  

• pięć szczepów Bacillus produkujących surfaktynę i iturynę (Kol B1, Kol L6, 

Kol Si6, KAS 2.2, Zg 7.6);  

• jeden szczep Bacillus produkujący iturynę oraz bardzo niewielkie ilości 

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

• dwa szczepy produkujące tylko iturynę (Kol S10 oraz KAS 1.10); 

• jeden szczep Bacillus produkujący tylko surfaktynę (Kol S5);  

• jeden szczep Bacillus produkujący surfaktynę i fengicynę (Kol L2);  
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• oraz trzy szczepy z rodzaju Pseudomonas  – ASK 10, ASK 68 oraz Zg 9.3, 

produkujące kolejno folipeptynę, wiskozynę oraz milkisynę C.  

Wśród wybranych szczepów, dziewięć (Kol B1, Kol B2, Kol B9, Kol D3, Kol D8, 

Kol S8, Kol Si4, Kol Si6, KAS 2.4) wykazało zdolność do kolonizowania powierzchni 

strzępek F. sambucinum IM 6525.  

Dodatkowo do dalszych badań wybrano pięć szczepów Bacillus stosowanych 

w wcześniejszych pracach KMPiB UŁ:  

• B. subtilis DSM 3257 – produkujący tylko surfaktynę na niskim poziomie 

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

• Bacillus sp. IM 8 (wcześniej opisywany jako KP8) – produkujący tylko 

surfaktynę na niskim poziomie (< 1 mg L-1) (Płaza i in. 2015); 

• Bacillus sp. I'-1a, B. subtilis IM 13 oraz B. subtilis IM 14 produkujące 

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

Paraszkiewicz i in. 2017; Paraszkiewicz i in. 2018). 
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C. Aktywność przeciwgrzybowa bakteryjnych VOCs wobec szczepów 

F. culmorum DSM 1094 oraz F. sambucinum IM 6525 

W poprzednich etapach pracy głównymi czynnikami hamującymi rozwój grzybni 

były metabolity bakteryjne wydzielane do podłoża, jednak istnieje możliwość, 

że w aktywność przeciwgrzybową były również zaangażowane bakteryjne VOCs. Aby to 

zbadać, zastosowano dwukomorowe szalki Petriego, co uniemożliwiło migrację 

metabolitów takich jak cLP w podłożu wzrostowym, pozwalając jednocześnie ocenić 

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

W badaniach wykorzystano szczepy bakteryjne wytypowane na końcu poprzedniej 

sekcji tego podrozdziału (V.2.1B). Oceniano aktywność przeciwgrzybową bakteryjnych 

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

i powietrznej. 

Najsilniejsze zahamowanie wzrostu powierzchniowego grzybni F. culmorum 

DSM 1094 wyznaczono w obecności bakterii trzech szczepów – Kol B3, Kol S10 oraz 

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

(Tabela 7). Dla siedmiu szczepów nie stwierdzono produkcji związków hamujących 

wzrost grzybni powierzchniowej (intensywność wzrostu grzybni ≥ 95%). W pozostałych 

układach wzrost powierzchniowy grzybni mieścił się w przedziale od 79,8 do 93,6% 

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

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

powierzchniowego przez żaden z badanych szczepów bakteryjnych. 

Obserwowano wpływ bakteryjnych VOCs na grzybnię powietrzną F. culmorum 

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

powietrznej stwierdzono, że wszystkie badane bakterie wykazują zdolność do produkcji 

VOCs wpływających na morfologię grzybni powietrznej powyższego szczepu (Tabela 

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

bakteryjnych VOCs na grzybnię powietrzną IM 6525. 

Stwierdzono, że choć wszystkie badane bakterie ryzosferowe wykazują zdolność 

do produkcji VOCs, w przeważającej większości aktywność powyższych metabolitów nie 

jest wystarczająca do zahamowania wzrostu grzybni powierzchniowej. 
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Tabela 7. Wpływ VOCs produkowanych przez szczepy bakteryjne na grzybnię powierzchniową 

i powietrzną szczepów F. culmorum DSM 1094 i F. sambucinum IM 6525 po 120 godz. inkubacji. 

Lp. 
Nazwa 

szczepu 

Intensywność wzrostu grzybni 

DSM 1094 

Intensywność wzrostu grzybni 

IM 6525 

powierzchniowej 

* [%] 

powietrznej 

** [+/-] 

powierzchniowej 

[%] 

powietrznej 

[+/-] 

1.  Kol B1 93,0 ± 5,2 +++ 100,0 − 

2.  Kol B2 89,6 ± 4,3 ++ 100,0 − 

3.  Kol B3 74,9 ± 2,9 +++ 100,0 − 

4.  Kol B9 98,6 ± 3,5 ++ 100,0 − 

5.  Kol D3 87,6 ± 2,8 +++ 100,0 − 

6.  Kol D4 96,0 ± 3,8 ++++ 100,0 − 

7.  Kol D8 79,8 ± 2,8 ++ 100,0 − 

8.  Kol L2 85,7 ± 2,4 ++ 100,0 − 

9.  Kol L6 88,8 ± 3,9 ++ 100,0 − 

10.  Kol L8 97,9 ± 2,0 +++ 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 75,3 ± 3,8 + 100,0 − 

16.  Kol Si4 82,3 ± 2,9 ++ 100,0 − 

17.  Kol Si6 86,9 ± 3,4 +++ 100,0 − 

18.  KAS 1.10 93,6 ± 6,2 +++ 100,0 − 

19.  KAS 2.2 71,0 ± 4,6 ++ 100,0 − 

20.  KAS 2.4 97,4 ± 2,9 +++ 100,0 − 

21.  KAS 2.5 98,4 ± 1,8 ++ 100,0 − 

22.  KAS 4.1 82,4 ± 2,4 + 100,0 − 

23.  Zg 1.3 89,4 ± 3,3 + 100,0 − 

24.  Zg 7.6 91,1 ± 2,1 + 100,0 − 

25.  Zg 9.3 88,8 ± 4,4 + 100,0 − 

26.  ASK 10 87,1 ± 5,7 + 100,0 − 

27.  ASK 68 92,9 ± 3,8 + 100,0 − 

28.  DSM 3257 99,0 ± 1,9 +++ 100,0 − 

29.  I’-1a 83,0 ± 3,3 +++ 100,0 − 

30.  IM 8 91,7 ± 4,2 ++ 100,0 − 

31.  IM 13 92,3 ± 6,5 ++ 100,0 − 

32.  IM 14 95,4 ± 5,7 ++ 100,0 − 

* Wynik uzyskany dla grzybni inkubowanej w nieobecności bakterii stanowił kontrolę przyjętą za 

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

 
  

D) E) 

  

  

Rycina 9. Przykładowy wzrost grzybni F. culmorum DSM 1094 na podłożu zestalonym 

agarem umieszczonym w dwukomorowych szalkach Petriego po 120 godz. inkubacji 

w: A) nieobecności bakterii; oraz w obecności bakterii szczepów Bacillus B) Kol S10; 

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

przykład dla przyjętych w Tabeli 7 oznaczeń (+), (++), (+++), (++++).
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V.2.2. Hodowle w podłożu płynnym 

Oceniono aktywność przeciwgrzybową bakterii z użyciem hodowli w podłożu 

płynnym. Ocenie poddano 32 szczepy bakteryjne wybrane do badań pod koniec 

podrozdziału 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 metodą opisaną w podrozdziale IV.3.4, a aktywność przeciwgrzybową wyznaczano 

zgodnie z metodą opisaną w podrozdziale IV.6.2. 

Stwierdzono, że szczep Kol Si6 wykazuje najwyższą aktywność przeciwgrzybową 

wobec obu badanych szczepów Fusarium, powodując spadek intensywności wzrostu 

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

Zg 7.6 wykazuje najniższą aktywność przeciwgrzybową wobec obu szczepów grzybni – 

obniżając intensywność wzrostu grzybni DSM 1094 oraz IM 6525 do kolejno 68,5 oraz 

75,5%. 

Stwierdzono również, że: 

• wysoka aktywność przeciwgrzybowa (powodująca spadek intensywności 

wzrostu grzybni do ≤ 35%) wobec obu szczepów Fusarium 

charakterystyczna jest dla dziewięciu z 32 badanych szczepów 

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

Kol Si4, Kol Si6); 

• średnia aktywność przeciwgrzybowa (powodująca spadek intensywności 

wzrostu grzybni do od 35 do 65%) wobec obu szczepów Fusarium 

wyznaczana jest dla jedenastu szczepów 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); 

• niska aktywność przeciwgrzybowa (powodująca spadek intensywności 

wzrostu grzybni do ≥ 65%) wyznaczana jest dla trzech szczepów 

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

Pozostałe dziewięć badanych szczepów (Kol L8, KAS 2.4, DSM 3257, IM 8, 

ASK 68, Kol D4, Kol D10, KAS 4.1, Zg 9.3) wykazywało zróżnicowany wpływ na wzrost 

grzybni Fusarium, zależny od użytego w badaniu szczepu grzybowego. 

Ustalono, że bakterie zdolne do kolonizacji strzępek F. sambucinum IM 6525 

(V.2.1A) częściej wykazywały wysoką aktywność przeciwgrzybową w hodowlach płynnych 

wobec obu badanych szczepów Fusarium, w porównaniu do tych, dla których nie 

stwierdzono takiej zdolności (p < 0,05). Ponadto, wyznaczono umiarkowaną negatywną 

korelację (-0,46) pomiędzy poziomem produkcji ituryny a intensywnością wzrostu grzybni 

F. culmorum DSM 1094. Taka zależność nie występowała natomiast w przypadku drugiego 

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

IM 6525 hodowanej w podłożu płynnym LB w obecności bakterii z rodzaju Bacillus 

i Pseudomonas przez 72 godz. Kontrolę (przyjętą za 100%) stanowił wynik uzyskany dla 

grzybni inkubowanej w nieobecności bakterii. Kolorami na rycinie oznaczono przyjęte 

przedziały aktywności przeciwgrzybowej: wysoką – kolor zielony, intensywność wzrostu 

grzybni ≤ 35%; średnią – kolor żółty, ograniczenie wzrostu grzybni do od 35 do 65%; 

oraz niską – kolor czerwony, ograniczenie wzrostu grzybni ≥ 65%.
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V.3. Ocena wpływu szczepów bakteryjnych na wzrost korzeni siewek 

ogórka siewnego 

W kolejnym etapie badań oceniono wpływ 32 bakteryjnych szczepów 

ryzosferowych (wybranych w końcowej części podrozdziału V.2.1B) na wzrost korzeni 

siewek ogórka siewnego. Badania prowadzono w warunkach jałowych z użyciem 

podłoża MS oraz wilgotnej bibuły stosując metody opisane w podrozdziale IV.11. 

Układami kontrolnymi (których wyniki przyjęto za 100%) były nasiona inkubowane 

w nieobecności bakterii. 

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

siewek ogórka siewnego inkubowane w obecności bakterii na podłożu MS wykazują 

wyższą intensywność wzrostu w porównaniu do tych inkubowanych na wilgotnej bibule.  

Analizując wpływ szczepów bakteryjnych na wzrost korzeni ogórka stwierdzano 

wzrost (≥ 110%), spadek (≤ 90%) lub brak wpływu (91-109%) na intensywność wzrostu 

korzeni. Stwierdzono, że niezależnie od zastosowanej metody: 

1. bakterie 10, spośród 29, analizowanych szczepów Bacillus ograniczają 

wzrost korzeni siewek ogórka; 

2. wszystkie trzy użyte w badaniu szczepy Pseudomonas powodują 

ograniczenie wzrostu korzeni siewek ogórka; 

3. szczep Bacillus sp. Kol B9 jako jedyny spośród analizowanych szczepów 

stymuluje wzrost korzeni siewek ogórka; 

4. sześć szczepów bakteryjnych (Kol B2, Kol B3, Kol B9, Kol D3, Kol D8 oraz 

Kol S10), nie ma negatywnego wpływu na rozwój korzeni siewek ogórka. 

Uzyskane wyniki wskazały, że zastosowane w badaniu szczepy bakteryjne 

wykazują zróżnicowany, ale zazwyczaj negatywny, wpływ na intensywność wzrostu 

korzeni siewek ogórka siewnego (Rycina 12). Jedynie szczep Bacillus sp. Kol B9 

stymulował wzrost korzeni ogórka siewnego niezależnie od zastosowanej w badaniu 

metody. 
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Rycina 11. Intensywność wzrostu korzeni siewek ogórka siewnego inkubowanych 

w obecności bakterii na podłożu MS lub na wilgotnej bibule umieszczonej w szalkach 

Petriego. Kontrolę (przyjętą za 100% i oznaczoną czerwoną linią) stanowiły wyniki 

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

  

Legenda:  

■ – ograniczenie rozwoju korzeni;  

■ – brak wpływu na rozwój korzeni;  

■ – stymulacja wzrostu korzeni 

 

Rycina 12. Procentowy podział szczepów bakteryjnych ze względu na wpływ wywierany 

na wzrost korzeni ogórka siewnego oceniany przy użyciu A) podłoża MS; B) wilgotnej 

bibuły.   

 

Na koniec tego etapu pracy ponownie zawężono pulę badanych szczepów 

bakteryjnych (Tabela 8). Do planowanej identyfikacji genetycznej wybrano szczepy 

różniące się pod względem profilu wytwarzanych biosurfaktantów, mechanizmów 

aktywności przeciwgrzybowej wobec szczepów z rodzaju Fusarium oraz wpływu na 

wzrost korzeni siewek ogórka siewnego. Wśród wybranych szczepów znalazły się m.in. 

Bacillus sp. Kol B3, Bacillus sp. Kol S10 oraz Bacillus sp. KAS 2.2, które jako jedyne 

wykazywały zdolność do produkcji VOCs hamujących wzrost grzybni powierzchniowej 

w około 25-30% (podrozdział V.2.1C; Tabela 7). Do puli włączono również sześć 

szczepów, które nie miały negatywnego wpływu na wzrost siewek ogórka (Kol B2; 

Kol B3, Kol B9, Kol D3, Kol D8 oraz Kol S10) (Rycina 11). W skład wybranych 

szczepów weszły także wszystkie trzy szczepy Pseudomonas. W procesie selekcji do 

identyfikacji genetycznej pominięto szczepy Bacillus, które nie wykazały zdolności do 

produkcji biosurfaktantów oraz te, które zostały wcześniej zidentyfikowane.  
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Tabela 8. Podsumowanie wyników dotyczących analizy produkcji biosurfaktantów, aktywności 

przeciwgrzybowej oraz wpływu na rozwój korzeni ogórka przez wybrane do kolejnych etapów 

badań szczepy bakteryjne. 

Lp. Szczep 

Produkcja cLP 

[+ / − ] 

AP (1)  

wobec szczepu Kolonizacja 

strzępek 

IM 6525 

VOCs 

(2) 

Wpływ na 

rozwój 

korzeni 

ogórka 

siewnego (3) 

Surf. Itur. Feng. 
DSM 

1094 

IM 

6525 

1.  Kol B1 + + − wysoka wysoka + +/− − 

2.  Kol B2 + + + średnia średnia + +/− 0 

3.  Kol B3 + + + wysoka wysoka − ++ ++ 

4.  Kol B9 + + + wysoka wysoka + +/− +++ 

5.  Kol D3 + + + wysoka wysoka + + 0 

6.  Kol D4 + + + średnia niska − +/− − 

7.  Kol D8 + + + niska niska + + 0 

8.  Kol L2 + − + wysoka średnia − + − − 

9.  Kol L6 + + − wysoka wysoka − +/− − 

10.  Kol L8 + + + wysoka średnia − +/− − 

11.  Kol S1 + + + średnia średnia − + − 

12.  Kol S2 + + + średnia średnia − +/− − 

13.  Kol S8 + + + wysoka wysoka + +/− − 

14.  Kol S10 − + − średnia niska − ++ 0 

15.  Kol Si4 + + + wysoka wysoka + +/− − 

16.  Kol Si6 + + − wysoka wysoka + +/− − − 

17.  
KAS 

1.10 
− + − średnia średnia − +/− − 

18.  
KAS 

2.2 
+ + − średnia średnia − ++ − 

19.  
KAS 

2.4 
+ + + średnia wysoka + +/− − 

20.  Zg 7.6 + + − niska niska − + − − 

21.  Zg 9.3 milkisyna C niska średnia − + − 

22.  ASK 10 folipeptyna średnia średnia − + − − 

23.  ASK 68 wiskozyna średnia średnia − +/− − − 

(1) AP – aktywność przeciwgrzybowa (niska – intensywność wzrostu grzybni wyższa niż 65%; średnia – mieszcząca 

się w przedziale 35-65%; oraz wysoka – intensywność wzrostu grzybni niższa niż 35%, w odniesieniu do kontroli); 

(2) (+/−) produkcja VOCs mających wpływ tylko na grzybnię powietrzną DSM 1094; (+) słabe (< 20%) ograniczenie 

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

mieszczące się w przedziale 20-30%; 

(3) (+++) pozytywny w przypadku obu użytych w pracy metod; (++) pozytywny w przypadku jednej metody; 

(−) negatywny w przypadku jednej metody; (− −) negatywny w przypadku obu metod; (0) – brak wpływu.



59 
 

V.4. Identyfikacja wybranych szczepów bakteryjnych 

Dla 20 wybranych szczepów Bacillus oraz trzech szczepów Pseudomonas 

przeprowadzono wstępną identyfikację genetyczną. Identyfikację szczepów ASK 10 

i ASK 68 wykonano w Instytucie Ekologii Terenów Uprzemysłowionych w Katowicach 

pod kierunkiem prof. dr hab. Grażyna Płazy. Identyfikację pozostałych szczepów 

przeprowadzono podczas stażu naukowego w Zakładzie Mikrobiologii i Ryzosfery IO 

w Skierniewicach pod opieką prof. dr hab. Lidii Sas-Paszt oraz dr Anny Lisek posługując 

się metodą opisaną w podrozdziale IV.2. 

Uzyskane w wyniku analizy sekwencje nukleotydów umieszczono w Tabeli 10. 

Na podstawie analizy wyników stwierdzono, że 19 z badanych szczepów Bacillus 

należy do kompleksu gatunków B. subtilis, a dziewięć z nich należy do operacyjnej grupy 

B. amyloliquefaciens, będącej częścią kompleksu gatunków B. subtilis (Tabela 9). 

Analizując dane dotyczące procentowego podobieństwa genetycznego badanych 

szczepów, stwierdzono, że najprawdopodobniej osiem z nich należy do gatunku 

B. subtilis, pięć do B. amyloliquefaciens oraz pięć do B. velezensis. Szczep Kol B3 

z równym prawdopodobieństwem może należeć do gatunków B. amyloliquefaciens, 

B. velezensis lub B. methylotrophicus. Szczep Kol Si4 najprawdopodobniej należy do 

gatunku B. subtilis lub B. halotolerans, natomiast szczep Zg 7.6 do gatunku B. pumilus.  

Stwierdzono także, że szczep Zg 9.3 należy do rodzaju Pseudomonas, jednak 

na podstawie uzyskanych wyników nie możliwe było ustalenie przynależności 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 szczepów ryzosferowych. 

Lp. 
Nazwa 

szczepu 

Startery 

wykorzystane do 

uzyskania 

sekwencji 

nukleotydów 

Liczba 

nukleotydów 

w uzyskanej 

sekwencji 

Wyznaczone podobieństwo 

genetyczne * 

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

2.  Kol B2 gyrA47F/gyrA1066R 568 
Grupa B. subtilis, 
najprawdopodobniej B. subtilis 

3.  Kol B3 tufGPF/tufGPR 720 

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



60 
 

4.  Kol B9 27F/1492R 527 
Grupa B. subtilis, 
najprawdopodobniej B. subtilis 

5.  Kol D3 27F/1492R 560 
Grupa B. amyloliquefaciens, 
najprawdopodobniej 
B. amyloliquefaciens  

6.  Kol D4 27F/1492R 512 
Grupa B. subtilis, 
najprawdopodobniej B. subtilis 

7.  Kol D8 27F/1492R 634 
Grupa B. amyloliquefaciens, 
najprawdopodobniej B. velezensis 

8.  Kol L2 purH70F/purH1013R 847 
Grupa B. subtilis, 
najprawdopodobniej B. subtilis 

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

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

11.  Kol S1 27F/1492R 794 
Grupa B. subtilis, 
najprawdopodobniej B. subtilis 

12.  Kol S2 gyrA47F/gyrA1066R 789 
Grupa B. subtilis, 

najprawdopodobniej B. subtilis 

13.  Kol S8 27F/1492R 685 
Grupa B. subtilis, 

najprawdopodobniej B. subtilis 

14.  Kol S10 27F/1492R  572 

Grupa B. amyloliquefaciens, 

najprawdopodobniej 

B. amyloliquefaciens 

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

16.  Kol Si6 gyrA47F/gyrA1066R 784 
Grupa B. subtilis, 
najprawdopodobniej B. subtilis 

17.  KAS 1.10 purH70F/purH1013R 797 
Grupa B. amyloliquefaciens, 
najprawdopodobniej B. velezensis 

18.  KAS 2.2 purH70F/purH1013R 839 
Grupa B. amyloliquefaciens, 
najprawdopodobniej B. velezensis 

19.  KAS 2.4 gyrA47F/gyrA1066R 917 
Grupa B. amyloliquefaciens, 
najprawdopodobniej B. velezensis 

20.  Zg 7.6 purH70F/purH1013R 782 
Bacillus sp., najprawdopodobniej 
B. pumilus 

21.  Zg 9.3 gyrB01F/gyrB02R 876 Pseudomonas sp. 

22.  ASK 10 27F/1492R 1455 P. koreensis 

23.  ASK 68 27F/1492R 1520 P. fluorescens 

*  Uzyskane sekwencje nukleotydów porównywano z danymi NCBI za pomocą narzędzia BLAST. 
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Tabela 10. Uzyskane sekwencje analizowanych izolatów bakteryjnych. 

Kol B1 

ACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAA

GAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCT

AACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGG

CGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCCGGCTCAACCGGG

GAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTA

GCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGT

AACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA

CGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACG

CATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGG

GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAG

GTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGG

TGGTGCATGGTTGTTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA 

Kol B2 

AAAGAGAACCTGTCGTTATGCCTTCAAGGTTCCCGAATCTGCTCGTGAACGGTGCTGCCGG

CATTGCGGTAGGTATGGCAACAAACATTCCTCCGCACCAGCTGGGAGAAATCATTGACGGT

GTACTTGCTGTCAGTGAGAATCCGGACATTACAATTCCAGAGCTTATGGAAGTCATTCCAGG

ACCTGATTTCCCGACTGCGGGTCAAATCTTGGGACGCAGCGGTATCCGGAAAGCATACGAA

TCAGGCCGAGGCTCTATCACGATCCGGGCAAAAGCTGAGATCGAACAAACATCTTCGGGTA

AAGAAAGAATTATCGTTACAGAGTTGCCTTACCAAGTAAATAAGGCGAAATTAATTGAGAAA

ATTGCTGATCTCGTAAGGGACAAAAAGATAGAGGGTATCACAGATCTGCGTGATGAGTCAG

ATCGTACAGGTATGAGAATTGTCATTGAAATCAGACGCGATGCCAATGCAAATGTCATCTTA

AACAATCTGTACAAACAAACTGCTCTACAAACATCTTTTGGCATCAACCTGCTTGCACTTGTT

GATGGACAGCCGAA 

Kol B3 

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

Kol B9 

AATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCT

CAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTC

CACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTC

TGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTG

GTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGC

AGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAAT

TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACC

TTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAG

TGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTTCGTGTCGTGAGAT 

Kol D3 

GGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGC
ACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC
GTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAA
GTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAG
TGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAA
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CACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGG
AGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGG
GGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGT
CGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTT
TAATTCGAAGCAACGCG 

Kol D4 

ATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAG
GCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACT
GGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA
GATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGC
GAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGT
GCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCT
GGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAA 

Kol D8 

AAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGT
TAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGC
CACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGGAA
TTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCA
ACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCA
CGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTG
GTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGT
AGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAG
CTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTG
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTT
ACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTA 

Kol L2 

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

Kol L6 

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

TGAGTGATGAAGRTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAA
ATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGC
CGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGG
CGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTG
GGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAG
ATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCG
AAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTG
CTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTG
GGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTG
GAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGA 

Kol S1 

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

Kol S2 

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

Kol S8 

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

GTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCA
CCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC
GTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTA
AGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGA
GTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGA
ACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGG
GAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAG
GGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGG
TCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGT
TTAATTCGAAGCAACGCGA 

Kol Si4 

GGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGG
CTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAAT
TCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTC
TCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCT
GCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGG
AATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGA
ACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCA
GAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGA 

Kol Si6 

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

KAS 1.10 

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

KAS 2.2 

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

KAS 2.4 

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

Zg 7.6 

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

Zg 9.3 

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

grzybowych 

Dla wybranych w poprzednich etapach badań 20 szczepów Bacillus (Tabela 8, 

Tabela 9) wykonano analizę produkcji surfaktyny i ituryny w obecności grzybni 

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

metody opisanej w podrozdziale IV.3.4. W celu izolacji i analizy cLP-Bc z płynów 

pohodowlanych stosowano metodę ekstrakcji QuEChERS (IV.5.2) oraz technikę LC–

MS/MS (IV.5.3).  

Na podstawie uzyskanych wyników stwierdzono, że w większości hodowli 

obecność grzybni powoduje znaczący (> 50%) spadek poziomu izolowanych 

biosurfaktantów (Rycina 13). W obrębie ocenianych 20 szczepów, tylko w hodowlach 

szczepu Bacillus sp. Kol D3 oraz Bacillus sp. Kol D4 wyznaczono wzrost poziomu 

przynamniej jednego biosurfaktanta pod wpływem obecności przynajmniej jednego 

ocenianego szczepu z rodzaju Fusarium. 

Stwierdzono, że w żadnej hodowli Bacillus zawierającej strzępki F. culmorum 

DSM 1094 obecność grzybni nie zwiększa poziomu izolowanej surfaktyny. Jedynie 

w hodowli szczepu Kol D4 poziom surfaktyny był porównywalny do poziomu 

wyznaczonego dla kontroli (monokultury bakteryjnej). W hodowlach mieszanych 

szczepów Kol D3 i Kol D4, prowadzonych w obecności grzybni szczepu F. culmorum 

DSM 1094, zaobserwowano wyższą zawartość ituryny w porównaniu do kontroli bez 

dodatku grzybni. W przypadku hodowli mieszanych z drugą badaną grzybnią –

F. sambucinum IM 6525 – zwiększoną zawartość surfaktyny i ituryny odnotowano tylko 

w hodowlach szczepu Bacillus sp. Kol D4. 
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A) 

 
B) 

 
Rycina 13. Poziom A) surfaktyny i B) ituryny wyznaczony w 72-godz. hodowlach 

mieszanych bakteryjno-grzybowych zawierających grzybnię F. culmorum DSM 1094 

(dane oznaczone kolorem niebieskim – ■) lub zawierających grzybnię F. sambucinum 

IM 6525 (dane oznaczone kolorem pomarańczowym – ■). Czerwoną linią oznaczono 

poziom produkcji biosurfaktanta w hodowlach kontrolnych (prowadzonych 

w nieobecności grzybni) przyjęty za 100%. Symbolem gwiazdki (*) oznaczono wyniki 

analizy produkcji cLP-Bc znacząco (p < 0,05) wyższe od poziomu wyznaczonego 

w układach kontrolnych. 
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Wykonano analizę korelacji pomiędzy poziomem surfaktyny i ituryny 

wyznaczanym w hodowli mieszanej bakteryjno-grzybowej a intensywnością wzrostu 

badanych grzybni Fusarium. Stwierdzono słabą dodatnią korelację (0,36) pomiędzy 

poziomem surfaktyny wyznaczanym w hodowlach mieszanych zawierających grzybnię 

F. sambucinum IM 6525 a wzrostem grzybni (Rycina 14B). Podobną, nieznacznie 

wyższą zależność (0,41), stwierdzono analizując poziom ituryny w tych samych 

hodowlach (Rycina 14D). 

 
A) B) 

  

C) D) 

  

Rycina 14. Korelacja pomiędzy poziomem surfaktyny (A,B) lub ituryny (C,D) 

w hodowlach mieszanych bakteryjno-grzybowych a intensywnością wzrostu grzybni 

F. culmorum DSM 1094 (A,C) lub F. sambucinum IM 6525 (B,D). 
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V.6. Ocena wzrostu, produkcji biosurfaktantów i aktywności 

przeciwgrzybowej bakterii Bacillus i Pseudomonas w obecności 

zanieczyszczeń antropogenicznych 

Wśród zanieczyszczeń antropogenicznych wykorzystanych do badań opisanych 

w tej części pracy znalazły się barwniki azowe, syntetyczne pestycydy oraz MP (III.3). 

Do badań z użyciem barwników wybrano szczepy wyizolowane z ryzosfery pobranej 

ze środowisk o potencjalnie wysokim zanieczyszczeniu antropogenicznym (Składowisko 

Odpadów Niebezpiecznych w Zgierzu oraz Aleja Klonów Srebrzystych). Z kolei do badań 

z użyciem MP i syntetycznych pestycydów wybrano bakterie wyizolowane ze środowisk 

wiejskich i leśnych, charakteryzujące się wysoką aktywnością przeciwgrzybową 

i zróżnicowanym profilem produkcji cLP.  

V.6.1. Barwniki azowe 

A) Ocena poziomu dekoloryzacji barwników azowych przez bakterie Bacillus 

i Pseudomonas oraz wpływu barwników na wzrost bakterii i aktywność 

powierzchniową płynów pohodowlanych 

Badaniu z użyciem barwników azowych poddano siedem szczepów Bacillus 

(Zg 1.3, Zg 1.4, Zg 3.3, Zg 3.8, Zg 7.6, Zg 8.6, Zg 8.8) oraz trzy szczepy Pseudomonas 

(Zg 9.3, ASK 10 i ASK 68). W pierwszym etapie oceniano wpływ pięciu barwników azowych 

(AB113, RB5, AMR, RO16 oraz SY) na wzrost bakterii (na podstawie wartości OD; IV.4.1) 

oraz na aktywność powierzchniową wydzielanych biosurfaktantów (na podstawie wyników 

testu DCT; IV.5.1). Wyznaczono także poziom dekoloryzacji powyższych barwników 

w hodowlach bakteryjnych (IV.8). Hodowle prowadzono zgodnie z metodą opisaną 

w podrozdziale IV.3.1. 

Nie stwierdzono znaczącego zahamowania wzrostu bakterii w obecności badanych 

barwników azowych użytych w stężeniu 50 mg L-1 (Tabela 11). Wykazano, że barwnik 

AB113 był najsilniej dekoloryzowany przez wszystkie oceniane szczepy bakteryjne. Z kolei 

w hodowlach z dodatkiem barwnika SY wyznaczono najniższy poziom dekoloryzacji. 

Ustalono, że wszystkie badane szczepy były zdolne do bioakumulacji / biosorpcji barwnika 

AB113, co objawiało się zabarwieniem biomasy bakteryjnej. Zjawiska tego nie 

zaobserwowano w przypadku pozostałych barwników. Ponadto, w hodowlach z barwnikiem 

AB113 aktywność powierzchniowa płynów pohodowlanych była niższa niż w próbach 

kontrolnych (bez dodatku barwnika). 

W hodowlach z dodatkiem barwników AMR i RO16 odnotowano wzrost aktywności 

powierzchniowej płynów pohodowlanych w porównaniu do kontroli biotycznej, z wyjątkiem 

czterech z dziesięciu badanych szczepów: Bacillus sp. Zg 3.7, Bacillus sp. Zg 7.6, 
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P. koreensis ASK 10 oraz P. fluorescens ASK 68. Zaobserwowano również korelację (0,59) 

pomiędzy wzrostem dekoloryzacji barwnika a spadkiem aktywności powierzchniowej 

płynów pohodowlanych (Rycina 15).  

Najwyższą zdolność dekoloryzacji wykazały szczepy P. koreensis ASK 10 

i P. fluorescens ASK 68, dlatego zostały one wybrane do dalszych badań. Niemniej jednak 

w powyższych hodowlach obecność każdego barwnika azowego powodowała spadek 

aktywności powierzchniowej płynów pohodowlanych, co wskazuje na ograniczenie 

produkcji lub aktywności wydzielanych surfaktantów.  

 
Tabela 11. Intensywność wzrostu bakterii w obecności barwników azowych, poziom 

dekoloryzacji dodawanego do hodowli barwnika oraz aktywność powierzchniowa 

biosurfaktantów oceniana testem DCT w 72-godz. hodowlach prowadzonych w warunkach 

wytrząsania (120 obr./min). Wyjściowe stężenie barwnika w hodowli wynosiło 50 mg L-1. 

Procent dekoloryzacji obliczono na podstawie absorbancji płynów pohodowlanych 

w odniesieniu do wyników uzyskanych dla kontroli abiotycznej (przyjętych za 100%).  

Szczep 
Barwnik 

azowy 

Intensywność 

wzrostu bakterii 

[%] 

Dekoloryzacja 

[%] 

DCT * [mm] w hodowli 

bez 

barwnika 

z  

barwnikiem 

Bacillus sp. Zg 1.3 

AB113 92,9 ± 9,2 44,1 ± 6,9 

8,0 

5,0 

RB5 101,1 ± 8,0 16,1 ± 5,2 8,5 

AMR 112,9 ± 8,9 13,4 ± 4,6 9,0 

RO16 100,2 ± 9,2 9,1 ± 5,9 9,0 

SY 112,7 ± 8,6 0,0 ± 0,0 7,0 

Bacillus sp. Zg 1.4 

AB113 109,1 ± 10,9 49,3 ± 5,4 

8,5 

5,0 

RB5 113,5 ± 10,2 15,6 ± 3,9 8,0 

AMR 106,7 ± 9,2 18,6 ± 4,8 11,0 

RO16 101,1 ± 9,1 16,6 ± 5,9 9,5 

SY 93,4 ± 11,3 0,0 ± 0,0 7,0 

Bacillus sp. Zg 3.7 

AB113 96,5 ± 11,4 48,2 ± 6,8 

8,0 

5,0 

RB5 98,2 ± 9,3 15,8 ± 3,9 8,0 

AMR 109,0 ± 10,7 17,7 ± 4,5 8,0 

RO16 103,7 ± 11,5 16,7 ± 4,9 8,0 

SY  93,3 ± 9,6 0,0 ± 0,0 10,0 

Bacillus sp. Zg 3.8 

AB113  104,3 ± 9,3 30,2 ± 5,2 

8,0 

5,0 

RB5  106, ± 10,2 14,9 ± 4,2 9,0 

AMR  95,0 ± 11,7 8,5 ± 4,2 9,5 

RO16  98,1 ± 11,2 11,7 ± 3,9 9,5 

SY  99,1 ± 10,1 0,0 ± 0,0 8,0 

Bacillus sp. Zg 7.6 

AB113  110,4 ± 9,9  51,6 ± 7,9 

7,5 

6,0 

RB5  92,3 ± 9,3 21,6 ± 6,3 8,0 

AMR  114,0 ± 11,3 19,5 ± 5,2 5,0 

RO16  102,8 ± 10,8 9,5 ± 2,9 8,0 
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SY  98,9 ± 11,4 0,0 ± 0,0 8,0 

Bacillus sp. Zg 8.6 

AB113  101,4 ± 9,2 42,5 ± 4,3 

8,0 

5,5 

RB5  101,4 ± 9,8 17,2 ± 2,9 8,5 

AMR  97,9 ± 10,2 22,7 ± 3,8 10,0 

RO16  102,9 ± 7,4 13,7 ± 3,7 10,0 

SY  113,1 ± 10,3 9,8 ± 2,1 11,0 

Bacillus sp. Zg 8.8 

AB113  114,1 ± 10,4 32,9 ± 5,7 

8,0 

5,0 

RB5  112,2 ± 11,3 16,1 ± 2,1 8,0 

AMR  103,3 ± 9,8 22,3 ± 1,9 9,5 

RO16  105,4 ± 9,0 14,3 ± 2,3 9,5 

SY  105,2 ± 10,2 0,0 ± 0,0 9,0 

Pseudomonas sp. 

Zg 9.3 

AB113  117,4 ± 9,7 50,0 ± 7,1 

7,5 

6,0 

RB5  111,5 ± 10,3 24,3 ± 5,9 8,0 

AMR  116,7 ± 9,5 23,9 ± 4,7 10,0 

RO16  99,2, ± 7,7 16,0 ± 3,1 9,0 

SY  95,0 ± 11,4 0,0 ± 0,0 9,0 

P. koreensis 

ASK 10 

AB113 90,3 ± 16,3 68,7 ± 9,9 

7,0 

5,0 

RB5 141,5 ± 12,8 68,3 ± 10,1 5,0 

AMR 113,8 ± 10,9 57,2 ± 7,9 5,0 

RO16 90,5 ± 10,2 42,3 ± 5,9 5,0 

SY 107,7 ± 13,2 31,8 ± 2,9 5,0 

P. fluorescens 

ASK 68 

AB113 123,1 ± 19,2 66,1 ± 8,0 

8,0 

8,0 

RB5 138,0 ± 21,2 57,2 ± 6,2 8,0 

AMR 108,4 ± 13,2 61,9 ± 7,0 7,0 

RO16 115,9 ± 10,9 31,1 ± 2,9 7,0 

SY 102,4 ± 9,8 15,4 ± 1,3 8,0 

* Wynik DCT dla kontroli abiotycznej wynosił to 3 mm. Dla wszystkich prób badanych odchylenie standardowe 

wynosiło 1,5 mm. 

 

 
Rycina 15. Korelacja pomiędzy intensywnością dekoloryzacji barwnika azowego w hodowli 

bakteryjnej a aktywnością powierzchniową płynu pohodowlanego wyznaczoną 

w procentach (gdzie za 100% przyjęto wynik uzyskany dla płynów pohodowlanych 

pochodzących z hodowli bakteryjnych prowadzonych w nieobecności barwników).
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B) Ocena wpływu stężenia barwnika azowego na poziom dekoloryzacji przez 

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

Następnie oceniono wpływ początkowego stężenia barwnika w hodowli (25, 50 

lub 100 mg L-1) na efektywność dekoloryzacji przez szczepy P. koreensis ASK 10 

i P. fluorescens ASK 68. Wykazano, że wzrost wyjściowego stężenia barwnika AB113 

w hodowli szczepu ASK 10 powodował obniżenie poziomu dekoloryzacji (Rycina 16A). 

Natomiast w przypadku barwników RB5, RO16 i SY, zastosowane stężenia początkowe 

nie miały istotnego wpływu na skuteczność dekoloryzacji. Najwyższą efektywność 

(około 60%) dla barwnika AMR uzyskano przy stężeniu 50 mg L-1. 

A) 

 

B) 

 

Rycina 16. Wpływ wyjściowego stężenia barwnika azowego na poziom dekoloryzacji 

wyznaczony w 72-godz. hodowlach szczepów A) P. koreensis ASK 10 oraz 

B) P. fluorescens ASK 68. Kontrolę abiotyczną (przyjętą za 100%) stanowił wynik 

uzyskany dla roztworu barwnika azowego w podłożu LB. Różnice statystyczne 

oznaczano małymi literami alfabetu łacińskiego. Wartości oznaczone tą samą literą nie 

różnią się od siebie istotnie (p < 0,05). 
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Porównanie wyników dla szczepów ASK 10 i ASK 68 wykazało podobną 

zależność pomiędzy poziomem dekoloryzacji a początkowym stężeniem barwnika 

w przypadku barwników AB113, RO16 i SY (Rycina 16B). W odróżnieniu od szczepu 

ASK 10, w przypadku szczepu ASK 68 odnotowano stopniowy spadek dekoloryzacji 

barwnika RB5 przy wzrastającym stężeniu oraz znaczne obniżenie dekoloryzacji 

barwnika AMR przy stężeniu 100 mg L-1. 

 

C) Ocena wpływu warunków wytrząsania na efektywność dekoloryzacji 

barwników azowych przez bakterie P. koreensis ASK 10 oraz 

P. fluorescens ASK 68 

Przeprowadzono analizę wpływu warunków wytrząsania hodowli na efektywność 

dekoloryzacji trzech barwników azowych: AB113, RB5 oraz AMR, stosowanych 

w stężeniach początkowych 25 i 50 mg L-¹. Stwierdzono, że oba szczepy, P. koreensis 

ASK 10 i P. fluorescens ASK 68, hodowane w warunkach statycznych (0 obr./min), 

efektywnie dekoloryzują barwnik AB113 (na poziomie 93,3 ± 7,6%) (Rycina 17). 

W przypadku hodowli bakteryjnych zawierających AB113 w stężeniu 50 mg L-¹, 

wytrząsanie hodowli (120 obr./min) nieznacznie obniżyło poziom dekoloryzacji tego 

barwnika. 

 W przypadku barwnika RB5 dodawanego do hodowli szczepu ASK 10 

w stężeniu 25 mg L-¹, warunki wytrząsane znacząco zmniejszały poziom dekoloryzacji, 

podczas gdy dla wyższego stężenia RB5 oraz w hodowlach szczepu ASK 68 z tym 

barwnikiem nie odnotowano podobnych efektów. 

Warunki wytrząsania miały także istotny, ale odmienny wpływ na dekoloryzację 

barwnika AMR. Szczep ASK 10 wykazywał wyższą efektywność dekoloryzacji AMR 

w warunkach statycznych, niezależnie od początkowego stężenia barwnika. Natomiast 

szczep ASK 68 silniej dekoloryzował AMR w warunkach wytrząsanych (120 obr./min), 

gdzie dostępność tlenu była większa. 

Stwierdzono, że efektywność dekoloryzacji barwników azowych zależy zarówno 

od zdolności metabolicznych szczepów, jak i od dostępności tlenu. Otrzymane wyniki 

sugerują, że zastosowane w badaniu szczepy Pseudomonas prawdopodobnie mają 

odmienne mechanizmy dekoloryzacji, zależne od dostępności tlenu. 
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A) 

 

B) 

 

Rycina 17. Wpływ warunków hodowli i stężenia 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 wyjściowe stężenie barwnika 

w hodowli wynoszące odpowiednio 25 oraz 50 mg L-1. Kolorami oznaczono barwniki: 

niebieskim − AB113; szarym − RB5; różowym − AMR. Kontrolę (przyjętą za 100%) 

stanowił wynik uzyskany dla roztworu barwnika azowego w podłożu LB. Różnice 

statystyczne oznaczano małymi literami alfabetu łacińskiego. Wartości oznaczone tą 

samą literą nie różnią się od siebie istotnie (p < 0,05).  
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D) Aktywność AzoR produkowanej przez bakterie P. koreensis ASK 10 oraz 

P. fluorescens ASK 68 w obecności barwników azowych 

W kolejnym etapie zbadano aktywność enzymatyczną wewnątrzkomórkowej 

AzoR, produkowanej przez bakterie szczepów P. koreensis ASK 10 i P. fluorescens 

ASK 68 w obecności barwników azowych. Hodowle przygotowano zgodnie z metodą 

opisaną w podrozdziale IV.3.1, a analizę aktywności AzoR przeprowadzono według 

procedury opisanej w podrozdziale IV.9. Wykorzystana do analizy biomasa bakteryjna 

pochodziła z hodowli prowadzonych zarówno w warunkach statycznych, 

jak i wytrząsanych. W tej części badań ponownie wykorzystano trzy barwniki azowe 

(AB113, RB5, AMR) w stężeniach początkowych 25 lub 50 mg L-¹. 

 Stwierdzono, że oba badane szczepy Pseudomonas są zdolne do produkcji 

AzoR (Rycina 18), jednak wpływ dodatku barwników oraz warunków wytrząsania na 

aktywność tego enzymu jest zróżnicowany. W hodowlach kontrolnych (bez barwników) 

szczepu ASK 10 nie zaobserwowano wpływu wytrząsania na aktywność AzoR, 

natomiast dla szczepu ASK 68 wytrząsanie znacząco zwiększało aktywność ocenianego 

enzymu w porównaniu do warunków statycznych. 

Porównano aktywność AzoR w hodowlach statycznych i wytrząsanych 

zawierających poszczególne barwniki azowe. W przypadku hodowli szczepu 

P. koreensis ASK 10 stwierdzono wzrost aktywności AzoR w hodowlach statycznych 

w porównaniu do hodowli wytrząsanych zawierających barwnik AB113 lub barwnik RB5 

(użyte w stężeniu 25 mg L-1) oraz w hodowli wytrząsanej w porównaniu do statycznej 

zawierającej barwnik AMR (użyty w stężeniu 50 mg L-1). W przypadku hodowli szczepu 

P. fluorescens ASK 68 stwierdzono wzrost aktywności AzoR w hodowlach wytrząsanych 

w porównaniu do statycznych zawierających barwnik RB5 (w obu zastosowanych 

w badaniu stężeniach). W pozostałych układach badanych aktywność AzoR w hodowli 

statycznej i wytrząsanej była porównywalna. 

Uzyskane wyniki dotyczące aktywności AzoR porównano również z poziomem 

dekoloryzacji barwników w poszczególnych układach badanych. Zależność pomiędzy 

wyższym poziomem dekoloryzacji barwnika a wyższym poziomem aktywności AzoR 

stwierdzono jedynie w przypadku hodowli szczepu ASK 10 prowadzonej w obecności 

barwnika RB5 w stężeniu 25 mg L-1.  

Uzyskane wyniki sugerują, że szczepy P. koreensis ASK 10 i P. fluorescens 

ASK 68 różnią się między sobą mechanizmami dekoloryzacji barwników azowych, 

co może wynikać z ich odmiennych zdolności enzymatycznych i odpowiedzi na warunki 

hodowli. 
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 A) 

 

B) 

 

Rycina 18. Aktywność enzymu AzoR produkowanego przez bakterie A) P. koreensis 

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

w obecności barwników azowych (użytych w dwóch stężeniach wyjściowych: 25 oraz 

50 mg L-1) w warunkach statycznych lub wstrząsanych (0 lub 120 obr./min). Kolorami 

oznaczono barwniki: niebieskim − AB113, szarym − RB5, różowym − AMR. Dane 

wyrażono w jednostce U (definiowanej jako ilość enzymu potrzebną do redukcji 1 μmol 

barwnika RB5 przez 1 min) w przeliczeniu na mg białka. Różnice statystyczne 

oznaczano małymi literami alfabetu łacińskiego. Wartości oznaczone tą samą literą nie 

różnią się od siebie istotnie (p < 0,05). 
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E) Ocena wpływu barwników azowych na aktywność przeciwgrzybową bakterii 

P. koreensis ASK 10 oraz P. fluorescens ASK 68 wobec F. sambucinum 

IM 6525 

Oceniono aktywność przeciwgrzybową szczepów P. koreensis ASK 10 

i P. fluorescens ASK 68 wobec grzybni F. sambucinum IM 6525 w obecności barwników 

azowych. W tym celu przygotowano 72-godz. wytrząsane hodowle bakteryjno-grzybowe 

(IV.3.4) z dodatkiem barwnika azowego (w stężeniu wyjściowym 50 mg L-1) oraz hodowle 

kontrolne (bez dodatku barwnika i/lub bez dodatku bakterii) (IV.3.3). Aktywność 

przeciwgrzybową oceniono na podstawie suchej biomasy grzybni (IV.6.2). 

Stwierdzono, że zastosowane w badaniu barwniki azowe nie mają istotnego wpływu 

na wzrost grzybni F. sambucinum IM 6525 (Rycina 19). Szczepy ASK 10 i ASK 68 

ograniczały rozwój grzybni odpowiednio do 42% i 63%. Obecność barwników nie wpływała 

istotnie na aktywność przeciwgrzybową szczepu ASK 10, ale w przypadku hodowli 

mieszanej zawierającej bakterie szczepu ASK 68 dodatek barwników RB5 i AMR 

dodatkowo ograniczał wzrost grzybni do około 35% w porównaniu do hodowli bez barwnika 

(63%). 

A) 

 

B) 

 

Rycina 19. Wpływ barwników azowych (stężenie barwnika w hodowli 50 mg L-1) na 

aktywność przeciwgrzybową szczepów A) P. koreensis ASK 10 i B) P. fluorescens ASK 68 

wobec F. sambucinum IM 6525. Kontrolę (przyjętą za 100%) stanowiła intensywność 

wzrostu grzybni w nieobecności bakterii i barwników. Różnice statystyczne oznaczano 

małymi literami alfabetu łacińskiego. Wartości oznaczone tą samą literą nie różnią się od 

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

W kolejnym etapie badań przeanalizowano wpływ MP na wzrost wybranych 

szczepów Bacillus i Pseudomonas oraz na poziom surfaktyny i ituryny produkowanych 

przez szczepy Bacillus. W badaniu użyto 23 szczepy bakteryjne (20 szczepów Bacillus 

i trzy szczepy Pseudomonas). Hodowle prowadzono zgodnie z opisem podanym 

w podrozdziale IV.3.1, intensywność wzrostu bakterii oceniano na podstawie wartości 

OD (IV.4.1), natomiast ekstrakcję i analizę chromatograficzną biosurfaktantów 

wykonywano według metod opisanych w podrozdziałach IV.5.2 oraz IV.5.3.  

Stwierdzono, że dodatek MP do hodowli istotnie wpływa na intensywność 

wzrostu 13 spośród 23 badanych szczepów bakterii (Rycina 20). Jedynie dla szczepów 

Kol L2 i KAS 2.2 odnotowano statystycznie istotne zahamowanie wzrostu w obecności 

MP. Natomiast w przypadku pozostałych 11 szczepów, największy wzrost OD 

odnotowano dla szczepów I’-1a i KAS 1.10, które osiągnęły odpowiednio 285,5% 

i 246,6% w porównaniu do kontroli (100%). Wyniki te sugerują, że MP może znacząco 

wpływać na intensywność wzrostu bakterii w hodowlach płynnych.  

 

Rycina 20. Intensywność wzrostu bakterii w obecności MP po 72 godz. hodowli w 

podłożu LB. Czerwoną linią oznaczono poziom 100% przyjęty dla hodowli kontrolnych 

(hodowli bakteryjnych bez dodatku MP). Symbolem gwiazdki (*) oznaczono wyniki różne 

statystycznie od danych kontrolnych (p < 0,05). Wyniki statystycznie wyższe lub niższe 

od kontroli oznaczono odpowiednio na zielono lub czerwono. 
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Następnie oceniono wpływ dodatku MP do hodowli na produkcję surfaktyny 

i ituryny przez bakterie Bacillus. Większość szczepów wykorzystana w badaniu była 

zdolna do jednoczesnej produkcji obu powyższych związków. Wyjątek stanowiły trzy 

szczepy niewytwarzające surfaktyny (Kol S10, KAS 1.10, KAS 4.1) oraz dwa 

nieprodukujące ituryny (Kol L2, Kol S5) (Tabela 5). W żadnym z układów badanych nie 

stwierdzono znaczącego wpływu MP na produkcję surfaktyny (Rycina 21A). Natomiast 

w przypadku ituryny, takie różnice wyznaczono w próbach czterech szczepów (Rycina 

21B). Dodatek MP pozytywnie wpłynął na produkcję ituryny przez bakterie I’-1a i KAS 

2.2, natomiast zmniejszył poziom wydzielania tego związku przez bakterie szczepów 

Kol B9 i Kol L6. 

A) 

 
B) 

 
Rycina 21. Produkcja A) surfaktyny i B) ituryny przez bakterie ryzosferowe z rodzaju 

Bacillus w obecności MP po 72 godz. hodowli. Symbolem gwiazdki (*) oznaczono wynik 

różniący się istotnie od kontroli (hodowli bakteryjnej bez dodatku MP) przy p < 0,05. 

Jaśniejszym odcieniem oznaczono wyniki uzyskane dla hodowli kontrolnych, natomiast 

ciemniejszym – wyniki uzyskane dla hodowli zawierających MP. 
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V.6.3. Herbicydy 

W pierwszym etapie tej części pracy stosowano dziewięć szczepów z rodzaju 

Bacillus. Oceniono wpływ herbicydów 2,4-D oraz MET na intensywność wzrostu bakterii 

(na podstawie gęstości optycznej hodowli, IV.4.1), produkcję surfaktyny i ituryny (IV.5.2; 

IV.5.3) oraz zdolność bakterii do degradacji użytych w badaniu herbicydów (IV.7). 

Po uzyskaniu wyników wstępnych badaną grupę bakterii ograniczono do czterech 

szczepów Bacillus. W drugiej części badań oceniono wpływ herbicydów na aktywność 

przeciwgrzybową badanych szczepów bakteryjnych wobec F. culmorum DSM 1094 lub 

F. sambucinum IM 6525 (IV.6.2) oraz na produkcję surfaktyny i ituryny w hodowlach 

mieszanych bakteryjno-grzybowych (IV.5.2 oraz IV.5.3). 

Na podstawie uzyskanych wyników stwierdzono zróżnicowany wpływ herbicydów 

na wzrost bakterii z rodzaju Bacillus (Rycina 22). Obecność 2,4-D znacząco zwiększała 

intensywność wzrostu siedmiu szczepów bakteryjnych (oznaczonych symbolami I'-1a, 

IM 13, Kol B2, Kol B3, Kol B9, Kol L6 oraz Zg 1.3), przy czym największy wzrost 

(wynoszący odpowiednio 259, 218 oraz 190% w porównaniu do hodowli kontrolnych 

przyjętych dla 100%) wyznaczono dla szczepu IM 13, I’-1a i Kol B3. Z kolei obecność 

MET znacząco zwiększyła intensywność wzrostu sześciu szczepów bakterii (I'-1a, 

IM 13, Kol B3, Kol B9, Kol L6, Zg 1.3). Największy wzrost stwierdzono w hodowlach 

szczepów IM 13, Kol L6 oraz I’-1a (wynoszący odpowiednio 230, 178 oraz 164%). 

 

 

Rycina 22. Intensywność wzrostu bakterii Bacillus w obecności 2,4-D lub MET (użytych 

w stężeniu 50 mg L-1). Kontrolę (wynik uzyskany dla hodowli bakteryjnej bez dodatku 

herbicydów; przyjęty za 100%) oznaczono poziomą linią. Symbolem gwiazdki (*) 

oznaczono próby różne statystycznie od kontroli (p < 0,05).  
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Analiza przeprowadzona techniką LC–MS/MS wykazała zróżnicowany wpływ 

herbicydów na produkcję cLP-Bc przez bakterie (Rycina 23). Największe ograniczenie 

produkcji surfaktyny, zarówno w obecności 2,4-D jak i MET (odpowiednio do 28 i 9%), 

wyznaczono w hodowlach szczepu I’-1a. Stwierdzono, że oba stosowane w pracy 

herbicydy znacząco (o ok 25%) zwiększają produkcję surfaktyny w hodowli szczepu 

B. subtilis IM 13. W hodowlach pozostałych szczepów intensywność produkcji 

surfaktyny w obecności 2,4-D oraz MET mieściła się odpowiednio w przedziałach 70-

108 oraz 73-97%. 

A) 

 
B) 

 
Rycina 23. Intensywność produkcji A) surfaktyny i B) ituryny przez bakterie Bacillus 

w obecności 2,4-D lub MET (użytych w stężeniu 50 mg L-1). Kontrolę (wynik uzyskany 

dla hodowli bakteryjnej bez dodatku herbicydów; przyjęty za 100%) oznaczona poziomą 

linią. Symbolem gwiazdki (*) oznaczono wynik różniący się istotnie statystycznie od 

kontroli (p < 0,05).  
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Produkcja ituryny została najsilniej ograniczona w hodowli szczepu I’-1a oraz 

Kol B3 zarówno w obecności 2,4-D jak i MET. Z kolei największy wzrost produkcji ituryny 

wyznaczono w hodowlach szczepów KAS 2.2 i Zg 1.3 w obecności 2,4-D oraz IM 13 

i Kol B2 w obecności MET. Uzyskane wyniki wskazują, że herbicydy obecne 

w środowisku wzrostu bakterii mogą modulować produkcję biosurfaktantów, a tym 

samym wpływać na aktywność przeciwgrzybową bakterii. 

Wyniki badań nad zdolnością bakterii Bacillus do degradacji herbicydów 2,4-D 

i MET zamieszczono w Tabela 12. Stwierdzono, że badane szczepy różnią się 

zdolnością do degradacji herbicydów. Szczep Kol L6 degradował oba herbicydy na 

najwyższym poziomie (kolejno 46,8 oraz 52,6% dla 2,4-D i MET), natomiast szczep 

Kol B2 na najniższym (0,0 oraz 2,1%).  

 
Tabela 12. Degradacja herbicydów 2,4-D oraz MET (użytych w stężeniu 50 mg L-1) 

przez szczepy Bacillus po 72 godz. prowadzenia hodowli w podłożu płynnym LB. 

Stężenie wyjściowe herbicydów wynosiło 50 mg L-1. Kontrolę (przyjętą za 100%) 

stanowiły wyniki uzyskane dla roztworów herbicydów w podłożu LB. 

Lp. 
Szczep 
Bacillus 

Poziom degradacji [%] 

2,4-D  MET 

1.  I'-1a 5,4 ± 1,1  40,9 ± 5,2 

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  2,1 ± 0,4 

5.  Kol B3 0,0 ± 0,0  38,5 ± 4,9 

6.  Kol B9 37,5 ± 4,1  36,9 ± 4,4 

7.  Kol L6 46,8 ± 5,0  52,6 ± 6,0 

8.  KAS 2.2 40,6 ± 3,9  14,1 ± 1,9 

9.  Zg 1.3 43,8 ± 4,5  8,1 ± 1,3 
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Do dalszych etapów badań (mających na celu ocenę wpływu herbicydów na 

aktywność przeciwgrzybową bakterii Bacillus oraz na produkcję surfaktyny i ituryny) 

wybrano cztery szczepy Bacillus: Kol B2, Kol B3, Kol B9 oraz Kol L6. Szczepy wybrano 

tak, aby w tej grupie znalazły się bakterie różniące się zdolnością do degradacji 

badanych herbicydów, wykazywaną aktywnością przeciwgrzybową i wykazywanym 

wpływem na wzrost korzeni ogórka siewnego (Tabela 8, Tabela 12).  

Najpierw oceniono wpływ 2,4-D oraz MET na intensywność wzrostu grzybni 

szczepów F. culmorum DSM 1049 i F. sambucinum IM 6525 hodowanych 

w monokulturach. Stwierdzono, że dodatek herbicydów do hodowli powyższych grzybów 

nie wpływa na intensywność wzrostu grzybni DSM 1094, ale stymuluje wzrost grzybni 

IM 6525 (Rycina 24).  

Następnie oceniono wpływ herbicydów na aktywność przeciwgrzybową czterech 

szczepów z rodzaju Bacillus. Stwierdzono, że herbicydy 2,4-D i MET nie zwiększają 

aktywności przeciwgrzybowej bakterii wobec badanych szczepów Fusarium. Wręcz 

przeciwnie, w kilku przypadkach obecność herbicydów ograniczała aktywność 

przeciwgrzybową szczepów Bacillus.  

Stwierdzono, że obecność 2,4-D w hodowlach mieszanych zawierających 

grzybnię IM 6525 oraz bakterie Kol B2 lub Kol B3 niweluje aktywność przeciwgrzybową 

bakterii. Natomiast obecność MET w hodowlach mieszanych bakteryjno-grzybowych 

wpływa negatywnie na aktywność przeciwgrzybową powyższych szczepów bakteryjnych 

wobec obu badanych szczepów grzybowych.  

Stwierdzono, że bakterie szczepów Kol B9 oraz Kol L6 utrzymują silną 

aktywność przeciwgrzybową niezależnie od zastosowanego szczepu Fusarium lub 

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

  
C) Bacillus sp. Kol B3 oraz 2,4-D D) Bacillus sp. Kol B3 oraz MET 

  
E) Bacillus sp. Kol B9 oraz 2,4-D F) Bacillus sp. Kol B9 oraz MET 

  
G) Bacillus sp. Kol L6 oraz 2,4-D H) Bacillus sp. Kol L6 oraz MET 

  
Rycina 24. Intensywność wzrostu grzybni F. culmorum DSM 1094 (oznaczona kolorem 

białym) oraz F. sambucinum IM 6525 (oznaczona kolorem czarnym) w obecności bakterii 

Kol B2 (A,B), Kol B3 (C,D), Kol B9 (E,F) lub Kol L6 (G,H) w połączeniu z 2,4-D (A,C,E,G) 

lub MET (B,D,F,H) (użytymi w stężeniu 50 mg L-1). Kontrolę przyjętą za 100% stanowiły 

wyniki otrzymane dla monokultury grzybni hodowanej w nieobecności bakterii i herbicydów.  
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Następnie zbadano wpływ 2,4-D i MET na produkcję surfaktyny i ituryny przez 

badane szczepy Bacillus. 

Stwierdzono, że w monokulturze szczepu Bacillus sp. Kol B2 dodatek 2,4-D nie 

wpływa na produkcję surfaktyny, natomiast zmniejsza produkcję ituryny o około 20% 

(Rycina 25A,C). Ustalono, że obecność MET w hodowli ogranicza o ok. 20% zarówno 

produkcję surfaktyny, jak i ituryny (Rycina 25B,D).  

Oceniono wpływ herbicydów na produkcję surfaktyny i ituryny w hodowlach 

mieszanych (bakteryjno-grzybowych), zawierających bakterie Kol B2 oraz grzybnię 

DSM 1094 lub IM 6525. Obecność 2,4-D w obu hodowlach mieszanych znacząco 

zwiększała poziom surfaktyny w porównaniu zarówno do monokultur bakteryjnych jak 

i hodowli mieszanych niezawierających 2,4-D (Rycina 25A). Jednocześnie, nie 

stwierdzono istotnego wpływu 2,4-D na produkcję ituryny w hodowlach mieszanych 

(Rycina 25C).  

W przypadku MET wyznaczono wyraźny wzrost produkcji surfaktyny w hodowli 

mieszanej zawierającej bakterie Kol B2 oraz grzybnię DSM 1094 w porównaniu do 

zarówno monokultury bakteryjnej jak i hodowli mieszanej do których nie dodano MET 

(Rycina 25B). Natomiast w hodowli mieszanej z grzybnią IM 6525 taki efekt nie wystąpił. 

Dodatkowo, stwierdzono, że MET nie wpływa na produkcję ituryny w hodowlach 

mieszanych (Rycina 25D).
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A)  B)  

  
C)  D)  

  
Rycina 25. Intensywność produkcji surfaktyny (A,B) i ituryny (C,D) przez bakterie 

Bacillus sp. Kol B2 w obecności grzybni F. culmorum DSM 1094 (jaśniejszy odcień) lub 

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

(B,D) (użytych w stężeniu 50 mg L-1).  Kontrolę przyjętą za 100% stanowiły wyniki 

uzyskane dla monokultury bakterii bez dodatku herbicydów. Różnice statystyczne 

oznaczano małymi literami alfabetu łacińskiego. Wartości oznaczone tą samą literą 

w ramach wykresu nie różnią się od siebie istotnie (p < 0,05).  
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Oceniono wpływ herbicydów 2,4-D i MET na produkcję surfaktyny i ituryny 

w monokulturach szczepu Bacillus sp. Kol B3. Stwierdzono, że 2,4-D nie wpływa na 

produkcję surfaktyny przez bakterie tego szczepu, natomiast niemal całkowicie hamuje 

wydzielanie ituryny (Rycina 26A,C). Z kolei MET zmniejsza produkcję surfaktyny 

o 26,7% i, podobnie jak 2,4-D, niemal całkowicie ogranicza wydzielanie ituryny 

w monokulturze (Rycina 26B,D). 

Stwierdzono, że obecność 2,4-D w hodowli mieszanej zawierającej grzybnię 

szczepu  DSM 1094 powoduje znaczny wzrost poziomu surfaktyny (Rycina 26A). 

Nie wyznaczono pozytywnego wpływu 2,4-D na produkcję surfaktyny w hodowli 

mieszanej zawierającej grzybnię IM 6525. Nie stwierdzono także wzrostu poziomu 

izolowanej ituryny z hodowli mieszanych bakteryjno-grzybowych prowadzonych 

w obecności 2,4-D (Rycina 26A,C).  

Ustalono, że obecność MET w hodowlach mieszanych bakteryjno-grzybowych 

nie wpływa znacząco na produkcję surfaktyny, a podobnie jak w monokulturze 

Bacillus sp. Kol B3 z dodatkiem MET, niemal całkowicie hamuje produkcję ituryny 

(Rycina 26B,D).
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A)  B)  

  
C)  D)  

  
Rycina 26. Intensywność produkcji surfaktyny (A,B) i ituryny (C,D) przez bakterie 

Bacillus sp. Kol B3 w obecności grzybni F. culmorum DSM 1094 (jaśniejszy odcień) lub 

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

(B,D) (użytych w stężeniu 50 mg L-1). Kontrolę przyjętą za 100% stanowiły wyniki 

uzyskane dla monokultury bakterii bez dodatku herbicydów. Różnice statystyczne 

oznaczano małymi literami alfabetu łacińskiego. Wartości oznaczone tą samą literą 

w ramach wykresu nie różnią się od siebie istotnie (p < 0,05).  
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Następnie zbadano wpływ herbicydów na produkcję surfaktyny i ituryny 

w monokulturach szczepu Bacillus sp. Kol B9. Stwierdzono, że oba herbicydy nie 

wpływają na produkcję surfaktyny, natomiast stymulują wydzielanie ituryny. 2,4-D i MET 

zwiększyły poziom ituryny odpowiednio do 140% i 120% (Rycina 27). 

Oceniono również wpływ powyższych herbicydów na produkcję surfaktyny 

i ituryny w hodowlach mieszanych bakteryjno-grzybowych. Obecność 2,4-D wykazywała 

zróżnicowany wpływ na poziom badanych biosurfaktantów, w zależności od obecnego 

w hodowli szczepu grzybni. Stwierdzono:  

1) wzrost poziomu surfaktyny w hodowli mieszanej z grzybnią DSM 1094 

do poziomu porównywalnego z monokulturą Bacillus sp. Kol B9 (Rycina 

27A);  

2) brak wpływu na produkcję ituryny w tej samej hodowli (Rycina 27C);  

3) obniżenie poziomu surfaktyny i ituryny w hodowli mieszanej z grzybnią 

IM 6525 (Rycina 27A).  

W przypadku MET również zaobserwowano, że wpływ tego związku 

na produkcję lipopeptydów jest zależny od użytego szczepu grzybni. Stwierdzono:  

1) wzrost poziomu surfaktyny w hodowli mieszanej z grzybnią DSM 1094 

do poziomu porównywalnego z monokulturą Bacillus sp. Kol B9 (Rycina 

27B);  

2) brak wpływu na produkcję surfaktyny w hodowli mieszanej z grzybnią IM 6525 

(Rycina 27B) oraz  

3) spadek produkcji ituryny w obu badanych hodowlach mieszanych (Rycina 

27D). 
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A)  B)  

  
C)  D) 

  
Rycina 27. Intensywność produkcji surfaktyny (A,B) i ituryny (C,D) przez bakterie 

Bacillus sp. Kol B9 w obecności grzybni F. culmorum DSM 1094 (jaśniejszy odcień) 

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

(B,D) (użytych w stężeniu 50 mg L-1). Kontrolę przyjętą za 100% stanowiły wyniki 

uzyskane dla monokultury bakterii bez dodatku herbicydów. Różnice statystyczne 

oznaczano małymi literami alfabetu łacińskiego. Wartości oznaczone tą samą literą 

w ramach wykresu nie różnią się od siebie istotnie (p < 0,05).  
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Oceniono wpływ herbicydów 2,4-D i MET na produkcję surfaktyny i ituryny 

w monokulturach szczepu Bacillus sp. Kol L6. Stwierdzono, że 2,4-D ogranicza 

produkcję obu badanych lipopeptydów w monokulturze szczepu Kol L6 (Rycina 28A,C), 

natomiast MET nie wpływa na produkcję surfaktyny, jednocześnie redukując wydzielanie 

ituryny o 22,9% (Rycina 28B,D). 

Badania nad wpływem 2,4-D i MET na produkcję surfaktyny i ituryny w hodowlach 

mieszanych bakteryjno-grzybowych wykazały, że obecność 2,4-D w hodowli bakterii 

Kol L6 z grzybnią DSM 1094 prowadzi do wzrostu poziomu zarówno surfaktyny, 

jak i ituryny w porównaniu do hodowli mieszanej bez dodatku tego herbicydu (Rycina 

28A,C). Natomiast w przypadku hodowli mieszanej zawierającej grzybnię IM 6525, 

obecność 2,4-D powodowała spadek poziomu surfaktyny, ale nie miała wpływu 

na poziom ituryny (w porównaniu do odpowiednich układów kontrolnych).  

Podobne efekty zaobserwowano dla MET, tzn. w hodowli z grzybnią DSM 1094 

nastąpił wzrost poziomu surfaktyny (Rycina 28B) i ituryny (Rycina 28D), natomiast 

w hodowli z grzybnią IM 6525 nie stwierdzono wpływu tego herbicydu na poziom 

badanych lipopeptydów.
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A)  B)  

  
C)  D)  

  
Rycina 28. Intensywność produkcji surfaktyny (A,B) i ituryny (C,D) przez bakterie 

Bacillus sp. Kol L6 w obecności grzybni F. culmorum DSM 1094 (jaśniejszy odcień) lub 

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

(B,D) (użytych w stężeniu 50 mg L-1). Kontrolę przyjętą za 100% stanowiły wyniki 

uzyskane dla monokultury bakterii bez dodatku herbicydów. Różnice statystyczne 

oznaczano małymi literami alfabetu łacińskiego. Wartości oznaczone tą samą literą 

w ramach wykresu nie różnią się od siebie istotnie (p < 0,05).  
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Podsumowując wyniki badań dotyczące wpływu herbicydów (2,4-D i MET) na 

wzrost grzybów Fusarium oraz na aktywność przeciwgrzybową i produkcję 

biosurfaktantów czterech szczepów bakterii z rodzaju Bacillus, stwierdzono, że: 

1) herbicydy 2,4-D i MET wykazują zróżnicowany wpływ na wzrost grzybni dwóch 

badanych szczepów Fusarium – stymulują wzrost F. sambucinum IM 6525, 

natomiast nie wywierają znaczącego wpływu na wzrost F. culmorum DSM 1094; 

2) obecność herbicydów w hodowli obniża lub nie wpływa na aktywność 

przeciwgrzybową szczepów Bacillus wobec grzybów Fusarium. Szczepy Kol B2 

i Kol B3 tracą część swojej skuteczności w obecności herbicydów, podczas gdy 

szczepy Kol B9 i Kol L6 zachowują swoją aktywność przeciwgrzybową bez względu 

na obecność herbicydów; 

3) w monokulturach bakteryjnych: 

a) obecność 2,4-D zazwyczaj nie wpływa na produkcję surfaktyny, z wyjątkiem 

szczepu Bacillus sp. Kol L6, gdzie stwierdzono niewielki (ok. 20%) spadek jej 

produkcji;  

b) obecność MET powoduje ograniczenie produkcji surfaktyny przez szczepy 

Kol B2 i Kol B3 i nie ma wpływu na produkcję surfaktyny przez szczepy Kol B9 

i Kol L6; 

c) obecność herbicydów powoduje ograniczenie produkcji ituryny w przypadku 

trzech z czterech zbadanych szczepów. Wyjątek stanowi szczep Kol B9, 

dla którego obecność herbicydów stymulowała wzrost produkcji ituryny; 

4) w hodowlach mieszanych bakteryjno-grzybowych wpływ herbicydów na produkcję 

surfaktyny i ituryny jest zróżnicowany i zależny od użytego w badaniu szczepu 

Bacillus, szczepu Fusarium oraz rodzaju herbicydu. Niemniej jednak wskazano, że: 

a) w hodowlach mieszanych zawierających grzybnię F. culmorum DSM 1094 

i herbicyd 2,4-D, poziom produkcji surfaktyny jest wyższy niż w analogicznych 

hodowlach bez tego herbicydu; 

b) w hodowlach mieszanych zawierających grzybnię F. sambucinum IM 6525 

i herbicyd MET, obecność herbicydu nie ma wpływu na produkcję surfaktyny; 

c) herbicyd MET negatywnie wpływa na produkcję ituryny przez bakterie 

szczepu Bacillus sp. Kol B3, zarówno hodowane w monokulturze, 

jak i namnażane w obecności grzybni DSM 1094 lub IM 6525.  
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Wyniki uwzględniające wpływ herbicydów oraz MP na produkcję biosurfaktantów 

przez szczep Bacillus sp. Kol L6 oraz na jego aktywność przeciwgrzybową wobec 

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

 
Walaszczyk A, Jasińska A, Bernat P, Płaza G, Paraszkiewicz K. (2023) Microplastics 

influence on herbicides removal and biosurfactants production by a Bacillus sp. strain 

active against Fusarium culmorum. Scientific Reports 13: 14618.  

DOI: 10.1038/s41598-023-41210-5 

 

https://www.nature.com/articles/s41598-023-41210-5
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V.6.4. Artykuł naukowy 1 

Walaszczyk A, Jasińska A, Bernat P, Płaza G, Paraszkiewicz K. (2023) Microplastics 

influence on herbicides removal and biosurfactants production by a Bacillus sp. strain 

active against Fusarium culmorum. Scientific Reports 13: 14618.  

DOI: 10.1038/s41598-023-41210-5 

 

https://www.nature.com/articles/s41598-023-41210-5
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V.6.5. Suplement do artykułu naukowego 1 
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V.6.6. Fungicydy 

W tej części badań stosowano cztery szczepy bakteryjne z rodzaju Bacillus: 

Kol B2, Kol B3, Kol B9 i Kol L6 (używane jako modele badawcze w V.6.3) oraz dwa 

szczepy grzybni z rodzaju Fusarium – F. culmorum DSM 1094 oraz F. sambucinum 

IM 6525. Oceniono wpływ fungicydów AZ oraz PR na intensywność wzrostu bakterii (na 

podstawie gęstości optycznej hodowli; IV.4.1), aktywność przeciwgrzybową w płynnych 

hodowlach bakteryjno-grzybowych (IV.6.2) oraz produkcję surfaktyny i ituryny zarówno 

w monokulturach jak i w hodowlach mieszanych (IV.6.2; IV.6.3). 

Stwierdzono, że AZ i PR dodawane do hodowli w stężeniach wyjściowych 

odpowiednio 250 mg L-1 oraz 2,4 g L-1 nie mają negatywnego wpływu na intensywność 

wzrostu badanych bakterii Bacillus (Tabela 13). Dodatek fungicydu AZ do monokultury 

grzybni znacząco ograniczał wzrost obu badanych grzybów, natomiast PR hamował 

jedynie rozwój grzybni DSM 1094 (Rycina 29). 

 

Tabela 13. Intensywność wzrostu bakterii Bacillus w hodowlach płynnych z dodatkiem 

syntetycznych fungicydów AZ (250 mg L-1) i PR (2,4 g L-1) oceniana na podstawie OD 

hodowli. Wynik uzyskany dla hodowli kontrolnej (bez dodatku fungicydów) przyjęto za 

100%.  

Lp. 
Szczep 
Bacillus 

Intensywność wzrostu bakterii [%] w obecności 

AZ  PR  

1.  Kol B2 99,7 ± 9,9  113,1 ± 5,7..  

2.  Kol B3 117,1 ± 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  

 

Wpływ AZ i PR na aktywność przeciwgrzybową szczepów Bacillus oceniano 

stosując hodowle mieszane bakteryjno-grzybowe. Stwierdzono, że fungicydy nie 

ograniczają aktywności przeciwgrzybowej bakterii. Ich obecność w hodowli mieszanej 

mogła natomiast prowadzić do wzrostu aktywności przeciwgrzybowej lub nie mieć na nią 

żadnego wpływu. Wzrost aktywności przeciwgrzybowej w obecności AZ stwierdzono w 

hodowlach mieszanych zawierających grzybnię IM 6525 oraz bakterie Kol B2 lub Kol B3. 

W przypadku fungicydu PR, zwiększoną aktywność przeciwgrzybową wyznaczono 

w hodowlach mieszanych zawierających grzybnię DSM 1094 lub IM 6525 oraz bakterie 

szczepu Kol B2, a także w hodowlach mieszanych zawierających grzybnię IM 6525 oraz 

bakterie Kol B3.   
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A) Bacillus sp. Kol B2 oraz AZ B) Bacillus sp. Kol B2 oraz PR 

  
C) Bacillus sp. Kol B3 oraz AZ D) Bacillus sp. Kol B3 oraz PR 

  
E) Bacillus sp. Kol B9 oraz AZ F) Bacillus sp. Kol B9 oraz PR 

  
G) Bacillus sp. Kol L6 oraz AZ H) Bacillus sp. Kol L6 oraz PR 

  
Rycina 29. Intensywność wzrostu grzybni F. culmorum DSM 1094 (oznaczona kolorem 

białym) oraz F. sambucinum IM 6525 (oznaczona kolorem czarnym) w obecności bakterii 

Kol B2 (A, B), Kol B3 (C, D), Kol B9 (E, F) lub Kol L6 (G, H) w połączeniu z fungicydami AZ 

250 mg L-1 (A, C, E, G) lub PR 2,4 g L-1 (B, D, F, H). Kontrolę przyjętą za 100% stanowiły 

wyniki otrzymane dla monokultury grzybni hodowanej w nieobecności bakterii i fungicydów.
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Następnie zbadano wpływ AZ i PR na produkcję surfaktyny i ituryny przez badane 

szczepy Bacillus. 

Stwierdzono, że obecność fungicydów w monokulturze Bacillus sp. Kol B2 

powoduje ponad dwukrotny wzrost produkcji surfaktyny (Rycina 30A,B) oraz obniża 

produkcję ituryny. Poziom ituryny wyznaczony w monokulturze Kol B2 był o 30% i 40% 

niższy w obecności odpowiednio AZ i PR niż w hodowli kontrolnej (Rycina 30C,D). 

Oceniono również wpływ tych fungicydów na poziom surfaktyny i ituryny 

w hodowlach mieszanych bakteryjno-grzybowych, zawierających szczep Bacillus sp. 

Kol B2 oraz grzybnię szczepu DSM 1094 lub IM 6525. Uzyskane wyniki porównano 

z danymi wyznaczonymi dla odpowiednich hodowli mieszanych bez dodatku 

fungicydów. Stwierdzono, że obecność AZ nie ma znaczącego wpływu na poziom 

izolowanej z hodowli surfaktyny (Rycina 30A), ale znacznie zwiększa poziom ituryny 

(Rycina 30C), zwłaszcza w hodowli zawierającej bakterie Kol B2 oraz grzybnię szczepu 

DSM 1094.  

Z kolei obecność PR powoduje wyraźny wzrost poziomu surfaktyny w hodowli 

mieszanej zawierającej grzybnię IM 6525 (Rycina 30B) oraz istotny wzrost poziomu 

ituryny w hodowli z grzybnią DSM 1094 (Rycina 30D). 
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A)  B)  

  
C)  D)  

  
Rycina 30. Intensywność produkcji surfaktyny (A,B) i ituryny (C,D) przez bakterie 

Bacillus sp. Kol B2 w obecności grzybni F. culmorum DSM 1094 (jaśniejszy odcień) lub 

F. sambucinum IM 6525 (ciemniejszy odcień) oraz fungicydów AZ w stężeniu 250 mg L- 1 

(A,C) lub PR w stężeniu 2,4 g L-1 (B,D). Kontrolę przyjętą za 100% stanowiły wyniki 

uzyskane dla monokultury bakterii bez dodatku fungicydów. Różnice statystyczne 

oznaczano małymi literami alfabetu łacińskiego. Wartości oznaczone tą samą literą 

w ramach wykresu nie różnią się od siebie istotnie (p < 0,05).  
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Oceniono wpływ fungicydów AZ i PR na produkcję surfaktyny i ituryny 

w monokulturach szczepu Bacillus sp. Kol B3. Uzyskane wyniki wykazały, że AZ nie 

ma istotnego wpływu na produkcję badanych lipopeptydów, natomiast PR choć nie 

wpływa na poziom surfaktyny, zmniejsza produkcję ituryny o 25,3% (Rycina 31).  

Następnie przeanalizowano wpływ fungicydów na poziom biosurfaktantów 

izolowany z hodowli mieszanych (bakteryjno-grzybowych), zawierających bakterie 

Kol B3 oraz grzybnię DSM 1094 lub IM 6525.  

Stwierdzono, że obecność AZ w hodowli Kol B3 zawierającej grzybnię IM 6525 

znacząco zwiększa poziom surfaktyny (Rycina 31A). Podwyższony poziom ituryny 

w wyniku obecności AZ stwierdzono natomiast w obu hodowlach mieszanych (Rycina 

31B). Obecność PR w hodowli Kol B3 zawierającej grzybnię IM 6525 powodowała 

wzrost poziomu izolowanej z hodowli surfaktyny oraz spadek poziomu ituryny (Rycina 

31B,D). Natomiast w hodowli Kol B3 zawierającej grzybnię DSM 1094, obecność PR 

zwiększała poziom izolowanej z ituryny (Rycina 31D). 

A)  B)  

  
C)  D)  

  
Rycina 31. Intensywność produkcji surfaktyny (A,B) i ituryny (C,D) przez bakterie 

Bacillus sp. Kol B3 w obecności grzybni F. culmorum DSM 1094 (jaśniejszy odcień) lub 

F. sambucinum IM 6525 (ciemniejszy odcień) oraz fungicydów AZ w stężeniu 250 mg L- 1 

(A,C) lub PR w stężeniu 2,4 g L-1 (B,D). Kontrolę przyjętą za 100% stanowiły wyniki 

uzyskane dla monokultury bakterii bez dodatku fungicydów. Różnice statystyczne 

oznaczano małymi literami alfabetu łacińskiego. Wartości oznaczone tą samą literą 

w ramach wykresu nie różnią się od siebie istotnie (p < 0,05).  
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Oceniono wpływ fungicydów na produkcję surfaktyny i ituryny w monokulturach 

szczepu Bacillus sp. Kol B9. Stwierdzono, że zarówno AZ, jak i PR ograniczają produkcję 

obu ocenianych lipopeptydów przez bakterie tego szczepu (Rycina 32).  

Zbadano również wpływ tych fungicydów na poziom surfaktyny i ituryny 

w hodowlach mieszanych bakteryjno-grzybowych, zawierających szczep Bacillus sp. 

Kol B9 oraz grzybnię DSM 1094 lub IM 6525. Stwierdzono, że obecność AZ nie miała 

istotnego wpływu na produkcję surfaktyny i ituryny w hodowli Kol B9 zawierającej grzybnię 

DSM 1094 (Rycina 32A,C). Natomiast w hodowli Kol B9 zawierającej grzybnię IM 6525, 

obecność AZ prowadziła do obniżenia poziomu surfaktyny (Rycina 32A), jednocześnie 

nieznacznie podnosząc poziom ituryny (Rycina 32C). W przypadku fungicydu PR ustalono 

istotny wpływ jedynie w hodowli mieszanej zawierającej grzybnię DSM 1094, gdzie 

produkcja ituryny zmniejszyła się o 25% (Rycina 32D).  

 
 A)  B)  

  
C)  D)  

  
Rycina 32. Intensywność produkcji surfaktyny (A,B) i ituryny (C,D) przez bakterie 

Bacillus sp. Kol B9 w obecności grzybni F. culmorum DSM 1094 (jaśniejszy odcień) lub 

F. sambucinum IM 6525 (ciemniejszy odcień) oraz fungicydów AZ w stężeniu 250 mg L-1 

(A,C) lub PR w stężeniu 2,4 g L-1 (B,D). Kontrolę przyjętą za 100% stanowiły wyniki 

uzyskane dla monokultury bakterii bez dodatku fungicydów. Różnice statystyczne 

oznaczano małymi literami alfabetu łacińskiego. Wartości oznaczone tą samą literą 

w ramach wykresu nie różnią się od siebie istotnie (p < 0,05).  
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Zbadano wpływ AM i PR na produkcję surfaktyny i ituryny w monokulturach szczepu 

Bacillus sp. Kol L6. Stwierdzono, że dodatek AZ do monokultury Kol L6 powoduje spadek 

produkcji surfaktyny o 17,4% (Rycina 33A) jednocześnie zwiększając produkcję ituryny 

o 35,8% (Rycina 33C). Natomiast dodatek PR do hodowli Kol L6 powoduje obniżenie 

produkcji surfaktyny o 28% (Rycina 33B) nie wpływając istotnie na poziom ituryny (Rycina 

33D). 

Oceniano także wpływ fungicydów na poziom surfaktyny i ituryny wyznaczany 

w hodowlach mieszanych (bakteryjno-grzybowych), zawierających bakterie szczepu 

Bacillus sp. Kol L6 oraz grzybnię szczepu DSM 1094 lub IM 6525.  

Stwierdzono, że obecność AZ miała pozytywny wpływ na poziom surfaktyny 

w hodowli Kol L6 zawierającej grzybnię IM 6525 (Rycina 33A), a także na poziom ituryny 

w hodowli Kol L6 z zawierającej grzybnię DSM 1094 (Rycina 33C). W przypadku fungicydu 

PR, jedynym stwierdzonym efektem działania tego związku było nieznaczne podniesienie 

poziomu ituryny w hodowli Kol L6 zawierającej grzybnię DSM 1094 (Rycina 33D).  

A)  B)  

  
C)  D)  

  
Rycina 33. Intensywność produkcji surfaktyny (A,B) i ituryny (C,D) przez bakterie 

Bacillus sp. Kol L6 w obecności grzybni F. culmorum DSM 1094 (jaśniejszy odcień) lub 

F. sambucinum IM 6525 (ciemniejszy odcień) oraz fungicydów AZ w stężeniu 250 mg L-1 

(A,C) lub PR w stężeniu 2,4 g L-1 (B,D). Kontrolę przyjętą za 100% stanowiły wyniki 

uzyskane dla monokultury bakterii bez dodatku fungicydów. Różnice statystyczne 

oznaczano małymi literami alfabetu łacińskiego. Wartości oznaczone tą samą literą 

w ramach wykresu nie różnią się od siebie istotnie (p < 0,05). 
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Podsumowano uzyskane wyniki badań dotyczące wpływu syntetycznych 

fungicydów na aktywność przeciwgrzybową oraz produkcję biosurfaktantów przez cztery 

szczepy Bacillus. 

1) Fungicydy AZ i PR mogą pozytywnie wpływać na aktywność przeciwgrzybową 

wyznaczaną w hodowlach szczepów Bacillus. Wyznaczono zwiększoną 

aktywność przeciwgrzybową w obecności: 

a) fungicydu AZ w hodowlach zawierających grzybnię szczepu IM 6525 oraz 

bakterie szczepów Kol B2 lub Kol B3; oraz 

b) fungicydu PR w hodowlach zawierających grzybnię szczepu DSM 1094 lub 

IM 6525 oraz bakterie szczepu Kol B2, a także w hodowlach zawierających 

grzybnię IM 6525 i bakterie szczepu Kol B3. 

2) Fungicydy AZ i PR wywierają różnorodny wpływ na produkcję biosurfaktantów 

w monokulturach szczepów Bacillus. 

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

wpływem działania obu fungicydów, a także wzrost produkcji ituryny przez 

bakterie szczepu Kol L6 w obecności AZ. 

b) Wyznaczono spadek produkcji surfaktyny przez bakterie szczepów Kol B9 

i Kol L6 oraz na produkcję ituryny przez szczepy Kol B2 i Kol B9 pod wpływem 

działania obu użytych w badaniach fungicydów. Bakterie szczepu Kol B3 

zmniejszyły produkcję ituryny jedynie w obecności PR. 

3) Fungicydy AZ i PR mają zróżnicowany wpływ na produkcję surfaktyny i ituryny 

w hodowlach bakteryjno-grzybowych, zależny od użytych szczepów bakterii 

i grzybów. 

a) W większości układów badanych obecność fungicydów nie ma wpływu lub 

powoduje wzrost poziomu surfaktyny lub ituryny. 

b) Wyznaczono spadek poziomu surfaktyny w hodowli mieszanej bakteryjno-

grzybowej wyznaczono jedynie w obecności AZ w hodowlach zawierających 

grzybnię F. sambucinum IM 6525 oraz bakterie Kol B2 lub Kol B9. 

c) Wyznaczono spadek poziomu ituryny w hodowli mieszanej bakteryjno-

grzybowej wyznaczono jedynie w obecności PR w hodowli zawierającej 

grzybnię F. culmorum DSM 1094 i bakterie Kol B9 oraz w hodowli 

zawierającej grzybnię F. sambucinum IM 6525 i bakterie Kol B3. 

 



120 
 

W układzie badanym zawierającym bakterie szczepu Bacillus sp. Kol B3, 

grzybnię F. sambucinum IM 6525 oraz fungicyd AZ stwierdzono wzrost aktywności 

przeciwgrzybowej, wzrost poziomu surfaktyny (do poziomu porównywalnego 

do wyznaczonego dla monokultury bakteryjnej) oraz wzrost poziomu ituryny (do poziomu 

wyższego od wyznaczonego dla monokultury bakteryjnej). W związku z tym powyższy 

układ badany został wybrany do dalszych, poszerzonych badań opisanych w publikacji: 

 
Walaszczyk A, Jasińska A, Bernat P, Różalska 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 

https://www.mdpi.com/1422-0067/25/8/4175
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V.6.7. Artykuł naukowy 2 

Walaszczyk A, Jasińska A, Bernat P, Różalska 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 

 

https://www.mdpi.com/1422-0067/25/8/4175
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V.6.8. Suplement do artykułu naukowego 2 
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V.7. Produkcja cLP i aktywność przeciwgrzybowa w hodowlach 

mieszanych zawierających dwa szczepy Bacillus, prowadzonych 

w obecności syntetycznych fungicydów 

A) Ocena produkcji biosurfaktantów w hodowlach zawierających dwa szczepy 

Bacillus 

W tej części pracy jako modele badawcze stosowano 11 szczepów Bacillus.  

Analizie poddano:  

• 28 hodowli Bacillus/Bacillus złożonych 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 produkującego biosurfaktantów lub produkującego 

niewielkie ilości tych związków (szczepy DSM 3257, IM 8, Kol D10 lub 

KAS 2.7);  

• oraz dziewięć hodowli Bacillus/Bacillus złożonych z dwóch nadproducentów 

cLP-Bc.  

Przyjęto, że nadproducent cLP wytwarza dany biosurfaktant na poziomie równym 

lub większym niż 15 mg L-1. Hodowle płynne Bacillus/Bacillus w podłożu LB 

przygotowano według metody opisanej w punkcie IV.3.2. Produkcję biosurfaktantów 

oceniano wyznaczając aktywność powierzchniową płynów pohodowlanych testem DCT 

(IV.5.1). 

 Stwierdzono, że w przypadku 10 z 37 badanych hodowli mieszanych 

Bacillus/Bacillus aktywność powierzchniowa płynów pohodowlanych jest wyższa, niż w 

przypadku monokultur (Rycina 34). Wśród nich, cztery hodowle mieszane 

charakteryzujące się najwyższym wzrostem aktywności powierzchniowej (w porównaniu 

do wyników wyznaczonych w monokulturach) zawierały bakterie szczepu B. subtilis 

DSM 3257 (Rycina 34B). Te cztery układy zostały wybrane do dalszych badań 

mających na celu ocenę aktywności przeciwgrzybowej.
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D) 

 

E) 

 

Rycina 34. Aktywność powierzchniowa płynów pohodowlanych monokultur Bacillus 

i hodowli mieszanych Bacillus/Bacillus (zawierających bakterie dwóch szczepów 

Bacillus) uzyskanych po 72-godz. inkubacji.   

A-D – hodowle złożone z jednego nadproducenta cLP oraz jednego szczepu nie 

produkującego biosurfaktantów lub produkującego niewielkie ilości tych związków;  

E – hodowle złożone z dwóch nadproducentów cLP.  

Symbolem gwiazdki (*) oznaczono hodowle mieszane wykazujące wyższą aktywność 

powierzchniową od odpowiednich monokultur. 
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B) Ocena aktywności przeciwgrzybowej hodowli mieszanych 

Bacillus/Bacillus 

Aktywność przeciwgrzybową czterech par szczepów Bacillus (wybranych na 

podstawie wyników opisanych w poprzedniej sekcji tego rozdziału) oceniono wobec 

czterech szczepów z rodzaju Fusarium: F. culmorum DSM 1094, F. sambucinum 

IM 6525, F. solani IM 450 oraz F. oxysporum KKP 458. W tym celu wykorzystano płynne 

hodowle mieszane bakteryjno-grzybowe w podłożu LB przygotowane według metody 

opisanej w podrozdziale IV.3 oraz dokonano analizy aktywności przeciwgrzybowej 

na podstawie suchej biomasy grzybni (IV.6.2). 

Pomimo stwierdzonej wcześniej wyższej aktywności powierzchniowej, ustalono, 

że w większości hodowli aktywność przeciwgrzybowa w układzie zawierającym dwa 

szczepy Bacillus nie jest istotnie wyższa niż w układach zawierających komórki tylko 

jednego szczepu Bacillus (Rycina 35). Wyjątek stanowiła hodowla zawierająca grzybnię 

F. oxysporum KKP 458 oraz bakterie Bacillus sp. Kol D3 i B. subtilis DSM 3257 (Rycina 

35A). Intensywność wzrostu grzybni KKP 458 w obecności bakterii szczepu DSM 3257 

lub bakterii szczepu Kol D3 wynosiła odpowiednio 48,6 oraz 45,9%. Natomiast w hodowli 

mieszanej zawierającej oba szczepy Bacillus intensywność wzrostu grzybni spadała 

do 31,1%.  

Dlatego do następnego etapu pracy wybrano powyższy układ badany. 
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C)  

 
D)  

 
Rycina 35. Intensywność wzrostu czterech grzybni z rodzaju Fusarium w obecności 

jednego lub dwóch szczepów bakterii z rodzaju Bacillus oceniana na podstawie suchej 

biomasy po 72 godz. hodowli. Kontrolę (przyjętą za 100%) stanowiła intensywność 

wzrostu grzybni w nieobecności bakterii. 

A) Układy zawierające szczepy B. subtilis DSM 3257 oraz Bacillus sp. Kol D3.  

B) Układy zawierające szczepy B. subtilis DSM 3257 oraz Bacillus sp. Kol B9.  

C) Układy zawierające szczepy B. subtilis DSM 3257 oraz Bacillus sp. Kol L6.  

D) Układy zawierające szczepy B. subtilis DSM 3257 oraz Bacillus sp. Kol S8. 

Różnice statystyczne oznaczano małymi literami alfabetu łacińskiego.  

Wartości oznaczone tą samą literą w ramach wykresu nie różnią się od siebie istotnie 

(p < 0,05).  
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C) Wpływ syntetycznych fungicydów AZ i PR na produkcję cLP oraz 

aktywność przeciwgrzybową hodowli mieszanej Bacillus/Bacillus 

W tej części badań stosowano dwa syntetyczne fungicydy – AZ i PR. Aktywność 

przeciwgrzybową oraz produkcję surfaktyny i ituryny wyznaczano w hodowli 

zawierającej grzybnię F. oxysporum KKP 458 oraz bakterie Bacillus sp. Kol D3 

i B. subtilis DSM 3257, prowadzonej w nieobecności fungicydów lub z dodatkiem tych 

związków. Przygotowano odpowiednie układy kontrolne. Hodowle przygotowano 

w podłożu LB według metody opisanej w punkcie IV.3. Aktywność przeciwgrzybową 

oceniono używając metody opisanej w punkcie IV.6.2. Ekstrakcję surfaktyny i ituryny 

przeprowadzono za pomocą metody opisanej w IV.5.2, natomiast ilościową analizę 

powyższych związków prowadzono techniką LC–MS/MS (IV.5.3).  

Stwierdzono, że fungicydy AZ i PR nie wykazują silnej aktywności 

przeciwgrzybowej wobec grzybni F. oxysporum KKP 458 (Rycina 36). Intensywność 

wzrostu grzybni w monokulturze zawierającej AZ lub PR wynosiła kolejno 95,0 oraz 

82,6%. 

Stwierdzono, że obecność fungicydu AZ w hodowli bakteryjno-grzybowej 

zawierającej bakterie:  

• B. subtilis DSM 3257 nie ma wpływu na aktywność przeciwgrzybową; 

• Bacillus sp. Kol D3 powoduje wzrost aktywności przeciwgrzybowej 

(intensywność wzrostu grzybni spada z 45,9 na 35,5%); 

• DSM 3257 oraz Kol D3 nie ma wpływu na aktywność przeciwgrzybową. 

Stwierdzono, że obecność fungicydu PR w hodowli bakteryjno-grzybowej 

zawierającej bakterie: 

• B. subtilis DSM 3257 nie ma wpływu na aktywność przeciwgrzybową. 

• Bacillus sp. Kol D3 znacząco ogranicza aktywność przeciwgrzybową bakterii 

(intensywność wzrostu grzybni wzrasta z 45,9 na 99,8%); 

• DSM 3257 oraz Kol D3 ogranicza aktywność przeciwgrzybową bakterii 

(intensywność wzrostu grzybni wzrasta z 31,1 na 42,1%). 
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Rycina 36. Intensywność wzrostu grzybni F. oxysporum KKP 458 w 72-godz. hodowlach 

płynnych zawierających dodatek bakterii B. subtilis DSM 3257 i/lub Bacillus sp. Kol D3 

oraz fungicydów AZ (250 mg L-1) lub PR (2,4 g L-1). Kontrolę (której wyniki przyjęto za 

100%) stanowiła intensywność wzrostu grzybni w nieobecności bakterii i fungicydów 

(kolor czarny). Kolorem szarym oznaczono intensywność wzrostu grzybni w hodowlach 

bez dodatku bakterii. Odcieniami koloru zielonego oznaczono intensywność wzrostu 

grzybni w hodowlach bakteryjno-grzybowych. Różnice statystyczne oznaczano małymi 

literami alfabetu łacińskiego. Wartości oznaczone tą samą literą w ramach wykresu nie 

różnią się od siebie istotnie (p < 0,05).  

 

Dla powyższego układu badanego wykonano również analizę wpływu obecności 

syntetycznych fungicydów AZ i PR w mieszanych hodowlach bakteryjnych oraz 

bakteryjno-grzybowych na produkcję surfaktyny i ituryny.  

Stwierdzono, że produkcja surfaktyny i ituryny przez bakterie jest niższa 

w bakteryjnej hodowli mieszanej (55,9 mg L-1) niż w monokulturze Kol D3 (73,9 mg L-1) 

(Rycina 37A,C).  

Ustalono, że obecność AZ w hodowli bakteryjnej zawierającej: 

• bakterie szczepu Kol D3 powoduje spadek produkcji surfaktyny (z 73,9 na 

55,0 mg L-1) i nie ma wpływu na produkcję ituryny (Rycina 37A,C); 

• bakterie szczepów Kol D3 i B. subtilis DSM 3257 nie ma wpływu na produkcję 

surfaktyny i powoduje wzrost produkcji ituryny (z 110,9 na 172,9 mg L-1) 

(Rycina 37A,C).  

Stwierdzono, że obecność grzybni zarówno w hodowli zawierającej bakterie 

Kol D3 jak i w hodowli zawierającej bakterie Kol D3 i DSM 3257, prowadzonych 

w nieobecności fungicydów, powoduje znaczny spadek poziomu izolowanych 

biosurfaktantów (Rycina 37B,D). 
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Ustalono, że obecność AZ w hodowli bakteryjno-grzybowej zawierającej: 

• bakterie szczepu Kol D3 powoduje nieznaczny wzrost poziomu izolowanej 

z hodowli surfaktyny (z 13,1 na 20,4 mg L-1) oraz bardzo wysoki wzrost 

poziomu izolowanej ituryny (z 0 na 214,27 mg L-1) (Rycina 37B,D); 

• bakterie szczepów Kol D3 oraz DSM 3257 powoduje wzrost poziomu 

izolowanej z hodowli surfaktyny (z 1,5 na 14,5 mg L-1) oraz bardzo wysoki 

wzrost poziomu izolowanej z hodowli ituryny (z 0 na 132,5 mg L-1) (Rycina 

37B,D). 

 
A)  B)  

 

 
C)  D)  

  
Rycina 37. Produkcja surfaktyny (A,B) i ituryny (C,D) w 72-godz. płynnych hodowlach 

bakteryjnych (A,C) oraz bakteryjno-grzybowych z grzybnią F. oxysporum KKP 458 

(B,D) z dodatkiem syntetycznego fungicydu AZ (250 mg L-1). Kolorem zielonym 

oznaczono produkcję surfaktyny. Kolorem niebieskim oznaczono produkcję ituryny. 

Jaśniejsze odcienie kolorów oznaczają hodowle bakteryjne, natomiast ciemniejsze – 

hodowle bakteryjno-grzybowe. Różnice statystyczne oznaczano małymi literami alfabetu 

łacińskiego. Wartości oznaczone tą samą literą w ramach wykresu nie różnią się 

od siebie istotnie (p < 0,05).  
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Stwierdzono, że obecność PR w hodowli bakteryjnej zawierającej: 

• bakterie szczepu Kol D3 powoduje spadek produkcji surfaktyny (z 73,9 na 

44,4 mg L-1) i nie ma wpływu na produkcję ituryny; 

• bakterie szczepów Kol D3 oraz DSM 3257 powoduje spadek produkcji 

surfaktyny (z 55,9 na 41,0 mg L-1) oraz znaczny wzrost produkcji ituryny 

(z 110,9 na 212,0 mg L-1) (Rycina 38A,C). 

Ustalono, że obecność PR w hodowli bakteryjno-grzybowej zawierającej: 

• bakterie szczepu Kol D3 powoduje spadek poziomu surfaktyny (13,1 na 

4,9 mg L-1) oraz nie ma wpływu na produkcję ituryny; 

• bakterie szczepów Kol D3 oraz DSM 3257 nie ma wpływu na produkcję 

biosurfaktantów (Rycina 38B,D). 

A)  B)  

  
C)  D)  

  
Rycina 38. Produkcja surfaktyny (A,B) i ituryny (C,D) w 72-godz. płynnych hodowlach 

bakteryjnych (A,C) oraz bakteryjno-grzybowych z grzybnią F. oxysporum KKP 458 

(B,D) z dodatkiem syntetycznego fungicydu PR (2,4 g L-1). Kolorem zielonym 

oznaczono produkcję surfaktyny. Kolorem niebieskim oznaczono produkcję ituryny. 

Jaśniejsze odcienie kolorów oznaczają hodowle bakteryjne, natomiast ciemniejsze – 

hodowle bakteryjno-grzybowe. Różnice statystyczne oznaczano małymi literami alfabetu 

łacińskiego. Wartości oznaczone tą samą literą w ramach wykresu nie różnią się od 

siebie istotnie (p < 0,05).  
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V.8. Wpływ bakterii oraz ich metabolitów na przepuszczalność błon, zmiany 

w lipidomie grzybni oraz kiełkowanie zarodników 

W tej części pracy stosowano szczepy F. culmorum DSM 1094 i F. sambucinum 

IM 6525, cztery szczepy Bacillus (Kol B2, Kol B3, Kol B9, Kol L6) oraz szczep 

P. koreensis ASK 10. 

V.8.1. Przepuszczalność błon grzybni Fusarium 

Hodowle w podłożu płynnym przygotowywano według metody opisanej 

w podrozdziale IV.3.4, natomiast analizę przepuszczalności błon wykonano zgodnie 

z metodą opisaną w podrozdziale IV.6.3. Układami kontrolnymi były hodowle grzybów 

prowadzone w nieobecności bakterii. 

Stwierdzono, że grzybnie obu badanych szczepów Fusarium wyizolowane 

z hodowli prowadzonych w obecności szczepów bakteryjnych charakteryzują się 

podwyższoną (w porównaniu do kontroli) przepuszczalnością błon komórkowych 

(Rycina 39). Najwyższy wzrost przepuszczalności błon powodowany był przez bakterie 

trzech szczepów Bacillus: Kol B3, Kol B9 oraz Kol L6. Stwierdzono korelację 

powyższych wyników z wynikami dotyczącymi wyznaczonej aktywności wcześniej 

przeciwgrzybowej w płynnych hodowlach mieszanych (V.2.2). 

A) B) 

  

Rycina 39. Przepuszczalność błon grzybni A) F. culmorum DSM 1094 oraz 

B) F. sambucinum IM 6525 wyizolowanej z 72-godz. hodowli płynnych prowadzonych 

w obecności bakterii z rodzaju Bacillus lub Pseudomonas. Kontrole (przyjęte za 100% 

i oznaczone kolorem białym) stanowiły wyniki uzyskane dla hodowli grzybni 

prowadzonych w nieobecności bakterii. Różnice statystyczne oznaczano małymi literami 

alfabetu łacińskiego. Wartości oznaczone tą samą literą w ramach wykresu nie różnią 

się 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 jakościowej i ilościowej 

analizy fosfolipidów, wykorzystując biomasę uzyskaną z 72-godz. hodowli płynnych 

(zarówno monokultur F. culmorum DSM 1094 i F. sambucinum IM 6525, jak i hodowli 

mieszanych bakteryjno-grzybowych) (IV.3.3; IV.3.4). Przeanalizowano wpływ obecności 

bakterii czterech szczepów Bacillus (Kol B2, Kol B3, Kol B9 i Kol L6) i szczepu 

P. koreensis ASK 10 na lipidom grzybni szczepów DSM 1094 oraz IM 6525. Ekstrakcję 

i analizę fosfolipidów wykonano zgodnie z metodą opisaną w podrozdziale IV.6.4.   

Analiza lipidomiczna wykazała, że w błonach grzybni obu badanych szczepów 

Fusarium dominują fosfatydylocholina (PC) i fosfatydyloetanoloamina (PE) (Tabela 14). 

Stwierdzono także, że grzybnie badanych szczepów Fusarium różnią się stosunkiem 

zawartości PC do PE (który wynosi 1:0,9 oraz 1:0,6 odpowiednio dla F. culmorum 

DSM 1094 i F. sambucinum IM 6525). Nie stwierdzono innych klas fosfolipidów w próbie 

kontrolnej grzybni szczepu DSM 1094. Natomiast w przypadku grzybni IM 6525 

stwierdzono nieznaczną zawartość (0,04%) fosfatydyloglicerolu (PG) (Rycina 40). 

 

Tabela 14. Stosunek zawartości PC do PE w błonach grzybni F. culmorum DSM 1094 

oraz F. sambucinum IM 6525 wyizolowanych z biomasy pochodzącej  z 72-godz. 

hodowli prowadzonych w podłożu LB w nieobecności lub z dodatkiem bakterii 

wybranych szczepów bakteryjnych. 

   Hodowla grzybowa 
Stosunek PC do PE * 

F. culmorum DSM 1094 F. sambucinum IM 6525 

Bez dodatku bakterii   1 : 0,9   1 : 0,6 

+ P. koreensis ASK 10   1 : 1,4   1 : 0,8 

+ Bacillus sp. Kol B2   1 : 1,4   1 : 0,8 

+ Bacillus sp. Kol B3   1 : 1,6   1 : 0,9 

+ Bacillus sp. Kol B9   1 : 0,8   1 : 0,9 

+ Bacillus sp. Kol L6   1 : 0,7   1 : 1 

* Odchylenie standardowe wynosiło ≤ 0,13 

 

Stwierdzono, że obecność bakterii szczepów P. koreensis ASK 10, Bacillus sp. 

Kol B2 lub Bacillus sp. Kol B3 w hodowli F. culmorum DSM 1094 powoduje zmianę 

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 wpływ bakterii 
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na zmianę stosunku PC do PE (z 1:0,6 na 1:1) stwierdzono w próbach biomasy grzybni 

uzyskanej z hodowli mieszanej zawierającej bakterie Bacillus sp. Kol L6. Uzyskane 

wyniki wskazały, że w błonach komórkowych grzybni hodowanych w obecności 

niektórych szczepów bakteryjnych dochodzi do wzrostu zawartości PE w stosunku 

do PC.   

Poza PC i PE charakterystycznymi dla grzybów, w analizowanych próbach 

uzyskanych z hodowli bakteryjno-grzybowych wyznaczono obecność fosfolipidów 

charakterystycznych dla bakterii (oznaczonych na Rycinie 40 jako „PE 15” oraz 

„PG 15”). Udział procentowy bakteryjnych fosfolipidów w powyższych próbach zależał 

zarówno od szczepu Fusarium jak i szczepu bakteryjnego. W przypadku prób 

zawierających grzybnię F. culmorum DSM 1094 fosfolipidy charakterystyczne dla 

bakterii wyizolowano z hodowli powyższego grzyba namnażanego z dodatkiem bakterii 

Kol B2, Kol B3 lub Kol B9. Z kolei w próbach zawierających grzybnię F. sambucinum 

IM 6525 udział fosfolipidów bakteryjnych stwierdzono w próbach uzyskanych z hodowli 

mieszanych zawierających bakterie Kol B3, Kol B9 lub Kol L6. Najwyższy udział 

procentowy fosfolipidów bakteryjnych w próbach obu badanych grzybów wyznaczono 

w obecności bakterii Bacillus sp. Kol B3. Wynik ten może wskazywać, że bakterie Kol B3 

w porównaniu do pozostałych szczepów bakteryjnych użytych w badaniu silniej 

zdominowały środowisko prowadzonych hodowli mieszanych. 
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A) 

 

B) 

 
 

Rycina 40. Porównanie zawartości procentowej fosfolipidów wyizolowanych z prób biomasy 

uzyskanych z 72-godz. hodowli płynnych A) F. culmorum DSM 1094 oraz B) F. sambucinum 

IM 6525. Grzybnię namnażano w monokulturach lub hodowlach z dodatkiem wybranych 

szczepów bakteryjnych. Czerwonym konturem oznaczono fosfolipidy charakterystyczne dla 

bakterii. Przyjęto następujące oznaczenia:  

PC 16 – fosfatydylocholiny zawierające kwasy tłuszczowe (16:0 i 18:2) oraz (16:0 i 18:1); 

PC 18 – fosfatydylocholiny zawierające kwasy tłuszczowe (18:3 i 18:2); (18:2 i 18:2); (18:2 i 18:1); 

(18:1 i 18:1) oraz (18:0 i 18:2);  

PE 16 – fosfatydyloetanoloaminy zawierające kwasy tłuszczowe (16:1 i 18:2); (16:0 i 18:3); (16:0 

i 18:2) oraz (16:0 i 18:1);  

PE 18 – fosfatydyloetanoloaminy zawierające kwasy tłuszczowe (18:3 i 18:2); (18:3 i 18:1); (18:2 

i 18:2); (18:2 i 18:1) oraz (18:1 i 18:1);  

PE 15 – fosfatydyloetanoloaminy zawierające kwasy tłuszczowe (15:0 i 16:0) oraz (15:0 i 16:1); 

PG 15 – fosfatydyloglicerole zawierające kwasy tłuszczowe (15:0 i 16:1) oraz (15:0 i 15:1). 
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Analiza wyników wykazała zróżnicowany wpływ badanych szczepów bakteryjnych 

na zawartość poszczególnych fosfolipidów w próbach. W przypadku hodowli zawierających 

grzybnię F. culmorum DSM 1094, obecność bakterii Kol L6 najmniej wpływała na 

zawartości poszczególnych fosfolipidów charakterystycznych dla grzybów (Rycina 41A). 

Z kolei obecność bakterii szczepu Kol B2 w hodowli powyższego grzyba znacząco 

zmieniała poziom identyfikowanych fosfolipidów PC 18:1 18:1; PE 16:0 18:2 oraz PE 18:1 

18:1, podczas gdy szczep Kol B3 wykazywał największy wpływ na zawartość PC 18:2 18:2 

oraz PG 15:0 16:1.  

W przypadku prób zawierających grzybnię F. sambucinum IM 6525 odnotowano 

jedynie niewielkie różnice względnej zawartości fosfolipidów pomiędzy próbami 

wyizolowanymi z poszczególnych hodowli mieszanych (Rycina 41B). Stwierdzono, 

że wszystkie wykorzystane w badaniu szczepy bakteryjnie najsilniej wpływają na względną 

zawartość fosfolipidu PE 18:1 18:1 w próbach zawierających F. sambucinum IM 6525. 

 A) 

 

B) 

 
 

Rycina 41. Porównanie zawartości fosfolipidów 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 

liczbę przedstawionych fosfolipidów do tych, których zawartość procentowa była wyższa 

niż 10%. 
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V.8.3. Kiełkowanie zarodników Fusarium 

Oceniono wpływ metabolitów produkowanych przez szczep P. koreensis ASK 10 

oraz cztery szczepy Bacillus (Kol B2, Kol B3, Kol B9 oraz Kol L6) na kiełkowanie 

zarodników F. culmorum DSM 1094 i F. sambucinum IM 6525. W tym celu 

wykorzystano płyny pohodowlane uzyskane z bakteryjnych hodowli płynnych 

przygotowanych według metody opisanej w podrozdziale IV.3.4. Kiełkowanie 

zarodników badano zgodnie z metodą opisaną w punkcie IV.6.5. W próbach kontrolnych 

jako środowisko kiełkowania zarodników stosowano mieszaninę podłoża LB i wody 

(1:1 v/v), natomiast w próbach badanych używano mieszaniny supernatantów oraz wody 

(1:1 v/v). 

Obserwacje mikroskopowe wskazały, że:  

• grzybnia szczepu F. culmorum DSM 1094 wytwarza zarodniki 

makrokonidialne, natomiast grzybnia szczepu F. sambucinum IM 6525 

produkuje zarodniki mikrokonidialne; 

• gęstość zarodników szczepu IM 6525 w próbach otrzymanych po zmyciu 

powierzchni grzybni hodowanej na podłożu zestalonym agarem jest około 

100 razy wyższa niż w przypadku gęstości zarodników szczepu 

DSM 1094; 

• zgodnie z obserwacją wykonaną po 24 godz. inkubacji, zarodniki szczepu 

IM 6525 kiełkują w próbach kontrolnych (w nieobecności bakteryjnych 

metabolitów) wolniej niż zarodniki szczepu DSM 1094. 

Uzyskane wyniki wykazały, że metabolity bakteryjne obecne w supernatantach 

mają wpływ zarówno na liczbę zarodników obecnych w próbie jak i na przebieg ich 

kiełkowania (Rycina 42). Stwierdzono, że metabolity produkowane przez bakterie 

P. koreensis ASK 10 nie hamują kiełkowania zarodników F. culmorum DSM 1094, 

a jedynie ograniczają liczbę i rozwój strzępek w środowisku wzrostu. Analiza 

mikroskopowa powyższej próby wykazała obecność długich, rozgałęzionych strzępek 

(Rycina 43B; Rycina 44). Ustalono, że metabolity produkowane przez bakterie 

Bacillus sp. Kol B2 silniej hamują kiełkowanie zarodników DSM 1094 w porównaniu do 

prób zawierających płyn pohodowlany szczepu ASK 10. W obrazie mikroskopowym 

powyższej próby zaobserwowano pojedyncze krótkie strzępki o nielicznych 

rozgałęzieniach (Rycina 43C; Rycina 44). Najbardziej interesujące wyniki uzyskano 

w przypadku prób zawierających metabolity bakterii Bacillus sp. Kol B3 lub Bacillus sp. 

Kol L6, gdzie stwierdzono całkowitą eliminację zarodników szczepu DSM 1094. Z kolei 

metabolity produkowane przez bakterie Bacillus sp. Kol B9, choć nie hamowały 



155 
 

kiełkowania zarodników grzybni DSM 1094, to znacząco hamowały rozwój strzępek 

(Rycina 43D; Rycina 44). 

Podobne wyniki uzyskano w oparciu o obserwacje kiełkowania zarodników 

szczepu F. sambucinum IM 6525. Największe ograniczenie kiełkowania zarodników 

odnotowano w obecności metabolitów szczepów Bacillus sp. Kol B3 lub Bacillus sp. 

Kol L6. Z kolei najmniejszy wpływ na przebieg tego procesu wyznaczono stosując 

supernatanty uzyskane z hodowli szczepów P. koreensis ASK 10 (Rycina 45B; Rycina 

46) i Bacillus sp. Kol B2 (Rycina 45C; Rycina 46).  

 
A) 

 

B) 

 
Rycina 42. Wpływ metabolitów produkowanych przez bakterie ryzosferowe na 

kiełkowanie zarodników A) F. culmorum DSM 1094 oraz B) F. sambucinum IM 6525. 

Próby kontrolne stanowiły zarodniki inkubowane w mieszaninie podłoża LB i wody 

(1:1 v/v). Próbami badanymi były zarodniki inkubowane w mieszaninach płynu 

pohodowlanego otrzymanego z 72-godz. hodowli właściwej wybranych szczepów 

bakteryjnych oraz wody (1:1 v/v). Za 100% przyjęto liczbę wszystkich zarodników 

obecnych w próbie kontrolnej. Różnice statystyczne oznaczano małymi literami alfabetu 

łacińskiego. Wartości oznaczone tą samą literą w ramach wykresu nie różnią się od 

siebie istotnie (p < 0,05).  
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A) B) 

  

C) D) 

  

Rycina 43. Kiełkowanie zarodników grzybni F. culmorum DSM 1094 w A) układzie 

kontrolnym; lub w obecności płynów pohodowlanych B) P. koreensis ASK 10; 

C) Bacillus sp. Kol B2; D) Bacillus sp. Kol B9. 

 

 

Rycina 44. Średnia długość strzępek grzybni F. culmorum DSM 1094 po 48-godz. inkubacji 

zarodników w mieszaninie płynu pohodowlanego (uzyskanego po 72-godz. hodowli bakterii 

Bacillus lub Pseudomonas) i wody (50/50 v/v). Kontrolę stanowiły zarodniki inkubowane 

w mieszaninie podłoża LB i wody (50/50 v/v). 
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A) B) 

  

C) D) 

  

Rycina 45. Kiełkowanie zarodników grzybni F. sambucinum IM 6525 w A) układzie 

kontrolnym; lub w obecności płynów pohodowlanych B) P. koreensis ASK 10; 

C) Bacillus sp. Kol B2; D) Bacillus sp. Kol B9. 

 

 

Rycina 46. Średnia długość strzępek grzybni F. sambucinum IM 6525 po 48-godz. inkubacji 

zarodników w mieszaninie płynu pohodowlanego (uzyskanego po 72-godz. hodowli bakterii 

Bacillus lub Pseudomonas) i wody (50/50 v/v). Kontrolę stanowiły zarodniki inkubowane 

w mieszaninie podłoża LB i wody (50/50 v/v).

a

b
c

d
c

d
0

200

400

600

800

1000

1200

1400

1600

1800

Kontrola + ASK10 + Kol B2 + Kol B3 + Kol B9 + Kol L6

Ś
re

d
n
ia

 d
łu

g
o
ś
ć
 

s
tr

z
ę
p
k
i 
[µ

m
]



158 
 

V.9. Ocena aktywności przeciwgrzybowej wybranych szczepów Bacillus wobec 

grzybów Fusarium z wykorzystaniem nasion ogórka siewnego 

Przeprowadzono ocenę wpływu wstępnej inkubacji (zaprawiania) nasion ogórka 

siewnego w zawiesinie bakterii wybranych szczepów Bacillus na kiełkowanie nasion oraz 

intensywność wzrostu siewek zarówno w obecności jak i nieobecności zarodników Fusarium. 

Badania przeprowadzono w doniczkach z użyciem gleby, zgodnie z metodą opisaną 

w podrozdziale IV.11C. Intensywność wzrostu siewek i ich korzeni oceniano na podstawie 

suchej biomasy. Celem badań było sprawdzenie, czy komórki wybranych szczepów bakterii 

umieszczone na powierzchni nasion ogórka siewnego mogą skutecznie chronić siewki przed 

negatywnym wpływem fitopatogenów F. culmorum DSM 1094 lub F. sambucinum IM 6525 

(których zarodniki dodawano do gleby).  

Do doświadczenia wybrano trzy szczepy Bacillus: Kol B2, Kol B3 oraz Kol B9, 

ze względu na wykazywane przez nie różnorodne mechanizmy aktywności przeciwgrzybowej 

oraz ustalony we wcześniejszym etapie badań brak negatywnego wpływu na rozwój korzeni 

siewek ogórka siewnego (Tabela 15).  

 
Tabela 15. Skrócone podsumowanie wyników dotyczących szczepów Bacillus wybranych do 

badań opisanych w niniejszej części pracy. 

Szczep 

Bacillus 

Produkcja 

lipopeptydów  

[+ / −] 

Produkcja VOCs 

hamujących 

wzrost grzybni 

powierzchniowej 

DSM 1094 

[+ / −] 

Ograniczenie 

wzrostu 

grzybni w 

hodowlach 

płynnych [%] 

Zdolność 

do 

kolonizacji 

strzępek  

IM 6525 

Wpływ na 

kiełkowanie 

zarodników 

grzybni 

Wpływ 

na 

wzrost 

korzeni 

ogórka 

** 
Surf. Itur. Feng. 

DSM 

1094 

IM 

6525 

Kol B2 + + + − 40,8 49,3 + 

ograniczenie 

wzrostu i 

rozwoju 

strzępek 

brak 

Kol B3 + + + + 70,7 69,8 − 
liza 

zarodników 
+ 

Kol B9 + + + − 80,8 65,0 + 

ograniczenie 

kiełkowania 

zarodników 

+++ 
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Oceniono wpływ badanych szczepów bakterii na kiełkowanie nasion ogórka 

siewnego w układach bez dodatku zarodników badanych szczepów Fusarium. 

Stwierdzono, że wstępna inkubacja (zaprawianie) nasion w zawiesinie bakterii Bacillus 

nie powodowała wzrostu intensywności kiełkowania nasion (w porównaniu do kontroli 

zawierającej nasiona niezaprawione) (Rycina 47). W obecności bakterii szczepów 

Kol B2 oraz Kol B9 nasiona kiełkowały na poziomie porównywalnym do kontroli, 

natomiast zaprawienie nasion szczepem Kol B3 nieznacznie ograniczyło kiełkowanie 

w porównaniu z kontrolą.  

Oceniono także wpływ obecności zarodników F. culmorum DSM 1094 lub 

F. sambucinum IM 6525 w glebie na kiełkowanie nasion niezaprawionych bakteriami. 

Stwierdzono, że w glebie z zawierającej zarodniki DSM 1094 lub IM 6525 kiełkowanie 

nasion ogórka siewnego jest ograniczane odpowiednio do 56,7 oraz 16,7% (Rycina 47; 

Rycina 49A; Rycina 50A). 

Analiza wpływu zaprawiania nasion ogórka na kiełkowanie w glebie z dodatkiem 

zarodników badanych szczepów Fusarium wykazała, że bakterie szczepów Kol B2 oraz 

Kol B9 ograniczają negatywny wpływ obu badanych grzybni. Szczególnie obecność 

bakterii szczepu Kol B9 na powierzchni nasion ogórka przyniosła pozytywny efekt, 

sprawiając, że nasiona kiełkowały w obecności zarodników grzybni z porównywalną 

intensywnością jak w układach bez zarodników grzybni. 

 
 

Rycina 47. Wpływ wstępnej inkubacji (zaprawiania) nasion ogórka siewnego w wodnej 

zawiesinie bakterii Bacillus na kiełkowanie nasion w glebie z dodatkiem lub bez 

zarodników F. culmorum DSM 1094 lub F. sambucinum IM 6525. Oceny dokonano po 

120 godz. inkubacji w glebie. Kontrolę (przyjętą za 100%) stanowił wynik uzyskany dla 

nasion niezaprawionych bakteriami inkubowanych w glebie bez dodatku zarodników 

DSM 1094 oraz IM 6525. Różnice statystyczne oznaczano małymi literami alfabetu 

łacińskiego. Wartości oznaczone tą samą literą w ramach wykresu nie różnią się od 

siebie istotnie (p < 0,05).
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Oceniono także wpływ zaprawiania nasion ogórka siewnego na intensywność 

wzrostu siewek i ich korzeni w nieobecności i obecności zarodników F. culmorum 

DSM 1094 lub F. sambucinum IM 6525. Stwierdzono, że zastosowane w badaniu 

szczepy Bacillus nie mają istotnego wpływu na średnią biomasę siewek ogórka i ich 

korzeni w układach bez dodatku zarodników badanych grzybni Fusarium (Rycina 48).  

A) 

 

B) 

 
 

Rycina 48. Wpływ wstępnej inkubacji (zaprawiania) nasion ogórka siewnego w wodnej 

zawiesinie bakterii Bacillus na  intensywność wzrostu A) siewek ogórka oraz B) korzeni 

siewek ogórka w  glebie z dodatkiem lub bez zarodników F. culmorum DSM 1094 lub 

F. sambucinum IM 6525. Oceny dokonano po 120 godz. inkubacji w glebie, na podstawie 

suchej biomasy. Kontrolę stanowił wynik uzyskany dla nasion niezaprawionych 

bakteriami inkubowanych w glebie bez dodatku zarodników DSM 1094 oraz IM 6525. 

Różnice statystyczne oznaczano małymi literami alfabetu łacińskiego. Wartości 

oznaczone tą samą literą w ramach wykresu nie różnią się od siebie istotnie (p < 0,05).  
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W porównaniu do zarodników F. culmorum DSM 1094, dodatek zarodników 

F. sambucinum IM 6525 do gleby powodował drastyczne ograniczenie nie tylko 

kiełkowania ale i średniej biomasy siewek ogórka i ich korzeni (Rycina 48; Rycina 49A; 

Rycina 50A).  

Ustalono, że zaprawienie nasion ogórka którymkolwiek z badanych szczepów 

Bacillus ogranicza negatywny wpływ użytych w badaniu zarodników Fusarium 

na średnią intensywność wzrostu siewek i ich korzeni (Rycina 48; Rycina 49; Rycina 

50). 

Biorąc pod uwagę zarówno wyniki dotyczące kiełkowania nasion, jak i wyniki 

dotyczące intensywności wzrostu siewek ogórka (szczególnie przedstawione na Rycina 

50) stwierdzono, że szczep Bacillus sp. Kol B9 wykazuje najwyższy potencjał 

aplikacyjny ze wszystkich badanych szczepów.  
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A)  B)  

  

C)  D)  

  

Rycina 49. Siewki ogórka siewnego po 120-godz. inkubacji nasion w glebie z dodatkiem zarodników F. culmorum DSM 1094.  

Nasiona: A) nie inkubowane w zawiesinie bakteryjnej; B)  wstępnie inkubowane w zawiesinie Bacillus sp. Kol B2; C)  wstępnie inkubowane w zawiesinie 

Bacillus sp. Kol B3 oraz D)  wstępnie inkubowane w zawiesinie Bacillus sp. Kol B9. Zdjęcia wykonano dla siewek pobranych z trzech powtórzeń 

(30 nasion). 
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A)  B) 

  

C)  D)  

  
 

Rycina 50. Siewki ogórka siewnego po 120-godz. inkubacji nasion w glebie z dodatkiem zarodników F. sambucinum IM 6525.  

Nasiona: A) nie inkubowane w zawiesinie bakteryjnej; B)  wstępnie inkubowane w zawiesinie Bacillus sp. Kol B2; C)  wstępnie inkubowane w zawiesinie 

Bacillus sp. Kol B3 oraz D)  wstępnie inkubowane w zawiesinie Bacillus sp. Kol B9. Zdjęcia wykonano dla siewek pobranych z trzech powtórzeń 

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

z wykorzystaniem produktów ubocznych przemysłu spożywczego 

W ostatnim etapie pracy opracowano skład podłoża służącego do efektywnego 

namnażania bakterii o stwierdzonym w poprzednim rozdziale (V.9) wysokim potencjale 

aplikacyjnym (Bacillus sp. Kol B9). Przygotowano 36 wariantów płynnych podłoży 

zawierających: wodny ekstrakt skórki marchwi, 10% wody roztwór tryptonu oraz wodną 

zawiesinę drożdży odpadowych (III.2.6). Powyższe składniki mieszano w różnych 

proporcjach, a po uzupełnieniu wodą destylowaną oraz doprowadzeniu pH do wartości 

7, podłoża sterylizowano. Liczbę bakterii w 1 mL hodowli określano na podstawie liczby 

jednostek tworzących kolonię na podłożu bulionowym zestalonym agarem, stosując 

metodę opisaną w podrozdziale IV.4.2. Uzyskane wyniki porównywano z wynikami 

uzyskanymi dla hodowli prowadzonej w podłożu LB. 

Stwierdzono, że podłoża zawierające 0,5% wodnego ekstraktu marchwi i  2 lub 

5% wodnej zawiesiny drożdży skutkowały najbardziej intensywnym wzrostem bakterii 

szczepu Kol B9 (Tabela 16). Największą liczbę komórek bakteryjnych wyznaczono 

w hodowli prowadzonej w podłożu zawierającym 0,5% ekstraktu ze skórki marchwi, 

5% zawiesiny drożdży oraz 0,1% tryptonu. W powyższej hodowli liczba bakterii 

osiągnęła 30,63 × 10⁷ komórek/mL, co stanowiło ponad dwukrotny wzrost w porównaniu 

do hodowli prowadzonej w podłożu LB, w której odnotowano 13,2 × 10⁷ komórek/mL. 

W podsumowaniu wyników stwierdzono, że produkty uboczne przemysłu 

spożywczego, takie jak drożdże odpadowe uzyskane po produkcji piwa czy skórki 

z marchwi, mogą być wykorzystane do opracowania efektywnego i ekologicznego 

podłoża wzrostowego zapewniającego intensywny wzrost biomasy Bacillus sp. Kol B9.   
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Tabela 16. Liczba komórek Bacillus sp. Kol B9 w 1 mL 24-godz. hodowli w podłożach 

zawierających różne proporcje produktów ubocznych przemysłu spożywczego (wodną 

zawiesinę drożdży, 10% roztworu tryptonu oraz wodny ekstraktu ze skórki marchwi). 

Liczba komórek w hodowli kontrolnej prowadzonej w podłożu LB wynosiła 13,2 × 107. 

Ekstrakt ze 
skórki 

marchwi [%] 
Trypton [%] 

Wodna zawiesina drożdży 

0,1% 1% 2% 5% 

Liczba komórek Bacillus sp. Kol B9 × 107  
w 1 mL hodowli 

0,25 

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

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

1 4,60 3,44 9,90 7,73 

0,5 

0 0,76 6,09 23,63 21,17 

0,1 0,34 3,70 14,33 30,63 

1 0,40 5,04 14,13 19,43 

1 

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

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 rozległej wiedzy na temat bakterii PGPR, do których należą między 

innymi niektóre szczepy Bacillus i Pseudomonas, zdolność tych drobnoustrojów 

do produkcji biosurfaktantów i wykorzystywania ich w walce z patogenami grzybowymi 

(szczególnie w obecności zanieczyszczeń antropogenicznych w środowisku) wciąż 

wymaga dalszych badań.  

W początkowych etapach niniejszej pracy stosowano 80 szczepów bakteryjnych 

– 77 szczepów Bacillus i trzy szczepy Pseudomonas. Wyznaczono profile produkcji 

biosurfaktantów oraz oceniono aktywność przeciwgrzybową wobec dwóch grzybów – 

F. culmorum DSM 1094 i F. sambucinum IM 6525. Wraz z postępem pracy stopniowo 

zawężano pulę szczepów bakteryjnych wybieranych do realizacji kolejnych badań. 

Wyboru dokonywano w oparciu o różnorodne kryteria, do których między innymi 

należały: miejsce izolacji szczepu, profil i poziom produkcji cLP, aktywność 

przeciwgrzybowa, zdolność do degradacji zanieczyszczeń oraz wpływ na kiełkowanie 

nasion i wzrost siewek ogórka siewnego.  

Zastosowane w pracy szczepy bakterii pochodziły ze środowisk potencjalnie 

różniących się poziomem zanieczyszczenia związkami pochodzenia 

antropogenicznego. W puli ocenianych szczepów bakteryjnych znalazły się zarówno 

izolaty pochodzące z gleby ryzosferowej, pobranej z terenów wiejskich i leśnych, 

jak i z terenów miejskich. W większości, do analiz wybrane zostały szczepy z terenów 

wiejskich i leśnych (65 z 80 szczepów), z uwagi na wysoką aktywność powierzchniową 

płynów pohodowlanych oraz na profil produkcji cLP. Poziom zanieczyszczenia gleby 

w dużym stopniu determinuje skład i bioróżnorodność społeczności bakteryjnych, które 

ją zamieszkują (Sazykina i in. 2022). Tym samym, gleba z terenów wiejskich i leśnych 

może charakteryzować się bardziej zróżnicowaną mikrobiotą. W kontekście rolnictwa 

i ochrony roślin, bakterie z terenów wiejskich mogą być lepiej przystosowane 

do warunków, w jakich byłby stosowane jako biofungicydy. 

Do badań wybrano w większości szczepy Bacillus zdolne do produkcji dwóch lub 

trzech biosurfaktantów o budowie cLP, z uwagi na doniesienia literaturowe, według 

których cLP-Bc mogą wzajemnie wzmacniać i wspomagać swoje działanie 

przeciwgrzybowe. Na przykład, w wyniku badań nad hamowaniem rozwoju 

fitopatogennego wobec ziemniaka szczepu Phytophthora infestans W101, Wang i in. 

(2020) stwierdzili, że produkowane przez szczep B. pumilus W-7 surfaktyna i fengicyna 

wykazują zdolność do synergistycznego hamowania wzrostu badanej grzybni. W efekcie 

tej pracy ustalono, że surfaktyna bierze udział w indukcji ISR, podczas gdy fengicyna 

przede wszystkim odpowiada za deformację komórek grzybowych, indukcję stresu 
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oksydacyjnego oraz destabilizację działania mitochondriów. Podobnie, w badaniach nad 

działaniem surfaktyny, fengicyny i mykosubtiliny, prowadzonych przez Mihalache i in. 

(2018), stwierdzono wzmocniony efekt działania mykosubtiliny i surfaktyny wobec 

fitopatogennego szczepu F. oxysporum f. sp. iridacearum. Połączenie powyższych 

związków znacznie zwiększało aktywność przeciwgrzybową, szczególnie w niskich 

stężeniach. Z kolei Liu i in. (2014a), w wyniku badań nad synergistycznym działaniem 

różnych cLP-Bc wobec fitopatogennych grzybów wykazali, że interakcje pomiędzy 

poszczególnymi biosurfaktantami mogą wywoływać efekty addytywne, synergistyczne 

lub negatywne (zależnie od zastosowanego szczepu grzybowego). Autorzy podkreślili, 

że korzyści płynące z działania szczepów produkujących różne cLP powinny być 

oceniane indywidualnie dla każdego szczepu. 

W puli wybranych szczepów w większości znalazły się izolaty zdolne do produkcji 

fengicyny oraz nadprodukcji surfaktyny i ituryny (przyjęto, że jest to poziom nie niższy 

niż 15 mg L-1). W literaturze naukowej istnieje niewiele prac, które opisują jednoczesną 

produkcję surfaktyny, ituryny i fengicyny przez bakterie Bacillus. W pracy autorstwa 

Jasim i in. (2016) wykorzystano technikę PCR oraz LC–MS/MS do potwierdzenia, 

że endofityczny szczep Bacillus sp. BmB 9 jest zdolny do jednoczesnej produkcji 

surfaktyny, ituryny i fengicyny. Nie wykonano jednak analizy ilościowej tych związków. 

W pracy Paraszkiewicz i in. (2017) badano zdolność sześciu szczepów Bacillus 

do produkcji surfaktyny, ituryny i fengicyny. Wykorzystując technikę LC–MS/MS 

do ilościowej oceny surfaktyny i ituryny oraz technikę MALDI–TOF/TOF do jakościowej 

oceny produkcji fengicyny wyznaczono, że spośród sześciu badanych szczepów, 

trzy wykazywały zdolność do produkcji wszystkich trzech cLP. 

Warto zaznaczyć, że szczepy Bacillus zdolne są do wytwarzania innych niż cLP-

Bc metabolitów wtórnych, zdolnych do ograniczania wzrostu grzybni (Caulier i in. 2019). 

W związku z tym, poza szczepami Bacillus produkującymi jednocześnie surfaktynę, 

iturynę i fengicynę, do badań wybrano również szczepy zdolne do produkcji tylko dwóch 

lub jednego z powyższych cLP-Bc oraz takie szczepy, w hodowlach których nie 

stwierdzono produkcji cLP-Bc. Wybór ten opierał się na chęci zbadania szczepów 

o różnorodnych uzdolnieniach metabolicznych. 

Wśród szczepów stosowanych w niniejszej pracy, najwyższym poziomem 

produkcji surfaktyny (109,2 mg L-1) charakteryzował się szczep Kol B1. 

Dane literaturowe wskazują, że wyznaczany poziom produkcji danego biosurfaktanta 

zależy od wielu czynników, między innymi od czasu prowadzenia hodowli, składu 

podłoża, a także sposobu ekstrakcji. Na przykład w pracy autorstwa Płazy i in. (2015) 

dla szczepu B. subtilis KP7 ustalony poziom produkcji surfaktyny wynosił 40,2 mg L-1, 

przy czym związek ten izolowano z 48-godz. hodowli w podłożu LB stosując wstępne 
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zakwaszenie płynu pohodowlanego, a następnie ekstrakcję mieszaniną octanu etylu 

i metanolu. W pracy Paraszkiewicz i in. (2017) zastosowanie techniki QuEChERS do 

ekstrakcji surfaktyny oraz wydłużenie czasu hodowli szczepu KP7 do 72 godz. 

powodowało, że poziom izolowanej z płynu pohodowlanego surfaktyny wzrósł do 

61,5 mg L-1. Z kolei wydłużenie czasu hodowli tego szczepu do 96 godz. W podłożu LB 

powodowało, że wyznaczany poziom surfaktyny wynosił 100,3 mg L-1 

(Paraszkiewicz i in. 2018). Dodatkowo, w powyższej pracy stwierdzono, że produkcja 

surfaktyny przez szczep KP7 wzrasta dwukrotnie jeśli bakterie zamiast w podłożu LB 

hodowane są w podłożu Coopera. Jung i in. (2012) ustalili, że wyizolowany ze 

środowiska (dziki) szczep B. subtilis 1012WT produkuje 21,0 mg L-1 surfaktyny, 

natomiast, mutant charakteryzujący się nadekspresją genów sygnalizacji 

pozakomórkowej bakterii, wydziela 6-krotnie więcej tego związku (135,1 mg L-1). Istnieją 

również dane literaturowe, wskazujące, że niektóre szczepy Bacillus bezpośrednio 

izolowane ze środowiska także są zdolne bardzo wysokiej produkcji biosurfaktantów. 

Przykładem może być szczep B. subtilis #573 wyizolowany z próby ropy naftowej 

pochodzącej z szybu wiertniczego w Brazylii (Gudiña i in. 2012). Bakterie tego szczepu 

były zdolne do produkcji aż 1,3 g L-1 surfaktyny podczas hodowli w podłożu CSL 

(ang. Corn Steep Liquor) zawierającym jako główny składnik odżywczy wyciąg 

namokowy kukurydzy (Gudiña i in. 2015). Dodatkowo, wykazano, że produkcję 

surfaktyny przez szczep #573 można zwiększyć do poziomu 4,4 g L-1 wprowadzając 

do podłoża jony manganu.   

W przypadku szczepów Bacillus badanych w niniejszej pracy najwyższe poziomy 

produkcji ituryny wynoszące 517,1 oraz 420,1 mg L-1 ustalono kolejno dla izolatów 

Kol S11 i Kol Si4. Szczepy stosowane we wcześniejszych badaniach prowadzonych 

przez KMPiB UŁ, pomimo nadprodukcji ituryny, charakteryzowały się o wiele niższym 

poziomem wytwarzania tego cLP. Najwyższe poziomy produkcji ituryny w pracach 

Paraszkiewicz i in. (2017, 2018) wynosiły 132,5 oraz 73,3 mg L-1 kolejno dla szczepów 

B. subtilis IM 13 oraz B. subtilis I’-1a. Z kolei wyniki uzyskane przez Xu i in. (2020) 

wskazały, że dziki szczep B. amyloliquefaciens był zdolny do produkcji 409 mg L-1 

ituryny. Podobnie wysokie poziomy produkcji powyższego cLP, wynoszące 449 oraz 

430 mg L-1, wykazali Gao i in. (2022) oraz She i in. (2024) dla dwóch dzikich szczepów 

B. amyloliquefaciens. W literaturze naukowej opisano również szczepy Bacillus zdolne 

do wyższej produkcji ituryny, jednak badania te zazwyczaj koncentrują się na 

optymalizacji składu podłoża wzrostowego (Xu i in. 2020) lub wykorzystują różne 

strategie inżynierii genetycznej w celu maksymalizacji produkcji tego cLP (Xu i in. 2020; 

Gao i in. 2022; She i in. 2024). 
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W puli szczepów będących modelami badawczymi w niniejszej pracy znalazły się 

również trzy szczepy Pseudomonas. W wyniku analiz przeprowadzonych technikami 

LC–MS/MS oraz MALDI–TOF/TOF ustalono, że szczepy te nie wydzielają RL, natomiast 

są zdolne do produkcji cLP-Ps. Stwierdzono, że szczep P. fluorescens ASK 68 

produkuje wiskozynę oraz HAA (będący prekursorem RL), szczep P. koreensis ASK 10 

wydziela folipeptynę, natomiast szczep Pseudomonas sp. Zg 9.3 produkuje milkisynę C. 

Według danych literaturowych, wiskozyna jest głównie produkowana przez 

szczepy P. fluorescens (Geudens i in. 2017; Guan i in. 2024). Niemniej jednak istnieją 

doniesienia, według których szczepy innych gatunków Pseudomonas, np. P. libanensis 

M9-3 (Saini i in. 2008) czy P. antarctica 28E (Ciurko i in. 2023), również mogą być 

zdolne do produkcji wiskozyny. Powyższy lipopeptyd (podobnie jak wiele innych cLP-

Ps), opisywany jest jako związek, który może mieć zastosowanie w medycynie, 

w ochronie roślin czy też w procesach bioremediacji (np. w technikach polegających na 

usuwaniu wielopierścieniowych węglowodorów aromatycznych z gleby czy podczas  

mikrobiologicznego odzyskiwania ropy naftowej) (Saini i in. 2008; Alsohim i in. 2014; 

Guan i in. 2024; Ma i in. 2023). Badania nad szczepem P. fluorescens SBW25 wykazały, 

że wiskozyna odgrywa kluczową rolę w ruchliwości bakterii (ang. motility), podczas 

formowania biofilmów i w efektywnej kolonizacji korzeni pszenicy. Wykazano także 

istotny udział wiskozyny w ochronie roślin przed fitopatogenami, w tym przed szczepem 

Pythium sp. FFP1 (Alsohim i in. 2014; Bonnichsen i in. 2015, Guan i in. 2024). 

Geudens i in. (2017) ustalili, że wiskozyna produkowana przez szczep P. fluorescens 

DR54 (podobnie jak wiele innych cLP) wykazuje silną aktywność przeciwbakteryjną 

i wpływa na przepuszczalność błon komórkowych. 

Stwierdzono, że stosowany w niniejszej pracy szczep P. fluorescens ASK 68, 

poza wiskozyną, jest również zdolny do produkcji HAA. Powyższy metabolit opisywany 

jest w literaturze jako związek będący prekursorem RL (Germer i in. 2020). Zdolność do 

produkcji tego związku wykazano dotychczas między innymi dla szczepu P. aeruginosa 

(Deziel i in. 2003). HAA charakteryzuje się wysoką aktywnością powierzchniową (silnie 

obniża napięcie powierzchniowe) oraz bierze udział w procesie kolonizacji powierzchni 

przez wytwarzające go bakterie. Tiso i in. (2017) stwierdzili, że niewielki rozmiar HAA 

sprawia, że więcej cząsteczek może gromadzić się na granicy dwóch faz różniących się 

powinowactwem do wody, co w efekcie prowadzi do silniejszego spadku napięcia 

powierzchniowego (w porównaniu do większych cząsteczek innych surfaktantów). 

W niniejszej pracy ustalono, że szczep P. koreensis ASK 10 jest zdolny do 

produkcji folipeptyny – cyklicznego lipopeptydu, wyizolowanego po raz pierwszy przez 

Ui i in. (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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powyższego związku. W pracy Ui i in. (1997), opisano folipeptynę jako inhibitor 

fosfolipaz C – grupy enzymów odgrywających kluczową rolę w szlakach 

sygnalizacyjnych komórek różnych organizmów. Powyższe enzymy biorą udział 

m.in. we wzroście grzybni, produkcji zarodników oraz procesie infekowania tkanek 

roślinnych (Fang i in. 2023). Biorąc pod uwagę funkcję folipeptyny jako inhibitora 

fosfolipaz C, powyższy biosurfaktant potencjalnie może odgrywać pozytywną rolę w 

ochronie roślin przed fitopatogennymi grzybami. Przegląd danych literaturowych nie 

wskazał innych doniesień na temat szczepów P. koreensis zdolnych do produkcji 

folipeptyny. Istnieją natomiast doniesienia na temat szczepów tego gatunku bakterii 

zdolnych do produkcji lokisiny (Hultberg i in. 2009; Gu i in. 2020) – lipopeptydu, który 

podobnie jak folipeptyna należy do grupy amfisyn (Sørensen i in. 2002).  

Na podstawie wyników uzyskanych w niniejszej pracy ustalono, że szczep 

Pseudomonas sp. Zg 9.3, wyizolowany ze Składowiska Odpadów Niebezpiecznych 

w Zgierzu, ma zdolność do produkcji milkisyny C. Milkisyna jest niedawno odkrytym 

przeciwbakteryjnym cLP, który może być wydzielany przez niektóre szczepy 

Pseudomonas w formie czterech izoform: A, B, C lub D (Chauhan i in. 2023). Powyższy 

związek po raz pierwszy został wyizolowany z hodowli szczepu Pseudomonas sp. 

UCMA 17988 pochodzącego z mleka krowiego (Schlusselhuber i in. 2018; 

Schlusselhuber i in. 2020). Wykazano, że milkisyna działa przeciwbakteryjnie wobec 

szczepów należących do Listeria monocytogenes, Salmonella enterica czy 

Staphylococcus aureus (Schlusselhuber i in. 2018; Chauhan i in. 2023).  

W niniejszej pracy oceniono aktywność przeciwgrzybową badanych szczepów 

bakteryjnych wobec szczepów grzybów z rodzaju Fusarium, wykorzystując zarówno 

hodowle na podłożu zestalonym agarem, jak i hodowle prowadzone w podłożu płynnym. 

Analizowano działanie przeciwgrzybowych metabolitów wydzielanych do podłoża oraz 

związków o charakterze lotnym. Wyniki badań wykazały zróżnicowaną aktywność 

przeciwgrzybową badanych szczepów.  

W części badań, w której wykorzystano podłoże zestalone agarem, szczep 

Bacillus sp. Kol B2 wyróżniał się największą skutecznością, hamując wzrost grzybni 

F. culmorum DSM 1094 o 55,9%, a F. sambucinum IM 6525 o 40,0%. Wyznaczono 

słabą ujemną korelację pomiędzy wyższą produkcją surfaktyny przez szczepy z rodzaju 

Bacillus a intensywnością wzrostu grzybni (-0,40 dla układów z grzybnią szczepu 

DSM 1094 oraz 0,40 dla układów z grzybnią szczepu IM 6525). W przypadku produkcji 

ituryny stwierdzono umiarkowaną ujemną korelację z intensywnością wzrostu grzybni 

(- 0,53 dla układów z grzybnią szczepu DSM 1094 oraz -0,52 dla układów z grzybnią 

szczepu IM 6525). Wynik ten wskazuje na częściowy udział powyższych lipopeptydów 

w ograniczaniu wzrostu obu badanych grzybów. Słaba korelacja w przypadku surfaktyny 
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sugeruje, że jej wpływ na hamowanie wzrostu strzępek jest słabszy, podczas gdy 

umiarkowana korelacja w przypadku ituryny wskazuje na silniejszy efekt hamujący 

wzrost badanych fitopatogenów. Mimo to, prawdopodobnie w aktywności 

przeciwgrzybowej biorą udział również inne czynniki. 

Spośród 75 ocenionych szczepów bakteryjnych, w przypadku 22 hodowli dual 

culture z grzybnią F. sambucinum IM 6525 obserwowano kolonizację powierzchni 

strzępek przez bakterie oraz intensywny, dendrytyczny wzrost populacji bakteryjnej 

w kierunku macierzystej kolonii bakteryjnej. Proces ten skutecznie uniemożliwił dalszą 

kolonizację powierzchni podłoża przez strzępki. Zjawisko to stanowi przykład 

konkurencji drobnoustrojów o środowisko wzrostu. Bakterie wielu szczepów Bacillus 

mogą poruszać się w środowisku za pomocą rzęsek (ang. swimming motility) lub 

przemieszczać się ruchem ślizgowym (ang. sliding motility) w wyniku wydzielania 

biosurfaktantów (Sharma i in. 2021). Istnieją dane, według których obecność grzybni 

w środowisku wzrostu ułatwia bakteriom ruch za pomocą rzęsek. Powyższy proces 

pozwala komórkom bakteryjnym na poruszanie się wzdłuż strzępek oraz ich kolonizację 

(Kohlmeier i in. 2005; Ingham i in. 2011). Według Haq i in. (2014) strzępki grzybów 

mogą wiązać cząsteczki wody wokół swoich komórek, a tym samym wspomagać 

ruchliwość bakterii. Pion i in. (2013) stwierdzili, że obecność rzęsek na komórkach 

szczepu P. putida KT2440 pozwala bakteriom przemieszczać się po powierzchni grzybni 

Morchella crassipes a tym samym zwiększa zdolność bakterii do przetrwania 

w środowiskach o ograniczonym dostępie wody. Z kolei w wyniku wydzielania związków 

powierzchniowo czynnych dochodzi do obniżenia napięcia międzyfazowego, 

co dodatkowo ułatwia komórkom bakteryjnym przemieszczanie się po różnych 

powierzchniach, a także umożliwia skuteczne kolonizowanie różnego rodzaju struktur 

oraz wytwarzanie biofilmu (Sharma i in. 2021). 

W wyniku przeprowadzonych w niniejszej pracy analiz mikroskopowych 

w przypadku 22 z 75 badanych szczepów zaobserwowano wzrost komórek bakteryjnych 

wzdłuż strzępek F. sambucinum IM 6525. Stwierdzono także, że szczepy kolonizujące 

powierzchnię strzępek tej grzybni miały statystycznie większą zdolność do hamowania 

jej wzrostu niż te, które nie wykazywały tego zjawiska. Ponadto, porównując te wyniki 

z danymi dotyczącymi produkcji surfaktyny i ituryny, zauważono, że szczepy zdolne do 

kolonizacji strzępek szczepu IM 6525 częściej produkowały iturynę w ilości 

przekraczającej 200 mg L-¹ oraz częściej wytwarzały fengicynę niż te, które nie 

wykazywały tej zdolności. 

Zjawisko kolonizacji strzępek przez komórki innych drobnoustrojów nie jest nowe. 

Pisi i in. w 2006 r. opisali pasożytnicze działanie różnych szczepów z rodzaju 

Trichoderma (należących do PGPF) wobec szczepów F. culmorum, 
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Fusarium graminearum i Fusarium nivale. Proces ten polegał otaczaniu komórek 

Fusarium przez strzępki Trichoderma. Podobnie Chege i in. (2010) wykazali, 

że pasożytnicze działanie szczepu T. harzianum polega na wzroście strzępek, ściśle 

przylegających do strzępek żywiciela (fitopatogennego szczepu Pythium). W wyniku 

działania różnych metabolitów wydzielanych przez Trichoderma dochodziło do 

degradacji komórek Fusarium. Podobne zjawisko obserwowane jest także w przypadku 

niektórych szczepów bakteryjnych. Na przykład, wykazano, że komórki P. fluorescens 

BBc6 mają zdolność do tworzenia biofilmu na strzępkach Laccaria bicolor S238N (Miquel 

Guennoc i in. 2017; 2018). Kjeldgaard i in. (2019) badali tego typu interakcje stosując 

różne szczepy B. subtilis oraz szczepy grzybów należące do gatunków Aspergillus niger 

i Agaricus bisporus. Uzyskane w powyższej pracy wyniki wskazały, że macierz biofilmu 

jest kluczowym elementem w procesie kolonizacji strzępek grzybni.  

W niniejszej pracy, wykorzystując hodowle na podłożu stałym, zbadano także 

zdolność wybranych 32 szczepów bakteryjnych do produkcji przeciwgrzybowych 

związków o charakterze lotnym (VOCs). Zastosowana metoda analizy z użyciem 

dwukomorowych szalek Petriego uniemożliwiła migrację metabolitów takich jak cLP 

w podłożu i spowodowała, że w efekcie znaczna większość badanych szczepów 

bakteryjnych miała jedynie niewielki wpływ na wzrost grzybni powierzchniowej 

szczepu F. culmorum DSM 1094 oraz nie miała żadnego wpływu na wzrost grzybni 

powierzchniowej szczepu F. sambucinum IM 6525. Spośród ocenianych szczepów, 

VOCs produkowane przez Bacillus sp. Kol B3 oraz Bacillus sp. KAS 2.2 najsilniej 

hamowały wzrost grzybni powierzchniowej szczepu DSM 1094. W obecności tych 

bakterii, intensywność wzrostu grzybni wynosiła kolejno 74,9 oraz 71,0%. Dla siedmiu 

szczepów nie stwierdzono produkcji związków hamujących wzrost grzybni 

powierzchniowej (intensywność wzrostu grzybni wynosiła ≥ 95%). W pozostałych 

układach wzrost powierzchniowy grzybni mieścił się w przedziale od 79,8 do 93,6%. 

W badaniach przeprowadzonych przez He i in. (2020) z wykorzystaniem 

dwukomorowych płytek Petriego stwierdzono, że szczep B. methylotrophicus BCN2 

ograniczał wzrost grzybni szczepu F. oxysporum o około 10-20%. W cytowanej pracy 

najwyższy poziom zahamowania wzrostu grzybni (47%) w obecności VOCs 

wydzielanych przez bakterie szczepu BCN2 wyznaczono dla szczepu grzyba z rodzaju 

Botryosphaeria. 

W niniejszej pracy obserwowano różnorodny wpływ bakteryjnych VOCs na 

wzrost grzybni powietrznej badanych szczepów Fusarium. Podobnie jak w przypadku 

grzybni powierzchniowej, nie stwierdzono wpływu bakteryjnych VOCs na grzybnię 

powietrzną F. sambucinum IM 6525. Zaobserwowano jednak wyraźny wpływ tych 

związków na grzybnię powietrzną drugiego badanego szczepu – F. culmorum 
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DSM 1094. Różnica w działaniu VOCs na oba szczepy grzybowe może wynikać 

z indywidualnych cech danego grzyba, takich jak na przykład intensywność 

zarodnikowania. W późniejszych badaniach nad wpływem metabolitów bakterii na 

kiełkowanie zarodników stwierdzono, że gęstość zarodników szczepu IM 6525 

otrzymana pod zmyciu powierzchni grzybni była około 100 razy większa niż gęstość 

zarodników w próbie szczepu DSM 1094. He i in. (2020) również obserwowali 

zróżnicowany wpływ bakterii wytwarzających VOCs na grzyby. Stwierdzili także, 

że VOCs produkowane przez bakterie B. thurigiensis BCN10 nie mają wpływu na wzrost 

grzybni szczepu F. oxysporum, ale ograniczają wzrost innych grzybów, np. szczepu 

Penicillium expansum.  

W niniejszej pracy stwierdzono, że wszystkie oceniane 32 szczepy bakteryjne 

wydzielają VOCs, wpływające na morfologię strzępek powietrznych grzybni F. culmorum 

DSM 1094. Wyznaczono, że związki wydzielane przez Bacillus sp. Kol D4 miały 

największy wpływ, powodując wyraźne zahamowanie rozwoju strzępek powietrznych. 

Inni badacze również obserwowali wpływ bakteryjnych VOCs na intensywność wzrostu 

oraz morfologię strzępek grzybni. Zhang i in. (2020a) zaobserwowali, że w wyniku 

działania VOCs wytwarzanych przez B. subtilis ZD01 grzybnia Alternaria solani stawała 

się bardziej zbita i zmieniała barwę. Podobnie, Chaves-López i in. (2015) podczas analiz 

z użyciem dwukomorowych szelek Petriego zaobserwowali cztery różne efekty działania 

VOCs wydzielanych przez bakterie różnych szczepów Bacillus na morfologię grzybni: 

1) silne ograniczenie sporulacji u A. flavus MG09 w obecności VOCs B. cereus SV40, 

B. subtilis SV36/2 i B. coagulans SV95; 2) silne hamowanie wzrostu grzybni 

M. perniciosa DM4B w obecności VOCs B. cereus SV75-1; 3) zmianę morfologii grzybni 

polegającą na ograniczeniu produkcji różowego pigmentu przez szczep F. oxysporum 

f.sp. lactucae MA28 w obecności VOCs B. amyloliquefaciens M49 oraz 4) stymulację 

wzrostu grzybni oraz zarodnikowania w próbach A. clavatus MG103 i A. parasiticus 

MG51, poddanych działaniu VOCs wydzielanych odpowiednio przez szczep B. cereus 

SV40 i B. amyloliquefaciens SV20-2. Jako główny mechanizm leżący u podstaw 

działania przeciwgrzybowych VOCs wskazywana jest indukcja stresu oksydacyjnego 

oraz zaburzenie struktury ściany komórkowej i błony, prowadzące nawet do lizy komórek 

(Li i in. 2012; Tahir i in. 2017; Ebadzadsahrai i in. 2020; Wang i in. 2021; Zhao i in. 

2022b). 

Badając aktywność przeciwgrzybową w ramach niniejszej pracy wykorzystano 

nie tylko hodowle na podłożu stałym, ale również hodowle w podłożu płynnym. 

Jednoczesne namnażanie komórek bakteryjnych i grzybowych w środowisku płynnym 

spowodowało, że grzybnia miała bardziej równomierny kontakt z metabolitami 

bakteryjnymi niż w hodowli prowadzonej na podłożu stałym. Wyniki analizy hodowli 
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mieszanych (bakteryjno-grzybowych), które prowadzono w warunkach wstrząsanych 

ponownie wykazały zróżnicowaną aktywność przeciwgrzybową bakterii. Stwierdzono, 

że większość badanych szczepów bakteryjnych znacząco hamuje wzrost grzybni obu 

użytych w badaniu szczepów Fusarium. Najwyższą aktywnością przeciwgrzybową 

charakteryzowały się szczepy Bacillus opisywane symbolami Kol B1, Kol Si4 oraz 

Kol Si6, dla których ograniczenie wzrostu grzybni szczepu DSM 1094 wynosiło kolejno 

75,5; 73,9 oraz 81,8%, a wzrostu szczepu IM 6525 odpowiednio 81,7; 80,1 oraz 80,6%. 

Wcześniejsze badania prowadzone w KMPiB UŁ z użyciem hodowli płynnych do oceny 

aktywności przeciwgrzybowej szczepów Bacillus wykazały, że ograniczenie wzrostu 

biomasy grzybni różnych szczepów z rodzaju Fusarium w obecności szczepów 

B. subtilis IM 13 i B. subtilis IM 14 mieści się w przedziale odpowiednio 50,5-56,2 oraz 

43,3-47,1% (Paraszkiewicz i in. 2017). W niniejszej pracy także zbadano działanie 

przeciwgrzybowe szczepów IM 13 oraz IM 14 wobec grzybni innych szczepów Fusarium 

(DSM 1094 oraz IM 6525). Aktywność przeciwgrzybowa wyznaczona w niniejszej pracy 

była porównywalna do wyników z pracy Paraszkiewicz i in. (2017). W obecności 

komórek szczepu IM 13 wzrost grzybni Fusarium szczepów DSM 1094 oraz IM 6525 był 

ograniczony odpowiednio o 55 oraz 61%, natomiast w obecności komórek szczepu 

IM 14 ograniczenie wzrostu grzybni wynosiło odpowiednio 41 oraz 53%. W pracy 

Putri i in. (2021), w której oceniano wpływ B. subtilis W3.15 na wzrost szczepu 

F. oxysporum (na podstawie biomasy grzybni), stwierdzono, że obecność bakterii 

w hodowli płynnej ogranicza wzrost grzybni o 70%. Z kolei w pracy Dukare i in. (2020) 

nad aktywnością przeciwgrzybową Pseudomonas spp. NS-1 i Bacillus spp. NS-22 

wobec Fusarium udum, stwierdzono, że bakterie powyższych szczepów ograniczają 

biomasę grzybni o kolejno 47,6 oraz 42,6%. Biorąc pod uwagę dane literaturowe, można 

stwierdzić, że analizowane w niniejszej pracy szczepy Bacillus Kol B1, Kol Si4 czy 

Kol Si6 charakteryzują się wysoką aktywnością przeciwgrzybową.  

Co ciekawe, ponownie stwierdzono, że w porównaniu do pozostałych badanych 

izolatów, szczepy, dla których opisano zdolność do kolonizacji powierzchni strzępek 

IM 6525 częściej wykazują wysoką aktywność przeciwgrzybową w hodowlach płynnych 

wobec obu użytych w doświadczeniu szczepów Fusarium. Może to być związane ze 

wspomnianą już wcześniej wysoką produkcją ituryny oraz zdolnością do produkcji 

fengicyny, które są cLP-Bc o silnym działaniu przeciwgrzybowym. Ponadto, wyznaczono 

umiarkowaną negatywną korelację (-0,46) pomiędzy poziomem produkcji ituryny 

a intensywnością wzrostu grzybni F. culmorum DSM 1094. Taka zależność nie 

występowała natomiast w przypadku drugiego szczepu grzybowego. W tej części badań 

nie stwierdzono również korelacji pomiędzy poziomem produkcji surfaktyny 

a aktywnością przeciwgrzybową. Co ciekawe ustalono również, że wszystkie szczepy, 
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charakteryzujące się aktywnością przeciwgrzybową ocenianą jako wysoka (powodujące 

spadek intensywności wzrostu grzybni do ≤ 35%) wobec obu badanych szczepów 

Fusarium zostały wyizolowane z terenu wiejskiego (wieś Kolnica, województwo 

wielkopolskie).  

Analizując wszystkie dotychczas uzyskane wyniki, dotyczące aktywności 

przeciwgrzybowej badanych szczepów bakteryjnych, stwierdzono dużą zależność 

między wyznaczaną aktywnością przeciwgrzybową bakterii a zastosowanymi 

warunkami hodowli oraz użytym do badania szczepem Fusarium. Powyższe dane 

wskazują na potencjalne trudności w doborze szczepów bakteryjnych do 

zaprojektowania efektywnego biofungicydu. 

Bakteryjne cLP w większości zaliczane są także do antybiotyków, a tym samym 

stanowią część mechanizmów obronnych bakterii przeciwko innym mikroorganizmom, 

w tym fitopatogennym grzybom. Podczas prowadzonych w ramach niniejszej pracy 

badań, oceniano nie tylko wpływ bakterii produkujących cLP na wzrost grzybni, 

ale również wpływ obecności grzybni na produkcję cLP-Bc przez bakterie. 

Przeprowadzono badania nad wpływem obecności grzybni F. culmorum 

DSM 1094 oraz F. sambucinum IM 6525 na produkcję surfaktyny i ituryny przez 

20 szczepów Bacillus. Uzyskane wyniki wykazały, że w obrębie wszystkich ocenianych 

szczepów, tylko w przypadku szczepu Kol D3 oraz Kol D4 w hodowlach bakteryjno-

grzybowych nastąpił wzrost poziomu przynamniej jednego ocenianego biosurfaktanta. 

Dla pozostałych badanych szczepów wyznaczono spadek poziomu surfaktyny i ituryny 

w hodowlach mieszanych bakteryjno-grzybowych. Wyznaczona intensywność produkcji 

surfaktyny w hodowli mieściła się w przedziale 0-77% dla surfaktyny oraz 0-88% dla 

ituryny. Najwyższy wzrost poziomu cLP uzyskano w hodowlach szczepu 

Bacillus sp. Kol D4, w których wyznaczono wyższą (niż w hodowli bakteryjnej bez 

dodatku grzybni) produkcję surfaktyny w obecności grzybni szczepu IM 6525 (o 19%) 

oraz ituryny w obecności grzybni obu badanych szczepów (o 21% w hodowli z grzybnią 

szczepu DSM 1094 oraz o 18% w hodowli z grzybnią szczepu IM 6525). Jednak wysoki 

poziom surfaktyny i ituryny w hodowli mieszanej szczepu Bacillus sp. Kol D4 i szczepu 

F. sambucinum IM 6525 nie prowadził do zahamowania rozwoju grzybni, której 

intensywność wzrostu wynosiła 100%. 

Dostępne dane literaturowe wskazują, że szczepy należące do gatunków takich 

jak B. amyloliquefaciens, B. velezensis czy B. subtilis mogą w różny sposób reagować 

na obecność antagonistycznych grzybów (Andrić i in. 2020). Na przykład Cawoy i in. 

(2014), stwierdzili, że komórki szczepu B. subtilis 98S znacznie zwiększają produkcję 

ituryny i fengicyny w odpowiedzi na obecność w środowisku wzrostu grzybni szczepów 

Pythium aphanidermatum i F. oxysporum. Efektu tego nie obserwowano w układach 
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zawierających grzybnię szczepu Botrytis cinerea. Podobnie, wykazano, że trzy szczepy 

B. velezensis (SQR9, FZB42, S499) w odmienny sposób reagują zmianą metabolizmu 

na obecność różnych szczepów grzybów, prowadzącą do specyficznej nadprodukcji 

wybranych cLP (Liu i in. 2014b; Chowdhury i in. 2015). W badaniach przeprowadzonych 

przez Paraszkiewicz i in. (2017) stwierdzono, że w obecności grzybni szczepu 

F. oxysporum IM 6449: szczep B. subtilis IM 13 produkuje dwukrotnie więcej surfaktyny 

i ituryny, podczas gdy szczep B. subtilis IM 14 ogranicza poziom wydzielanej surfaktyny 

i ituryny. Z kolei szczep B. subtilis  KP7 również wykorzystany w cytowanej pracy 

charakteryzował się porównywalnym poziomem produkcji surfaktyny i ituryny zarówno 

w obecności grzybni jak i w hodowli kontrolnej. DeFilippi i in. (2018), oceniając produkcję 

surfaktyny i fengicyny przez szczep B. subtilis B9-5 w obecności strzępek różnych 

fitopatogennych grzybów, stwierdzili, że zmiany w produkcji cLP, obserwowane 

w kolejnych etapach hodowli, zależą zarówno od wrażliwości fitopatogenów na 

biosurfaktanty Bacillus jak i od różnic w dynamice wzrostu grzybni oraz bakterii. Zarówno 

Cawoy i in. (2014) jak i Kulimushi i in. (2017) sugerują, że zmiany poziomu produkcji cLP 

mogą być odpowiedzą bakterii na sygnały molekularne uwalniane przez grzyby.  

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy oraz przegląd danych literaturowych 

wskazują, że zmienność poziomu produkcji cLP-Bc w odpowiedzi na obecność grzybni 

jest wysoce zależna od użytych szczepów drobnoustrojów, co może być wynikiem 

złożonych interakcji między komórkami bakteryjnymi i grzybowymi. W wyniku badań 

prowadzonych w niniejszej pracy stwierdzono dodatnią, choć słabą, korelację pomiędzy 

poziomem surfaktyny (0,36) i ituryny (0,41) w hodowlach bakteryjno-grzybowych 

zawierających grzybnię F. sambucinum IM 6525 a przyrostem biomasy grzybowej. 

Możliwe, że bakterie początkowo produkują surfaktynę i iturynę na wysokim poziomie, 

jednak w trakcie ograniczania wzrostu grzybni związki te są zużywane, co prowadzi do 

spadku ich poziomu w próbach. Innym wyjaśnieniem może być reakcja obronna grzybni 

na obecność biosurfaktantów, polegająca na przykład na wydzielaniu sygnałów 

molekularnych, modyfikujących produkcję cLP lub wytwarzaniu enzymów biorących 

udział w ich rozkładzie.  

Podczas prowadzonych w niniejszej pracy badań sprawdzono również wpływ 

innych niż obecność grzybni czynników, które mogą modyfikować produkcję cLP przez 

szczepy Bacillus. Analizie poddano między innymi hodowle bakteryjne zawierające 

dwa różne szczepy Bacillus. Badanie to pozwoliło ocenić czy, czy współdziałanie 

bakterii różnych szczepów może zwiększać produkcję biosurfaktantów i w konsekwencji 

prowadzić do silniejszego efektu przeciwgrzybowego. Oddziaływania pomiędzy 

drobnoustrojami w środowisku naturalnym przebiegają w oparciu o wysyłanie 

i odbieranie związków sygnałowych, często modyfikujących biosyntezę różnych 



177 
 

metabolitów wtórnych (Abisado i in. 2018; Mukherjee i Bassler 2019). W warunkach 

laboratoryjnych geny odpowiedzialne za produkcję takich związków mogą jednak 

pozostać nieaktywne. W odpowiedzi na to wyzwanie, przez lata rozwijano metody 

indukcji nieaktywnych szlaków biosyntetycznych. Jedną z takich metod jest wspólna 

hodowla dwóch różnych drobnoustrojów w tym samym środowisku wzrostu 

(Bertrand i in. 2014).  

W związku z tym, w niniejszej pracy przeprowadzono wstępną ocenę produkcji 

biosurfaktantów w hodowlach zawierających komórki dwóch szczepów Bacillus 

wyznaczając zmiany aktywności powierzchniowej płynów pohodowlanych testem DCT. 

Stwierdzono, że w przypadku 10 spośród 37 zbadanych bakteryjnych hodowli 

mieszanych aktywność powierzchniowa płynów pohodowlanych była wyższa niż 

w przypadku monokultur. W obrębie badanych układów, cztery hodowle wykazujące 

największy wzrost aktywności powierzchniowej w porównaniu do monokultur, zawierały 

komórki szczepu B. subtilis DSM 3257. Inni badacze również stwierdzali wzmożoną 

produkcję biosurfaktantów przez szczepy Bacillus hodowane w konsorcjach 

bakteryjnych. Na przykład Shao i in. (2022) porównując dane doświadczalne uzyskane 

za pomocą wysokosprawnej chromatografii cieczowej faz odwróconych (RP-HPLC; 

ang. Reversed-Phase High-Performance Liquid Chromatography) ustalili, że hodowle 

mieszane zawierające szczepy B. velezensis SQR9 i FZB42 charakteryzują się większą 

produkcją bacillomycyny D oraz fengicyny niż monokultury tych szczepów.  

Podczas opisywanych w niniejszej pracy badań oceniono wpływ czterech par 

szczepów Bacillus na wzrost grzybni czterech szczepów Fusarium: F. culmorum 

DSM 1094, F. sambucinum IM 6525, F. solani IM 450 oraz F. oxysporum KKP 458. 

Pomimo wykazanej wcześniej wyższej aktywności powierzchniowej, ustalono, 

że w znacznej większości przypadków aktywność przeciwgrzybowa w układzie 

zawierającym dwa szczepy Bacillus nie jest istotnie wyższa niż w układach 

zawierających tylko jeden szczep Bacillus. Wyjątek stanowił jeden układ badany, 

zawierający grzybnię F. oxysporum KKP 458 oraz bakterie szczepów Kol D3 

i DSM 3257. Podczas, gdy intensywność wzrostu powyższej grzybni w obecności 

komórek pojedynczych szczepów wynosiła około 45%, w obecności komórek obu 

szczepów wyniosła około 30%. W pracy autorstwa Slimene i in. (2024) badano 

skuteczność przeciwgrzybową konsorcjów różnych szczepów Bacillus zdolnych do 

produkcji cLP wobec szczepu Rhizoctonia solani RS.5.2, o potwierdzonej zdolności do 

wywoływania rizoktoriozy ziemniaka. Stwierdzono, że szczep B. halotolerans SpS5 

i jego konsorcja z innymi szczepami Bacillus są skuteczne w promocji wzrostu ziemniaka 

oraz spowalniają przebieg choroby, jednak aktywność przeciwgrzybowa tych konsorcjów 

nie różniła się znacząco od aktywności przeciwgrzybowej pojedynczych szczepów. 
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Przeprowadzona przez Shao i in. (2022) ocena wpływu szczepów B. velezensis SQR9 

i FZB42 na aktywność przeciwgrzybową wobec szczepu F. oxysporum wykazała, że 

konsorcjum bakteryjne jest mniej efektywne niż pojedyncze szczepy. Devi i in. (2018) 

przedstawili wyniki badań nad promocją wzrostu i ochroną ziemniaka przed fuzariozą 

z wykorzystaniem konsorcjów, w skład których wchodziły bakterie należące do różnych 

gatunków drobnoustrojów. Autorzy stwierdzili, że konsorcjum zawierające komórki 

różnych szczepów P. aeruginosa (B4, B23, B25 oraz B35) oraz szczepów Serratia 

marcescens B8 i Alcaligenes feacalis B16 stymuluje wzrost ziemniaka oraz chroni przed 

chorobą wywoływaną przez F. oxysporum F9 oraz Fusarium sp. F15.  

Niestety nie ma zbyt wielu prac, w których wykazano wzrost aktywności 

przeciwgrzybowej konsorcjów zawierających komórki różnych szczepów Bacillus oraz 

zawierających dane dotyczące ilościowej analizy biosurfaktantów. W niniejszej pracy 

doktorskiej przeprowadzono analizę ilościową produkcji surfaktyny i ituryny w hodowli 

mieszanej szczepów Bacillus sp. Kol D3 oraz B. subtilis DSM 3257. Powyższa hodowla 

charakteryzowała się wzmożoną aktywnością przeciwgrzybową wobec F. oxysporum 

KKP 458. Stwierdzono jednak, że pomimo wzrostu aktywności przeciwgrzybowej, 

produkcja surfaktyny i ituryny w bakteryjnej hodowli mieszanej nie była wyższa niż w 

monokulturze. Możliwe, że wzmożona aktywność przeciwgrzybowa wynika 

z nadprodukcji np. enzymów litycznych lub innych niż surfaktyna i ituryna metabolitów 

wtórnych. Biorąc pod uwagę biosurfaktanty Bacillus, szczep B. subtilis DSM 3257 

charakteryzuje produkcją jedynie surfaktyny na bardzo niskim poziomie (< 1 mg L-1). 

Mimo to, w przeprowadzonych badaniach z użyciem wszystkich czterech badanych 

szczepów grzybni z rodzaju Fusarium (F. culmorum DSM 1094, F. sambucinum IM 

6525, F. solani IM 450 oraz F. oxysporum KKP 458) wykazał znaczącą aktywność 

przeciwgrzybową. Być może, zwiększona aktywność przeciwgrzybowa w hodowlach 

zawierających oba badane szczepy Bacillus wynika z addytywnego działania cLP-Bc 

produkowanych przez szczep Bacillus sp. Kol D3 oraz innych związków o aktywności 

przeciwgrzybowej produkowanych przez szczep B. subtilis DSM 3257. Podobnie jak we 

wcześniejszych badaniach będących częścią tej pracy, również w przypadku hodowli 

dwóch szczepów Bacillus obecność grzybni powodowała istotne ograniczenie produkcji 

analizowanych cLP-Bc. Na podstawie uzyskanych wyników stwierdzono, że wybór 

konsorcjów bakteryjnych do produkcji biofungicydu nie może opierać się wyłącznie na 

zwiększonej produkcji związków powierzchniowo czynnych. Podobnie jak w przypadku 

pojedynczych szczepów, działanie konsorcjów bakteryjnych zależy od wielu czynników 

takich jak indywidualne cechy fitopatogennego szczepu grzyba. 

Istotna część wyników badań przedstawionych w niniejszej pracy dotyczyła 

analizy wpływu wybranych zanieczyszczeń antropogenicznych na produkcję 
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biosurfaktantów / aktywność powierzchniową płynów pohodowlanych oraz zdolność 

wybranych szczepów Bacillus i Pseudomonas do ograniczania wzrostu grzybów 

F. culmorum DSM 1094 oraz F. sambucinum IM 6525. W powyższych badaniach 

stosowano barwniki azowe (AB113, RB5, AMR, RO16 oraz SY), MP oraz herbicydy 

(MET i 2,4-D) i fungicydy (AZ i PR). 

Do badań z użyciem barwników azowych wybrano szczepy wyizolowane 

z ryzosfery pobranej ze środowisk o potencjalnie wysokim zanieczyszczeniu 

antropogenicznym (Składowisko Odpadów Niebezpiecznych w Zgierzu oraz Aleja 

Klonów Srebrzystych). Szczepy izolowane z terenów zanieczyszczonych często 

wykazują wysoką oporność na niekorzystne dla wzrostu czynniki fizykochemiczne. 

Badaniom wstępnym z użyciem pięciu barwników azowych (AB113, RB5, AMR, RO16 

oraz SY) poddano siedem szczepów z rodzaju Bacillus (Zg 1.3, Zg 1.4, Zg 3.3, Zg 3.8, 

Zg 7.6, Zg 8.6, Zg 8.8) oraz trzy szczepy z rodzaju Pseudomonas (Zg 9.3, ASK 10 

i ASK 68).  

Większość danych literaturowych dotyczących barwników azowych oraz 

biosurfaktantów skupia się na wykorzystaniu drobnoustrojowych związków 

powierzchniowo czynnych do usuwania / zwiększania efektywności dekoloryzacji 

barwników azowych (Mnif i in. 2015; Liu i in. 2017; Kumari i in. 2024). W niniejszej pracy 

oceniono nie tylko zdolność badanych szczepów do dekoloryzacji barwników, ale 

również wpływ tych związków na wzrost bakterii oraz na aktywność powierzchniową 

wydzielanych biosurfaktantów (na podstawie wyników testu DCT, pośrednio 

wskazujących na zmiany w produkcji związków powierzchniowo czynnych). Uzyskane 

dane wskazały, że obecność barwników azowych nie ogranicza wzrostu zastosowanych 

w badaniach szczepów bakteryjnych. Wykazano także, że trzy szczepy (P. koreensis 

ASK 10, P. fluorescens ASK 68 oraz Bacillus sp. Zg 8.6) mają zdolność do dekoloryzacji 

wszystkich użytych w badaniu barwników azowych. Pozostałe szczepy nie 

dekoloryzowały jedynie barwnika SY. Najwyższą skutecznością powyższego procesu 

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

Różnice w uzdolnieniach bakterii do dekoloryzacji poszczególnych barwników azowych 

mogą zależeć od specyficznych struktur tych barwników (Al-Amrani i in. 2014; 

Varjani i in. 2020). Różne szczepy bakterii zostały opisane jako zdolne do efektywnego 

odbarwiania / biodegradacji barwników azowych (Pinheiro i in. 2022). Wiele z tych 

mikroorganizmów zostało zidentyfikowanych jako bakterie należące do rodzaju 

Pseudomonas (Jadhav i in. 2012; Khan i Malik 2016; Kuppusamy i in. 2017; Joshi i in. 

2020). W literaturze obecne są doniesienia o zdolności szczepów P. fluorescens do 

dekoloryzacji barwników azowych (Pandey i Upadhyay 2006; Zabłocka-Godlewska i in. 
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2012; Sumayya i in. 2021). Niemniej jednak nie ma wielu danych literaturowych 

o szczepach P. koreensis zdolnych do przeprowadzania tego procesu (Han i in. 2010).  

Stwierdzono, że obecność barwników azowych w hodowlach bakteryjnych 

wywiera zróżnicowany wpływ na aktywność powierzchniową płynów pohodowlanych. 

Wykazano umiarkowaną korelację (-0,59) pomiędzy intensywnością dekoloryzacji 

barwnika a spadkiem aktywności powierzchniowej płynów pohodowlanych. Zależność ta 

była szczególnie widoczna w układach zawierających barwnik AB113, który był również 

najskuteczniej dekoloryzowany przez wszystkie badane szczepy. Wyznaczony spadek 

aktywności powierzchniowej sugeruje, że proces dekoloryzacji może negatywnie 

wpływać na produkcję lub aktywność związków powierzchniowo czynnych. Ponadto, 

stwierdzono, że biosorpcja lub bioakumulacja najprawdopodobniej biorą udział 

w procesie dekoloryzacji barwnika AB113, o czym świadczyło zabarwienie biomasy 

bakteryjnej. Prawdopodobnie to właśnie ten mechanizm jest powodem sprawnej 

dekoloryzacji barwnika AB113 – biomasa bakteryjna wiąże barwnik, ale go nie rozkłada. 

Uzyskane wyniki wykazały również, że wzrost wyjściowego stężenia barwnika AB113 

w hodowli powoduje obniżenie poziomu dekoloryzacji, co również może wskazywać, że 

barwnik AB113 jest dekoloryzowany z użyciem biosorpcji lub bioakumulacji. 

Prawdopodobnie, barwnik AB113 wiąże się z komórkami bakteryjnymi, co prowadzi do 

wysycenia miejsc wiążących. Gdy zostaje zwiększone stężenie barwnika, cząsteczki nie 

mają już możliwości przyłączenia się, co skutkuje zatrzymaniem procesu dekoloryzacji. 

Możliwe również, że powyższy mechanizm dekoloryzacji przyczynia się także do 

ograniczenia wydzielana związków powierzchniowo czynnych przez bakterie. 

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

się najwyższą skutecznością w dekoloryzacji barwników azowych, porównano 

efektywność tego procesu stosując hodowle wytrząsane oraz prowadzone w warunkach 

statycznych. Oceniono także produkcję enzymu AzoR. Stwierdzono, że dostępność 

tlenu znacząco wpływa na efektywność dekoloryzacji barwników azowych przez badane 

szczepy Pseudomonas oraz na aktywność enzymu AzoR. Wykazano, że szczep ASK 10 

charakteryzuje się wyższą efektywnością dekoloryzacji i aktywnością AzoR 

w warunkach statycznych, szczególnie w hodowlach z dodatkiem barwników AB113 lub 

RB5. Z kolei szczep ASK 68 wykazywał wyższy poziom dekoloryzacji barwników oraz 

wyższą aktywność AzoR w hodowlach wstrząsanych. Uzyskane wyniki sugerują, 

że zastosowane w badaniach szczepy Pseudomonas wykorzystują odmienne 

mechanizmy dekoloryzacji, zależne od poziomu dostępności tlenu w hodowli oraz od 

użytego w badaniu barwnika azowego. 

Dane literaturowe wskazują, że usuwanie barwników azowych przez bakterie 

może zachodzić zarówno w warunkach statycznych jak i wstrząsanych (Bhatia i in. 
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2017). Niemniej jednak, zastosowanie warunków statycznych do namnażania bakterii 

w obecności tej grupy barwników częściej zapewnia wyższy poziom dekoloryzacji. 

Zarówno Haque i in. (2021) jaki i Afrin i in. (2021) stwierdzili bardziej efektywną 

dekoloryzację barwników azowych przez konsorcja bakteryjne hodowane w warunkach 

statycznych. Według Haque i in. (2021) w warunkach o niższej dostępności tlenu 

elektrony pochodzące z NADH (kluczowego nośnika elektronów w komórkach 

bakteryjnych) są przekazywane na grupy azowe, co prowadzi do ich redukcji, a tym 

samym dekoloryzacji. Z kolei w warunkach z wyższą dostępnością tlenu, tlen konkuruje 

z grupami azowymi o elektrony pochodzące z NADH, tym samym ograniczając 

usuwanie barwników azowych. 

W niniejszej pracy oceniono również, wpływ barwników na aktywność 

przeciwgrzybową bakterii P. koreensis ASK 10 oraz P. fluorescens ASK 68 wobec 

grzybni F. sambucinum IM 6525. Uzyskane wcześniej wyniki testu DCT sugerowały, 

że bakterie ASK 10 produkują mniej biosurfaktantów w obecności barwników azowych. 

Niemniej jednak stwierdzono, że dodatek tych związków do hodowli bakteryjno-

grzybowej nie miał istotnego wpływu na aktywność przeciwgrzybową bakterii. Z kolei 

w przypadku szczepu ASK 68, dodatek barwników RB5 i AMR dodatkowo ograniczał 

wzrost grzybni do około 35%, w porównaniu do 63% wyznaczonych w hodowlach bez 

barwników. 

Zarówno barwniki azowe jak i aminy aromatyczne powstające w wyniku rozkładu 

barwników azowych są związkami potencjalnie toksycznymi dla organizmów żywych, 

w tym dla drobnoustrojów (Pinheiro i in. 2022). Wzmożona aktywność przeciwgrzybowa 

wyznaczona w hodowlach bakteryjno-grzybowych z udziałem bakterii P. fluorescens 

ASK 68 oraz barwników RB5 lub AMR może więc być wynikiem toksycznego działania 

produktów rozkładu barwników azowych na grzybnię. 

Do badań z użyciem MP, herbicydów i fungicydów wybrano szczepy Bacillus 

pochodzące ze wsi Kolnica i Kaszubskiego Parku Narodowego. Wybór powyższych 

szczepów wynikał z ich wysokiej aktywności przeciwgrzybowej oraz efektywnej produkcji 

cLP-Bc. Dodatkowo, na polach uprawnych i w szklarniach (gdzie mogą być stosowane 

biofungicydy oparte na bakteriach z rodzaju Bacillus) istnieje ryzyko obecności 

zanieczyszczeń takich jak pozostałości syntetycznych pestycydów, czy MP, które 

potencjalnie mogą modyfikować działanie biologicznych środków ochrony roślin. 

Zanieczyszczenie środowiska MP może mieć zarówno bezpośredni, 

jak i pośredni wpływ na drobnoustroje. Bezpośrednio, cząstki MP mogą powodować 

zmianę tempa wzrostu, stres oksydacyjny i zaburzenia struktury i/lub funkcji komórek 

(Sun i in. 2018; Jasińska i in. 2022). Dzięki zdolności do wiązania na swojej powierzchni 

hydrofobowych zanieczyszczeń i przenoszenia ich z jednego środowiska do drugiego, 
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MP może pośrednio stanowić źródło toksycznych związków (Gouin i in. 2011; 

Mammo i in. 2020). Obecnie wiele badań skupia się na zdolności drobnoustrojów do 

biodegradacji MP (Jeon i Kim 2016; Zhang i in. 2020b; Miri i in. 2022). Dostępne są 

również dane dotyczące wpływu tego zanieczyszczenia na różne procesy metaboliczne 

zachodzące w komórkach drobnoustrojów (Jasińska i in. 2022; Shi i in. 2023; Wu i in. 

2023b). Jednak pomimo obecności MP w glebie (również na polach uprawnych; 

Tariq i in. 2024), nie ma dostępnych danych naukowych na temat jego wpływu na 

produkcję biosurfaktantów czy aktywność przeciwgrzybową szczepów Bacillus. 

W niniejszej pracy stwierdzono, że obecność MP w hodowlach szczepów Bacillus 

nie ma znaczącego wpływu na produkcję surfaktyny, ale istotnie wpływa na produkcję 

ituryny w przypadku czterech z 19 badanych szczepów. Wpływ ten mógł być zarówno 

pozytywny (szczepy I’-1a i KAS 2.2) jak i negatywny (szczepy Kol B9 i Kol L6), co 

sugeruje, że MP może stymulować lub ograniczać produkcję ituryny u niektórych 

szczepów Bacillus, a tym samym może potencjalnie wpływać na ich aktywność 

przeciwgrzybową. Stwierdzono, że obecność MP w hodowli szczepu F. culmorum 

DSM 1094 nie ma wpływu na intensywność wzrostu grzybni. Z kolei w mieszanych 

hodowlach grzybowo-bakteryjnych (zawierających grzybnię szczepu DSM 1094 

i bakterie szczepu Bacillus sp. Kol L6), obecność MP powoduje wzrost aktywności 

przeciwgrzybowej bakterii. Ten wynik nie jest zgodny z obserwacjami dotyczącymi 

wpływu MP na produkcję surfaktyny i ituryny w monokulturach szczepu Kol L6, 

gdzie wyznaczono znaczący spadek produkcji ituryny w obecności MP.  

W niniejszej pracy badano również wpływ wybranych syntetycznych 

pestycydów na produkcję biosurfaktantów oraz aktywność przeciwgrzybową szczepów 

Bacillus. Rolnictwo konwencjonalne, które nadal stanowi dominujący sposób produkcji 

żywności, wciąż opiera się na stosowaniu chemicznych środków ochrony roślin, które 

choć skutecznie zwalczają szkodniki i choroby, mogą przez długi czas pozostawać 

w środowisku (Riedo i in. 2023). Związki te, i/lub ich toksyczne pochodne, mogą nie tylko 

wpływać na aktywność naturalnie występujących w glebie mikroorganizmów 

sprzyjających wzrostowi i zdrowotności roślin, ale także ograniczać skuteczność celowo 

wprowadzanych do gleby drobnoustrojowych fungicydów. Zrozumienie interakcji 

pomiędzy syntetycznymi pestycydami a bakteriami zaliczanymi do grupy PGPR jest 

kluczowe dla oceny ryzyka, przewidywania skuteczności biopreparatów i opracowania 

strategii zrównoważonego rolnictwa, które minimalizują negatywny wpływ syntetycznych 

pestycydów na mikrobiotę glebową. Mimo to, podobnie jak w przypadku MP, brakuje 

danych naukowych dotyczących oceny wpływu syntetycznych pestycydów na poziom 

produkcji biosurfaktantów Bacillus. Dostępne prace naukowe skupiają się głównie na 

ocenie zdolności drobnoustrojów do biodegradacji poszczególnych syntetycznych 
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pestycydów (Myresiotis i in. 2011; Carles i in. 2018; Mpofu i in. 2021; Song i Hwang 

2023; Wu i in. 2023a; Vanitha i in. 2023) czy też wpływie tych związków na wzrost i/lub 

aktywność metaboliczną drobnoustrojów. Na przykład, w badaniach prowadzonych 

przez Vörös i in. (2018) oceniano wzrost i aktywność enzymatyczną bakterii szczepu 

B. velezensis SZMC 6161J w obecności metali ciężkich i syntetycznych pestycydów. 

Stwierdzono, że badane bakterie są wrażliwe na zastosowane w pracy związki, jednak 

izolowane mutanty (oporne na działanie metali ciężkich i syntetycznych pestycydów) 

zachowały podobne zdolności antagonistyczne wobec bakteryjnych fitopatogenów. 

Z kolei Baćmaga i in. (2015) badali wpływ AZ na aktywność enzymatyczną 

i mikrobiologiczną gleby, w tym na wzrost bakterii i grzybów oraz zmiany 

bioróżnorodności mikrobiologicznej. W cytowanej pracy stwierdzono, że AZ zmienia 

różnorodność mikrobiologiczną gleby. Niemniej jednak, z próby gleby zawierającej 

najwyższą z opisywanych w badaniach dawek AZ (22,5 mg kg-1) wyizolowano między 

innymi cztery szczepy bakterii z rodzaju Bacillus. Gonçalves i in. (2020) stwierdzili, 

że syntetyczny herbicyd glifosat negatywnie wpływa na wzrost bakterii szczepu 

Bacillus sp. FC1, ale nie wpływa na jego aktywność przeciwgrzybową wobec szczepu 

Fusarium sp. Mimo to, w cytowanej pracy stwierdzono, że wrażliwość badanego 

szczepu bakteryjnego na herbicyd mogła ograniczać jego zdolność do konkurencji 

z fitopatogenem o składniki odżywcze. Wszystkie zacytowane powyżej prace wskazują, 

że niektóre szczepy z rodzaju Bacillus charakteryzują się wysoką zdolnością do 

adaptacji wobec zanieczyszczeń środowiskowych, zachowując jednocześnie swoje 

antagonistyczne właściwości wobec fitopatogenów.  

W kontekście interakcji pożytecznych drobnoustrojów z syntetycznymi środkami 

ochrony roślin, wielu badaczy skupia się na ocenie aktywności przeciwgrzybowej bakterii 

ryzosferowych w połączeniu np. z syntetycznymi fungicydami. Wyniki takich badań 

mogą być pomocne podczas opracowywania nowych, bardziej efektywnych, strategii 

ochrony roślin przed fitopatogenami (Peng i in. 2014; Peng i in. 2017; Liu i in. 2018; 

Ji i in. 2019; Xu i in. 2022; Chen i in. 2023; Gu i in. 2023; Liu i in. 2023b; Wesche 

i Schnabel 2024). Liczne badania wskazują, że szczepy Bacillus często wykazują 

zdolność do synergistycznego współdziałania z chemicznymi środkami ochrony roślin, 

co czyni je obiecującym wsparciem w zintegrowanych strategiach ochrony upraw, łącząc 

biologiczną skuteczność z konwencjonalnymi metodami. Jednak pomimo potencjalnie 

praktycznego zastosowania, badania te nie dostarczają danych na temat wpływu 

syntetycznych pestycydów na poziom produkcji kluczowych cLP-Bc, takich jak 

surfaktyna czy ituryna.  

Podobnie jak w przypadku MP, badania przeprowadzone w niniejszej pracy 

dotyczące wpływu syntetycznych pestycydów (2,4-D, MET, AZ i PR) na produkcję cLP-
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Bc ujawniły zróżnicowany wpływ tych związków na poziom produkcji surfaktyny i ituryny. 

W zależności od użytego szczepu Bacillus, obecność syntetycznego pestycydu mogła 

nie mieć wpływu, prowadzić do wzrostu lub spadku produkcji surfaktyny i/lub ituryny. 

Również wyniki dotyczące aktywności przeciwgrzybowej szczepów Bacillus wobec 

F. culmorum DSM 1094 oraz F. sambucinum IM 6525 wykazały różnice pomiędzy 

działaniem użytych w pracy syntetycznych herbicydów i fungicydów wobec bakterii 

Bacillus. 

Dodatek herbicydów do hodowli mieszanej bakteryjno-grzybowej często 

prowadził do zwiększenia poziomu izolowanej z hodowli surfaktyny w porównaniu do 

wyników uzyskanych dla hodowli prowadzonej w nieobecności herbicydów. Szczególnie 

interesujące wyniki uzyskano dla szczepu Bacillus sp. Kol B2. Pomimo, że obecność 

grzybni F. culmorum DSM 1094 obniżała produkcję surfaktyny przez powyższy szczep 

bakteryjny, to w wyniku obecności herbicydu (2,4-D lub MET) w hodowli stwierdzano 

wzrost zawartości surfaktyny do poziomu dwukrotnie wyższego niż w kontroli 

bakteryjnej. Podobne efekty zaobserwowano w hodowli Bacillus sp. Kol B3 z tym samym 

szczepem grzybowym i herbicydem 2,4-D. W przypadku szczepów Bacillus sp. Kol B9 

oraz Bacillus sp. Kol L6 także zanotowano wzrost produkcji surfaktyny w obecności 

herbicydów, choć nie przekraczał 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 

powyższego cLP w obecności zarówno 2,4-D jak i MET (w porównaniu do odpowiedniej 

hodowli mieszanej bakteryjno-grzybowej bez dodatku herbicydów). Mimo to, wyższy 

poziom surfaktyny i/lub ituryny w hodowli nie wiązał się z wyższą aktywnością 

przeciwgrzybową w badanych układach.  

Pozytywny wpływ herbicydów na produkcję surfaktyny może być wynikiem wielu 

złożonych mechanizmów. W wyniku stresu i reakcji obronnej bakterii, obecność 

herbicydów w hodowli może aktywować szlaki biosyntezy surfaktyny, co prowadzi do 

zwiększonej produkcji tego związku. Być może, herbicydy modyfikują metabolizm 

komórek bakteryjnych, wpływając na produkcję różnych metabolitów wtórnych, w tym 

surfaktyny czy ituryny. Bakterie mogą modyfikować swoją odpowiedź metaboliczną 

w reakcji na stres środowiskowy, co ułatwia im przystosowanie się do nowych warunków 

(Shimizu 2015). Drugim, bardziej złożonym mechanizmem odpowiedzialnym za to 

zjawisko, może być wpływ syntetycznego herbicydu na interakcje zachodzące pomiędzy 

bakteriami i grzybami. W oparciu o wyniki uzyskane podczas realizacji niniejszej pracy 

wielokrotnie stwierdzano, że w obecności grzybni w hodowli bakteryjno-grzybowej 

poziom surfaktyny i ituryny zazwyczaj ulega ograniczeniu. Wynik ten sugeruje, 

że grzybnia może mieć wpływ na metabolizm bakterii, np. poprzez produkcję różnych 
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związków regulujących aktywność metaboliczną bakterii. Herbicydy, mimo że nie 

działają bezpośrednio przeciwgrzybowo, mogły wpływać na procesy metaboliczne 

zachodzące w komórkach grzybowych lub hamować produkcję związków, 

modyfikujących metabolizm bakterii. W efekcie, grzybnia nie oddziaływała na biosyntezę 

surfaktyny tak, jak w przypadku hodowli bez dodatku herbicydów, co mogło powodować, 

że z hodowli bakteryjno-grzybowej z dodatkiem herbicydu izolowano więcej surfaktyny 

niż z hodowli prowadzonej w nieobecności danego związku. 

Podsumowując, możliwe, że wykorzystane w pracy syntetyczne herbicydy mogły 

wpływać zarówno bezpośrednio na bakterie poprzez zmiany w produkcji badanych cLP, 

jak i pośrednio poprzez modyfikację interakcji pomiędzy bakteriami a grzybami, 

co ostatecznie prowadziło do zwiększonej produkcji cLP w niektórych układach 

badanych. 

W niniejszej pracy przeprowadzono także badania nad wpływem obecności MP 

na zdolność bakterii Bacillus sp. Kol L6 do jednoczesnego usuwania herbicydów (2,4-D 

i MET), produkcję biosurfaktantów oraz aktywność przeciwgrzybową wobec 

F. culmorum DSM 1094. Stwierdzono, że obecność MP w połączeniu z obydwoma 

herbicydami w hodowli zakłóca zdolność bakterii Bacillus sp. Kol L6 do efektywnej 

degradacji herbicydów, znacząco ogranicza wydzielanie ituryny oraz działanie 

przeciwgrzybowe bakterii. Pomimo, że w niektórych przypadkach dodatek herbicydów 

lub MP do hodowli bakteryjnej zwiększał aktywność przeciwgrzybową, obecność 

wszystkich trzech zanieczyszczeń jednocześnie powodowała wyraźne osłabienie tego 

efektu. Powyższy wynik wskazuje na złożone interakcje pomiędzy bakteriami a licznymi 

obecnymi w środowisku zanieczyszczeniami.  

Podczas gdy dodatek herbicydów do hodowli często prowadził do wzrostu 

produkcji surfaktyny przez bakterie rosnące w obecności grzybni, to użyte w pracy 

fungicydy (AZ i PR) w podobny sposób wpływały na produkcje ituryny. Jak wspomniano 

wcześniej, w większości hodowli mieszanych bakteryjno-grzybowych stwierdzano 

spadek poziomu izolowanych biosurfaktantów w porównaniu do monokultur 

bakteryjnych. Stwierdzono jednak, że obecność fungicydu w hodowli mieszanej 

bakteryjno-grzybowej mogła spowodować (w zależności od zastosowanego szczepu 

i dodawanego związku), że izolowano więcej ituryny niż w hodowlach bez dodatku 

fungicydów. W kilku przypadkach, obecność fungicydu AZ w hodowli skutkowała również 

wyznaczeniem wyższej aktywności przeciwgrzybowej w przypadku hodowli mieszanych 

zawierających bakterie szczepu Bacillus sp. Kol B3 oraz grzybnię (DSM 1094 lub 

IM 6525). W hodowli szczepu Bacillus sp. Kol B3 oraz grzybni szczepu IM 6525 

w obecności AZ odnotowano zarówno wzrost produkcji surfaktyny (do poziomu 



186 
 

porównywalnego z poziomem wyznaczonym w kontroli bakteryjnej), jak i ituryny 

(do poziomu wyższego niż w kontroli bakteryjnej). 

W niniejszej pracy określono również wpływ syntetycznych fungicydów AZ i PR 

na aktywność przeciwgrzybową oraz produkcję surfaktyny i ituryny w hodowli mieszanej 

zawierającej dwa różne szczepy Bacillus. Jak wspomniano już wcześniej, podczas 

badań z użyciem dwóch szczepów Bacillus (Kol D3 i DSM 3257) hodowanych razem 

stwierdzono, że obecność obu badanych szczepów Bacillus w hodowli grzybni 

F. oxysporum KKP 458 prowadzi do większego ograniczenia wzrostu grzybni niż 

obecność tylko jednego z powyższych szczepów bakteryjnych. Mimo to, nie wyznaczono 

wyższego poziomu produkcji surfaktyny lub ituryny w hodowli zawierającej oba 

powyższe szczepy Bacillus. Badając wpływ fungicydów na aktywność przeciwgrzybową 

oraz cLP w hodowlach zawierających komórki bakterii Kol D3 oraz DSM 3257 

stwierdzono, że fungicyd AZ powoduje znaczny wzrost produkcji ituryny w obecności 

grzybni F. oxysporum KKP 458  (odnotowywany zarówno w hodowli zawierającej 

grzybnię oraz szczep Bacillus sp. Kol D3 jak i w hodowli zawierającej grzybnię oraz 

komórki obu badanych szczepów Bacillus). Z kolei fungicyd PR powodował znaczny 

wzrost produkcji ituryny w hodowli bakteryjnej zawierającej dwa szczepy Bacillus. 

Nie miał jednak takiego efektu gdy w hodowli znajdowała się również grzybnia. 

Uzyskane wyniki ponownie sugerują udział AZ w modulowaniu wydzielania 

biosurfaktantów przez bakterie w obecności grzybni.  

Podobnie jak w przypadku hodowli z dodatkiem herbicydów, również 

w przypadku fungicydów, podwyższona produkcja cLP mogła być spowodowana 

wpływem zastosowanych w badaniu związków na aktywność metaboliczną zarówno 

bakterii jak i grzybów. 

Jak już wcześniej wspomniano, inni badacze również wielokrotnie stwierdzali 

addytywne lub synergistyczne działanie bakterii z rodzaju Bacillus w połączeniu 

z syntetycznymi fungicydami (Peng i in. 2017; Ji i in. 2019; Xu i in. 2022; Gu i in. 2023; 

Liu i in. 2023a; Wesche i Schnabel 2024). Na przykład Peng i in. (2014) wykazali, 

że komórki szczepu B. subtilis NJ-18 w połączeniu z syntetycznymi fungicydami 

flutolanilem i difenokonazolem zapewniają lepszą ochronę pszenicy przed chorobą 

wywoływaną przez szczep Rhizoctonia cerealis. Podobnie, Chen i in. (2023) wykazali, 

że lipopeptydy wyizolowane z hodowli szczepu B. velezensis SDTB038 w połączeniu 

z fungicydem o nazwie fenamakryl wykazują silne synergiczne działanie 

przeciwgrzybowe wobec szczepu F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici. W innym 

badaniu, Liu i in. (2018) stwierdzili, że zastosowanie szczepu B. subtilis H158 razem 

z syntetycznym fungicydem strobiluryną powoduje silniejszy efekt przeciwgrzybowy 

wobec grzybni szczepu R. solani GD118. Warto zaznaczyć, że AZ zastosowana 
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w niniejszej pracy doktorskiej należy do fungicydów z grupy strobiluryn. Zhou i in. (2021) 

stwierdzili, że bakterie szczepu B. subtilis MBI600 w połączeniu z obniżoną dawką 

fungicydu AZ wykazują wzmocnione działanie przeciwgrzybowe wobec grzybni szczepu 

R. solani AG1-IA. W cytowanej powyżej pracy opisano również efekty 

przeprowadzonych badań polowych, które potwierdziły efekt wyznaczony w warunkach 

laboratoryjnych. 

W literaturze naukowej wskazywane są różne możliwe mechanizmy 

odpowiedzialne za podwyższony efekt przeciwgrzybowy obserwowany przy 

jednoczesnym użyciu syntetycznych i biologicznych środków ochrony. Według Xu i in. 

(2022) zwiększona skuteczność bakterii w połączeniu z fungicydem może wynikać 

z faktu, że w obecności syntetycznego fungicydu, bakterie mogą skuteczniej 

konkurować z grzybami o składniki odżywcze i przestrzeń. Z kolei Liu i in. (2023b) 

analizując wyniki swoich badań zasugerowali, że wzmocniona aktywność 

przeciwgrzybowa połączenia fungicydu tebukonazolu i B. subtilis H158 może wynikać 

z np. ze stymulacji wzrostu bakterii przy niskich stężeniach fungicydu czy też szybszego 

formowania biofilmu bakteryjnego w obecności tego związku. 

Wyznaczona w niniejszej pracy wzmożona aktywność przeciwgrzybowa 

w niektórych układach badanych mogła być wynikiem addytywnego działania niektórych 

szczepów z rodzaju Bacillus oraz AZ, które charakteryzują się odmiennymi 

mechanizmami ograniczania wzrostu grzybów. Wysoki poziom produkcji cLP-Bc, 

czasami wynikający z obecności AZ w środowisku wzrostu, prowadził do destabilizacji 

błon grzybów, co z kolei ułatwiało wnikanie fungicydu do wnętrza strzępek. Zwiększona 

destabilizacja błon grzybowych połączona z działaniem fungicydu AZ na mitochondria 

grzybów (Joseph 1999; Crupkin i in. 2021) mogła być powodem wzmożonej aktywności 

przeciwgrzybowej. Zjawisko to nie było jednak obserwowane we wszystkich układach 

badanych, co może wskazywać na udział innych czynników, takich jak na przykład 

specyficzne interakcje pomiędzy komórkami drobnoustrojów i fungicydem oraz różnice 

w metabolizmie poszczególnych szczepów. 

W toku badań prowadzonych w ramach niniejszej pracy oceniono także wpływ 

szczepu P. koreensis ASK 10 i czterech szczepów Bacillus (Kol B2, Kol B3, Kol B9 

i Kol L6) oraz produkowanych przez nie metabolitów na przepuszczalność błon, zmiany 

w lipidomie grzybni oraz kiełkowanie zarodników. W badaniach ponownie zastosowano 

szczepy grzybowe F. culmorum DSM 1094 i F. sambucinum IM 6525.  

Zmiany w przepuszczalności błon mogą znacząco wpływać na funkcjonowanie 

i procesy metaboliczne grzybni. Zrozumienie, jak w pod wpływem bakterii 

poszczególnych szczepów modyfikowana jest struktura błon grzybowych, pozwala lepiej 

poznać mechanizmy aktywności przeciwgrzybowej. Stwierdzono, że w obecności 
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wszystkich pięciu wybranych do badania szczepów bakteryjnych wzrasta 

przepuszczalność błon obu badanych szczepów grzybni (DSM 1094 oraz IM 6525). 

Największy wzrost przepuszczalności błon obu badanych grzybni Fusarium, 

wyznaczono w obecności bakterii komórek Bacillus szczepów Kol B3, Kol B9 i Kol L6. 

Stwierdzono, że uzyskane wyniki silnie korelują z wynikami dotyczącymi aktywności 

przeciwgrzybowej (ocenianej z użyciem hodowli w podłożu płynnym) szczepów 

bakteryjnych wobec szczepów grzybowych. Wynik ten wskazuje, że zwiększona 

przepuszczalność błon w komórkach grzybowych szczepów DSM 1094 i IM 6525 

hodowanych w obecności bakterii jest związana z wyższą aktywnością przeciwgrzybową 

w tych samych hodowlach. Wysoki współczynnik korelacji sugeruje, że zmiany 

w przepuszczalności błon oraz obecność czynników zdolnych do powodowania tego 

zjawiska (np. cLP) mogą być istotnym wskaźnikiem skuteczności działania 

przeciwgrzybowego użytych w badaniu szczepów bakteryjnych. W pracy autorstwa 

Liu i in. (2014a) oceniano działanie cLP wydzielanych przez bakterie szczepu B. subtilis 

CU12 na fitopatogenne szczepy należące do gatunków Alternaria solani, 

F. sambucinum, Rhizopus stolonifer oraz Verticillium dahliae. Autorzy stwierdzili, 

że wzrost przepuszczalności błon grzybów jest jednym z kluczowych mechanizmów 

przeciwdrobnoustrojowego działania cLP-Bc. Również badania przeprowadzone przez 

Zhao i wsp. (2017) wykazały, że przeciwgrzybowe działanie ituryny A (produkowanej 

przez bakterie szczepu B. amyloliquefaciens BH072) wobec komórek grzybowych 

szczepu F. oxysporum wynika z uszkodzenia ściany komórkowej, błon plazmatycznych 

a także struktur wewnątrzkomórkowych. Stwierdzono, także, że ituryna A powoduje silne 

zahamowanie kiełkowania zarodników i wzrostu strzępek. 

 W niniejszej pracy oceniono także wpływ pięciu szczepów bakteryjnych 

(ASK 10, Kol B2, Kol B3, Kol B9 oraz Kol L6) na zmiany w składzie lipidowym błon 

F. culmorum DSM 1094 oraz F. sambucinum IM 6525. Fosfolipidy są kluczowymi 

składnikami błon komórkowych, a zmiany w ich strukturze wpływają na właściwości 

fizyczne dwuwarstwy lipidowej  (de Kroon i in. 2013; Stolarek i in. 2019). Zmiany 

w lipidomie grzybni (zespole lipidów obecnych w błonach komórek grzybowych) 

prowadzące do destabilizacji struktury / funkcjonowania błon mogą negatywnie wpływać 

na wzrost, rozwój i patogeniczność grzybów. Ustalenie, jak bakterie wykazujące 

aktywność przeciwgrzybową wpływają na lipidom grzybów, pozwala lepiej zrozumieć 

mechanizmy ograniczania rozwoju tej grupy fitopatogenów.  

 W niniejszej pracy stwierdzono, że fosfatydylocholina (PC) 

i fosfatydyloetanoloamina (PE) są głównymi fosfolipidami błon plazmatycznych 

szczepów F. culmorum DSM 1094 i F. sambucinum IM 6525, a powyższe szczepy 

różnią się między sobą stosunkiem zawartości PC do PE. Dane literaturowe wskazują, 
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że wrażliwość grzybni na cLP-Bc jest uzależniona od składu lipidomu. Wysoka 

wrażliwość grzybów na poszczególne biosurfaktanty może być powiązana z niską 

zawartością ergosterolu, obecnością krótkołańcuchowych fosfolipidów, niskim 

poziomem PE w błonach komórkowych czy też z niskim stopniem nasycenia kwasów 

tłuszczowych w tych fosfolipidach (Wise i in. 2014; Bakker i in. 2024). W niniejszej pracy, 

analizując procentową zawartość poszczególnych fosfolipidów w próbach obu grzybni, 

stwierdzono, że w błony grzybni F. culmorum DSM 1094 zawierają nieznacznie więcej 

kwasów tłuszczowych o niższym stopniu nasycenia niż w przypadku błon grzybni 

F. sambucinum IM 6525 (stosunek 1:0,9). Uzyskany wynik wskazuje na wyższą 

podatność lipidomu grzybni F. culmorum DSM 1094 na działanie biosurfaktantów. Z kolei 

w błonach grzybni F. sambucinum IM 6525 stwierdzono niższą zawartość procentową 

PE w stosunku do PC niż w błonach grzybni F. culmorum DSM 1094. Dane literaturowe 

sugerują, że taki wynik wskazuje z kolei na wyższą wrażliwość błon F. sambucinum 

IM 6525 na działanie związków powierzchniowo czynnych.  

Uzyskane wyniki badań ujawniły zmiany w profilu fosfolipidów (proporcji PC do 

PE) grzybni szczepu F. culmorum DSM 1094 pod wpływem obecności trzech szczepów 

bakteryjnych (P. koreensis ASK 10, Bacillus sp. Kol B2 lub Bacillus sp. Kol B3). Z kolei 

zmianę w profilu fosfolipidowego w próbach grzybni F. sambucinum IM 6525 

stwierdzono w obecności szczepu Bacillus sp. Kol L6.  Fosfolipidy PC i PE odpowiadają 

za stabilność, elastyczność i płynność dwuwarstwy lipidowej, zapewniając jej 

integralność oraz prawidłowe funkcjonowanie. W niniejszej pracy wyznaczono wzrost 

zawartości PE w stosunku do PC w obecności niektórych szczepów bakteryjnych, 

powodujący spadek płynności błon, prowadzący do ograniczenia jej przepuszczalności 

(de Kroon i in. 2013). Taki proces adaptacyjny pozwala komórkom na stopniowe 

wchłanianie toksycznych dla nich związków, spowalniając ich negatywne działanie na 

grzybnię (Stolarek i in. 2019). Możliwe, że obserwowane w niniejszej pracy zmniejszenie 

płynności błon badanych grzybni w obecności niektórych szczepów bakteryjnych było 

reakcją obronną fitopatogenów na negatywne działanie biosurfaktantów.  

W niektórych próbach uzyskanych z hodowli mieszanych bakteryjno-grzybowych 

stwierdzono także obecność fosfolipidów charakterystycznych dla bakterii. Najwyższy 

poziom fosfolipidów bakteryjnych wyznaczono w próbach obu badanych grzybni 

namnażanych w obecności bakterii Bacillus sp. Kol B3. Wynik ten może sugerować, 

że bakterie Kol B3 w porównaniu do pozostałych szczepów bakteryjnych silniej 

zdominowały środowisko prowadzonych hodowli. 

W niniejszej pracy analizowano także wpływ metabolitów obecnych w płynach 

pohodowlanych uzyskanych z hodowli bakteryjnych wybranych pięciu szczepów 

(ASK 10, Kol B2, Kol B3, Kol B9 oraz Kol L6) na kiełkowanie zarodników F. culmorum 
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DSM 1094 oraz F. sambucinum IM 6525. Metabolity wtórne produkowane przez bakterie 

mogą wpływać na różne etapy rozwoju grzybów, w tym na kiełkowanie zarodników. 

Analiza, jak metabolity produkowane przez bakterie wpływają na ten proces, może 

prowadzić do lepszego zrozumienia, jak kontrolować rozwój patogenów grzybowych.  

Stwierdzono, że grzybnia szczepu F. culmorum DSM 1094 produkuje zarodniki 

makrokonidialne, natomiast grzybnia szczepu F. sambucinum IM 6525 produkuje 

zarodniki mikrokonidialne. Ponadto ustalono, że gęstość zarodników szczepu IM 6525, 

uzyskanych po zmyciu powierzchni grzybni hodowanej na podłożu zestalonym agarem, 

była około 100 razy większa niż gęstość zarodników szczepu DSM 1094. 

Analizując wpływ metabolitów bakteryjnych na kiełkowanie zarodników badanych 

szczepów Fusarium wykazano, że metabolity wytwarzane przez P. koreensis ASK 10 

nie hamują znacząco powyższego procesu, natomiast ograniczają rozwój strzępek 

w środowisku wzrostu. Zewnątrzkomórkowe metabolity (w tym także biosurfaktanty) 

produkowane przez bakterie Bacillus sp. Kol B2 hamowały kiełkowanie zarodników 

skuteczniej niż te produkowane przez bakterie szczepu ASK 10, ale były mniej 

efektywne niż metabolity pozostałych badanych szczepów Bacillus. Z kolei metabolity 

Kol B9, choć nie hamowały kiełkowania całkowicie, znacząco ograniczały rozwój 

strzępek. Najbardziej interesujące wyniki uzyskano dla szczepów Kol B3 i Kol L6, 

gdzie obserwowano całkowitą lizę zarodników. 

Liu i in. (2014a) oceniali zdolność cLP produkowanych przez B. subtilis CU12 do 

ograniczania kiełkowania zarodników fitopatogennych szczepów należących do 

gatunków Alternaria solani, F. sambucinum, Rhizopus stolonifer oraz Verticillium 

dahliae. Uzyskane w cytowanej pracy wyniki wykazały, że skuteczność hamowania 

kiełkowania zarodników była zróżnicowana i zależała od użytego w badaniu grzyba oraz 

od rodzaju lipopeptydu. Kombinacje różnych lipopeptydów wykazywały addytywne, 

synergistyczne, a czasem nawet wzajemnie hamujące działanie na skuteczność 

kiełkowania zarodników. Autorzy powyższej pracy stwierdzili również, że hamowanie 

kiełkowania zarodników jest ściśle związane z przepuszczalnością błon komórkowych. 

 W badaniach przeprowadzonych przez Hirozawa i in. (2024), oceniano działanie 

supernatantów pozyskanych z hodowli dwóch szczepów B. subtilis (NT1 i NT2) na 

szczep Fusarium verticillioides. Wyniki wykazały, że badane płyny pohodowlane 

hamowały kiełkowanie zarodników F. verticillioides (o 22–74%). Również Zhao i in. 

(2022a) wykazali, że płyn pohodowlany uzyskany z hodowli szczepu B. velezensis A4 

skutecznie hamuje kiełkowanie zarodników, wydłużanie strzępek oraz wzrost grzybni 

szczepu B. cinerea. W cytowanej pracy stwierdzono, że badany płyn pohodowlany 

znacząco ogranicza ekspresję genów użytego szczepu B. cinerea związanych ze 
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wzrostem grzybni i fitopatogennością oraz ogranicza zdolność zarodników do penetracji 

ścian komórkowych roślin.  

W niniejszej pracy zbadano mechanizmy aktywności przeciwgrzybowej szczepu 

Bacillus sp. Kol B3 w połączeniu z fungicydem AZ wobec grzybni szczepu 

F. sambucinum IM 6525. Uzyskane dane wykazały, że obecność zarówno AZ, jak 

i bakterii Kol B3 w hodowlach F. sambucinum IM 6525 zwiększa przepuszczalność błon 

cytoplazmatycznych grzybni znacznie bardziej w porównaniu do działania tych 

czynników osobno.  

Oceniono także zmiany morfologiczne w komórkach grzybni pod wpływem 

obecności fungicydu AZ i/lub bakterii szczepu Kol B3 w hodowli płynnej. W monokulturze 

grzybni F. sambucinum IM 6525 bez dodatku AZ obserwowano długie, rozgałęzione 

strzępki z widocznymi organellami. Zaobserwowano, że zarówno obecność AZ jak 

i  bakterii Kol B3 (stosowanych osobno) w hodowlach prowadzi do widocznego 

zniekształcenia i fragmentacji komórek grzybni. Z kolei jednoczesne zastosowanie 

pestycydu i bakterii w hodowli grzybni skutkowało rozwojem krótkich strzępek 

o zwiększonej średnicy i bez widocznych organelli. 

Przeanalizowano również wpływ fungicydu AZ i bakterii szczepu Kol B3 na 

żywotność grzybni F. sambucinum IM 6525. Stwierdzono, że zarówno fungicyd AZ, jak 

i bakterie szczepu Kol B3 znacząco obniżają żywotność badanej grzybni, a ich 

jednoczesna obecność w hodowli prowadzi do całkowitej dezintegracji strzępek.  

Dalsze badania dotyczące produkcji reaktywnych form tlenu (ROS) w komórkach 

F. sambucinum IM 6525 wykazały, że zarówno AZ, jak i bakterie szczepu Kol B3 

zwiększają produkcję ROS, przy czym efekt ten jest silniejszy w monokulturze grzybni 

zawierającej AZ niż w hodowli mieszanej bakteryjno-grzybowej bez dodatku AZ. 

Co ciekawe, w hodowlach zawierających zarówno AZ jak i bakterie Kol B3 poziom 

wewnątrzkomórkowych ROS był zbliżony do poziomu w próbie kontrolnej 

(bez czynników przeciwgrzybowych). Ten niespodziewanie niski poziom ROS może 

wynikać z poważnych uszkodzeń grzybni, lizy ścian komórkowych oraz destabilizacji 

funkcji mitochondriów. 

W niniejszej pracy analizowano nie tylko produkcję biosurfaktantów oraz 

aktywność przeciwgrzybową bakterii, ale również wpływ badanych szczepów na wzrost 

korzeni siewek ogórka siewnego. Badania nad wpływem bakterii na korzenie 

pozwalają ocenić ich potencjał do stymulacji wzrostu roślin i poprawie ich adaptacji do 

różnych warunków środowiskowych. Istnieje wiele danych na temat szczepów 

bakteryjnych, szczególnie z rodzaju Bacillus, wykazujących zdolność do promocji 

wzrostu systemu korzeniowego roślin, co pomaga roślinie w efektywnym pobieraniu 

wody i składników odżywczych. Obecność bakterii w środowisku wzrostu rośliny może 
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prowadzić do wzrostu liczby korzeni, stymulowania rozwoju korzeni bocznych czy też do 

indukcji wzrostu i wydłużania włośników korzeniowych (López-Bucio i in. 2007; Batista 

i in. 2021; Liu i in. 2023a; Jensen i in. 2024ab). Pozytywne działanie bakterii na korzenie 

może wynikać z produkcji auksyn lub innych metabolitów wpływających na rozwój roślin 

(Sharifi i Ryu 2018; Mahapatra i in. 2022). 

 W niniejszej pracy oceniono wpływ 32 szczepów bakteryjnych na wzrost korzeni 

ogórka siewnego, w oparciu o suchą biomasę korzeni. Nasiona ogórka inkubowano 

w obecności bakterii na podłożu MS oraz na wilgotnej bibule umieszczonej w szalkach 

Petriego. Stwierdzono, że korzenie siewek ogórka inkubowane na podłożu MS rosły 

intensywniej w porównaniu do tych inkubowanych na wilgotnej bibule, 

co najprawdopodobniej wynikało z obecności składników odżywczych w podłożu. 

Uzyskane wyniki wykazały, że większość z ocenianych szczepów bakteryjnych 

ogranicza wzrost korzeni ogórka (niezależnie od zastosowanej w badaniu metody). 

Wyniki uzyskane po inkubacji nasion na podłożu MS wykazały, że 53,1% szczepów 

użytych w badaniu znacząco hamuje wzrost korzeni, 40,6% nie ma istotnego wpływu, 

a tylko 6,3% wykazuje działanie stymulujące. Zidentyfikowano sześć szczepów z rodzaju 

Bacillus (Kol B2, Kol B3, Kol B9, Kol D3, Kol D8, Kol S10), które niezależnie od 

zastosowanej w badaniu metody nie wykazywały negatywnego wpływu na rozwój 

korzeni. Szczególną wyróżniał się szczep Bacillus sp. Kol B9, który jako jedyny 

stymulował wzrost korzeni bez względu na zastosowaną w badaniu metodę. 

Liczne szczepy bakterii ryzosferowych klasyfikowane są jako PGPR, a dane 

literaturowe wielu prac sugerują zdolność ryzosferowych bakterii z rodzaju Bacillus do 

promocji wzrostu korzeni (Bavaresco i in. 2020; de Araujo i in. 2021; Wang i in.  2022). 

Jednakże, oceniane w niniejszej pracy szczepy bakteryjne w większości nie miały 

pozytywnego działania na wzrost korzeni ogórka. Wpływ bakterii na wzrost korzeni może 

zależeć od wielu czynników. Specyfika szczepu jest jednym z kluczowych elementów, 

które należy wziąć pod uwagę analizując uzyskane wyniki. Nie wszystkie szczepy 

Bacillus i Pseudomonas mają identyczne właściwości; niektóre mogą produkować 

substancje stymulujące wzrost roślin, takie jak fitohormony, podczas gdy inne mogą mieć 

ograniczoną zdolność do produkcji tych związków. Warunki środowiskowe także 

odgrywają istotną rolę. Dostępność składników odżywczych, temperatura i wilgotność 

mogą wpływać na skuteczność stymulowania wzrostu roślin przez bakterie. Możliwe jest 

również, że w niektórych warunkach bakterie mogą konkurować z rośliną o składniki 

odżywcze. Zwłaszcza w przypadku metody z użyciem wilgotnej bibuły, w której 

odnotowano mniej pozytywne wyniki w porównaniu do metody w której stosowano 

podłoże MS. Bakterie i rośliny rozwijając się na bogatym w składniki odżywcze podłożu 

MS nie musiały konkurować o składniki odżywcze i wodę. Co więcej, duża część 
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mechanizmów promocji wzrostu roślin opiera się na zwiększaniu dostępności 

składników odżywczych dla rośliny, takich jak na przykład jony amonowe, fosforanowe, 

potasu czy cynku (Olanrewaju i in. 2017; Jeyanthi i in. 2018; Kumar i in. 2021b). 

W metodzie z podłożem MS (zaprojektowanym do optymalnego wzrostu roślin) oraz 

w metodzie z użyciem wilgotnej bibuły (gdzie ograniczono dostęp do składników 

odżywczych) bakterie mogły nie mieć możliwości zastosowania tych mechanizmów. 

Negatywny wpływ większości poddanych badaniu szczepów bakteryjnych mógł również 

wynikać z nieodpowiedniej dawki wprowadzanych do próby bakterii lub sposobu ich 

aplikacji. 

W niniejszej pracy oceniono także wpływ wstępnej inkubacji (zaprawiania) 

nasion ogórka siewnego w zawiesinie bakterii wybranych szczepów Bacillus na 

kiełkowanie nasion oraz intensywność wzrostu siewek zarówno w obecności jak 

i nieobecności zarodników F. culmorum DSM 1094 oraz F. sambucinum IM 6525. 

Badania przeprowadzono w doniczkach z użyciem gleby, a intensywność wzrostu 

korzeni ogórka oceniano na podstawie suchej biomasy. Celem badań było sprawdzenie, 

czy komórki wybranych szczepów bakterii umieszczone na powierzchni nasion ogórka 

mogą skutecznie chronić nasiona i rozwijające się siewki przed negatywnym wpływem 

zastosowanych szczepów Fusarium (których zarodniki dodawano do gleby). Wiele 

danych literaturowych sugeruje, że zaprawienie nasion bakteriami z rodzaju Bacillus 

może chronić rośliny przed zarówno przed zakażeniem fitopatogenem jak i stresem 

oksydacyjnym oraz osmotycznym (pośrednio zwiększając poziom chlorofilu i ligniny 

w korzeniach, co korzystnie wpływa na ściany komórek roślinnych i poprawia tolerancję 

na stres) (Chen i in. 2009; Lastochkina i in. 2021; Akram i in. 2024). Efekt ten jest jednak 

w dużym stopniu zależny od konkretnego szczepu bakteryjnego (Lastochkina i in. 2021).  

Do dalszych badań realizowanych w niniejszej pracy wybrano trzy szczepy 

Bacillus: Kol B2, Kol B3 oraz Kol B9, biorąc pod uwagę wykazywane przez nie 

różnorodne mechanizmy aktywności przeciwgrzybowej oraz ustalony we wcześniejszym 

etapie badań brak negatywnego wpływu na rozwój korzeni siewek ogórka siewnego. 

Stwierdzono, że bakterie powyższych szczepów nie zwiększają intensywności 

kiełkowania nasion warunkach w środowisku bez dodatku zarodników Fusarium, 

a szczep Bacillus sp. Kol B3 nieznacznie ogranicza ten proces. W glebie z dodatkiem 

zarodników Fusarium kiełkowanie nasion niezaprawionych było silnie hamowane, 

zwłaszcza przez F. sambucinum IM 6525. Zaprawienie nasion bakteriami Kol B2 lub 

Kol B9 ograniczało negatywny wpływ zarodników Fusarium. Najlepsze rezultaty 

uzyskano stosując nasiona ogórka otoczone bakteriami Kol B9. W powyższej próbie 

poziom kiełkowania nasion był zbliżony do poziomu wyznaczonego w kontroli (w glebie 

do której nie dodano zarodników Fusarium). 
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Dodatkowo, stwierdzono, że wszystkie trzy szczepy Bacillus ograniczają 

negatywne działanie zarodników Fusarium na rozwój korzeni i intensywność wzrostu 

siwek ogórka. Na podstawie wszystkich uzyskanych wyników stwierdzono, że szczep 

Bacillus sp. Kol B9 wykazuje największy potencjał aplikacyjny, zarówno w ochronie 

przed negatywnym wpływem F. culmorum DSM 1094 i F. sambucinum IM 6525, 

jak i w promowaniu rozwoju siewek ogórka. 

Autorzy innych prac wielokrotnie wykazywali, że zaprawianie nasion niektórymi 

szczepami Bacillus może chronić roślinę przed zakażeniem fitopatogenem. 

Miljaković i in. (2024) ocenili potencjał izolatów Bacillus sp. jako biopreparatów mających 

na celu ochronę grochu zwyczajnego (Pisum sativum L.) przed dwoma szczepami 

fitopatogennych grzybów z rodzaju Fusarium. Z sześciu izolatów bakteryjnych dwa 

(B. subtilis B43 i B. amyloliquefaciens B50) miały największy pozytywny wpływ na wzrost 

i zdrowotność siewek, ograniczając infekcję nasion i stymulując ich kiełkowanie. 

Również Akram i in. (2024) wykazali, że zaprawianie nasion pomidora bakteriami 

szczepu Bacillus aryabhattai Z-48 poprawia wzrost roślin i spowalnia rozwój choroby 

wywoływanej przez szczepy z rodzaju Fusarium. W cytowanej pracy stwierdzono, 

że zaprawienie nasion znacząco poprawia kiełkowanie, wzrost siewek i odporność roślin 

na fuzariozę. Wykazano również wzrost poziomu roślinnych metabolitów i enzymów 

działających ochronnie wobec stresu środowiskowego. 

W ostatnim etapie niniejszej pracy opracowano skład podłoża wzrostowego 

służącego do efektywnego namnażania bakterii Bacillus sp. Kol B9, o stwierdzonym 

wysokim potencjale aplikacyjnym. W badaniu wykorzystano wodny roztwór tryptonu oraz 

produkty uboczne przemysłu spożywczego – drożdże odpadowe uzyskane po produkcji 

piwa oraz wodny ekstrakt ze skórek marchwi. Stwierdzono, że zastosowanie podłoża 

o zawartości 0,5% wodnego ekstraktu ze skórek marchwi, 5% wodnej zawiesiny drożdży 

oraz 0,1% tryptonu najbardziej sprzyja intensywnemu wzrostowi bakterii Kol B9. 

Stosując powyższe podłoże uzyskano największą gęstość komórek bakteryjnych 

w hodowli (30,6 × 10⁷ komórek/mL), co stanowiło ponad dwukrotny wzrost gęstości 

komórek w porównaniu do hodowli prowadzonej w podłożu LB (w której odnotowano 

13,2 × 10⁷ komórek/mL). 

W innych pracach również wykorzystywano browarnicze drożdże odpadowe jako 

źródło węgla w podłożu wzrostowym. Na przykład Moshtagh i in. (2018) wykorzystali 

podłoże odpadowe złożone z 7% odpadu browarnianego oraz 6,22 g L-1 azotanu amonu 

w celu optymalizacji produkcji biosurfaktantów przez szczep B. subtilis N3-1P. Podobnie 

Nazareth i in. 2021 w swoich badaniach również skupili się na optymalizacji produkcji 

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

węgla. 
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Podsumowując, wyniki uzyskane w niniejszej pracy wskazują na zróżnicowany 

wpływ zanieczyszczeń antropogenicznych na biosurfaktantów przez bakteryjne szczepy 

ryzosferowe. Wykazano, że oddziaływanie tych czynników zależy zarówno od użytego 

szczepu bakteryjnego i grzybowego, jak i od rodzaju zanieczyszczenia dodawanego do 

hodowli. W przypadku szczepu Bacillus sp. Kol B9, charakteryzującego się najbardziej 

korzystnym działaniem na kiełkowanie nasion i wzrost korzeni siewek ogórka siewnego, 

również stwierdzono zróżnicowany wpływ syntetycznych pestycydów na poziom 

produkcji surfaktyny i ituryny (także w hodowlach zawierających grzybnię Fusarium). 

Zaobserwowano jednak, że żadne z badanych zanieczyszczeń nie ograniczyło 

aktywności przeciwgrzybowej tego szczepu w warunkach laboratoryjnych, co ponownie 

wskazuje na jego wysoki potencjał aplikacyjny. Mimo to, istnieje ryzyko, że działanie 

przeciwgrzybowe szczepu Kol B9 mogłoby zostać istotnie osłabione w obecności kilku 

różnych zanieczyszczeń jednocześnie. Taki efekt zaobserwowano w przypadku szczepu 

Kol L6 – mimo, że w wielu układach badanych dodatek herbicydów lub MP do hodowli 

zwiększał aktywność przeciwgrzybową bakterii, jednoczesna obecność wszystkich 

trzech zanieczyszczeń prowadziła do wyraźnego osłabienia tego efektu.
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VII. Wnioski i stwierdzenia końcowe 

Najważniejsze wnioski, wyciągnięte na podstawie uzyskanych w niniejszej pracy 

doktorskiej wyników, zostały podsumowane poniżej. 

 

A. Wnioski dotyczące produkcji biosurfaktantów i aktywności przeciwgrzybowej 

szczepów bakteryjnych, w hodowlach prowadzonych w nieobecności 

zanieczyszczeń antropogenicznych: 

 

[1] Spośród 72 zbadanych szczepów Bacillus, 22 szczepy wykazują zdolność do 

kolonizacji strzępek grzybni F. sambucinum IM 6525 w hodowli typu dual culture 

prowadzonej na podłożu zestalonym agarem. Powyższe szczepy wykazują 

dodatkowy mechanizm działania przeciwgrzybowego polegający na 

intensywnym, dendrytycznym wzroście uniemożliwiającym grzybni dalszą 

kolonizację powierzchni podłoża. Bakterie te charakteryzują się także bardzo 

wysoką produkcją ituryny (≥ 200 mg L⁻¹) i wytwarzają fengicynę.  

 

[2] Większość badanych szczepów Bacillus znacząco hamuje wzrost grzybni 

badanych szczepów Fusarium w hodowlach płynnych. 

Największą skuteczność wyznaczono dla szczepu Bacillus sp. Kol Si6, 

który ograniczał wzrost grzybni F. culmorum DSM 1094 o 81,8%, 

natomiast grzybni F. sambucinum IM 6525 o 80,6%. 

 

[3] Wysoka aktywność przeciwgrzybowa badanych szczepów bakteryjnych wiąże 

się ze wzrostem przepuszczalności błon grzybni, wskazującym na duże 

znaczenie biosurfaktantów w procesie ograniczania wzrostu grzybni. 

 

[4] Wszystkie 32 ocenione szczepy wytwarzają związki lotne (VOCs) zmieniające 

morfologię grzybni powietrznej szczepu F. culmorum DSM 1094. VOCs 

produkowane przez niektóre szczepy hamują także wzrost grzybni 

powierzchniowej tego szczepu. Nie stwierdzono żadnego wpływu tych związków 

na grzybnię F. sambucinum IM 6525.  

Najsilniejsze działanie hamujące wzrost grzybni powierzchniowej DSM 

1094 wykazują szczepy Bacillus sp. Kol B3 i Bacillus sp. KAS 2.2, 

zmniejszając wzrost o 25,1 i 29%.  
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[5] Metabolity (w tym biosurfaktanty) wydzielane przez badane szczepy w 

hodowlach płynnych w różnorodny sposób mogą wpływać na zarodniki Fusarium 

oraz proces ich kiełkowania.  

Na przykład związki obecne w płynach pohodowlanych Bacillus sp. Kol 

B3 oraz Bacillus sp. Kol L6 powodują całkowitą lizę zarodników F. 

culmorum DSM 1094 oraz F. sambucinum IM 6525. Natomiast metabolity 

produkowane przez Bacillus sp. Kol B9 silne spowalnia rozwój strzępek 

powyższych grzybów. 

 

[6] Obecność grzybni F. culmorum DSM 1094, F. sambucinum IM 6525 lub 

F. oxysporum KKP 458 w hodowlach badanych szczepów Bacillus zazwyczaj 

powoduje ograniczenie poziomu izolowanej z hodowli surfaktyny i ituryny.  

Wyjątek stanowi poziom surfaktyny w hodowli F. sambucinum IM 6525 

zawierającej bakterie Bacillus sp. Kol D4 oraz poziom ituryny w 

hodowlach F. culmorum DSM 1094 zawierających bakterie Bacillus sp. 

Kol D3 lub Bacillus sp. Kol D4 oraz hodowli F. sambucinum IM 6525 

zawierającej bakterie Bacillus sp. Kol D4. 

 

[7] Hodowle zawierające komórki dwóch różnych szczepów Bacillus, wykazujące 

podwyższoną aktywność powierzchniową płynów pohodowlanych, zazwyczaj nie 

wykazują wyższej aktywności przeciwgrzybowej wobec szczepów Fusarium. 

 

B. Wnioski dotyczące produkcji biosurfaktantów i aktywności przeciwgrzybowej 

szczepów bakteryjnych, w hodowlach prowadzonych w obecności 

zanieczyszczeń antropogenicznych: 

 

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

ocenionych szczepów dekoloryzują barwniki azowe.  

 

[2] Korelacja pomiędzy wysokim poziomem dekoloryzacji barwników azowych oraz 

obniżoną aktywnością powierzchniową płynów pohodowlanych sugeruje 

ograniczenie produkcji i/lub aktywności biosurfaktantów wydzielanych przez 

szczepy Bacillus i Pseudomonas hodowane w obecności powyższych 

ksenobiotyków. 

 

[3] Zastosowane w badaniach barwniki azowe nie wpływają na aktywność 

przeciwgrzybową P. koreensis ASK 10 wobec F. sambucinum IM 6525, 
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natomiast w obecności barwników RB5 i AMR wzrasta działanie 

przeciwgrzybowe P. fluorescens ASK 68 wobec powyższego grzyba. 

 

[4] Dodatek MP do hodowli Bacillus może stymulować wzrost badanych szczepów 

bakteryjnych, nie ma znaczącego wpływu na produkcję surfaktyny, ale może 

istotnie wpływać na poziom wydzielanej ituryny.  

Na przykład w obecności MP rośnie poziom ituryny wydzielanej przez 

szczepy Bacillus sp. I’-1a i Bacillus sp. KAS 2.2, natomiast spada poziom 

tego związku w hodowlach Bacillus sp. Kol B9 i Bacillus sp. Kol L6. 

 

[5] Syntetyczne herbicydy i fungicydy w zróżnicowany sposób wpływają na 

produkcję surfaktyny i ituryny, a ich wpływ zależy zarówno od użytego szczepu 

Bacillus jak i dodawanego do hodowli pestycydu. 

 

[6] Herbicydy 2,4-D i MET powodują ograniczenie lub nie zmieniają aktywności 

przeciwgrzybowej badanych szczepów Bacillus wobec zastosowanych 

szczepów Fusarium. 

Na przykład szczepy Bacillus sp. Kol B2 i Bacillus sp. Kol B3 tracą część 

swojej skuteczności przeciwgrzybowej w obecności herbicydów, podczas 

gdy szczepy Bacillus sp. Kol B9 i Bacillus sp. Kol L6 zachowują swoją 

aktywność przeciwgrzybową bez względu na obecność herbicydów. 

 

[7] Fungicydy AZ i PR powodują wzrost lub nie zmieniają aktywności 

przeciwgrzybowej badanych szczepów Bacillus wobec grzybów Fusarium.  

Na przykład dodatek AZ do hodowli mieszanej bakteryjno-grzybowej 

zawierającej bakterie Bacillus sp. Kol B3 oraz grzybnię F. sambucinum 

IM 6525 zwiększa aktywność przeciwgrzybową wyznaczoną jako spadek 

intensywności wzrostu biomasy grzybni, zwiększenie przepuszczalności 

błon grzyba, fragmentację strzępek i zanik organelli. 

 

[8] Dodatek syntetycznych herbicydów lub fungicydów zarówno do monokultur 

Bacillus, jak i do hodowli mieszanych bakteryjno-grzybowych może ograniczać, 

nie wpływać lub stymulować poziom wydzielanej ituryny i surfaktyny. Efekt ten 

zależy od użytego w badaniu szczepu Bacillus, szczepu Fusarium i rodzaju 

herbicydu. 

Na przykład 2,4-D zazwyczaj nie wpływa na produkcję surfaktyny w 

monokulturach Bacillus, ale w hodowli szczepu Bacillus sp. Kol L6 
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powoduje około 20% spadek produkcji tego cLP. MET ogranicza 

produkcję surfaktyny przez Bacillus sp. Kol B2 i Bacillus sp. Kol B3, ale 

nie wpływa na produkcję surfaktyny przez Bacillus sp. Kol B9 i Bacillus 

sp. Kol L6. AZ znacząco zwiększa produkcję ituryny przez bakterie 

Bacillus sp. Kol D3 w obecności grzybni F. oxysporum KKP 458. 

Natomiast PR zwiększa produkcję ituryny w hodowlach mieszanych 

Bacillus sp. Kol D3 i B. subtilis DSM 3257, ale efekt ten nie występuje w 

obecności grzybni F. oxysporum KKP 458. 

 

[9] Jednoczesna obecność MP oraz dwóch herbicydów (2,4-D i MET) w hodowli 

ogranicza zdolność bakterii Bacillus sp. Kol L6 do efektywnej degradacji 

herbicydów, niekorzystnie wpływa na poziom ituryny oraz na działanie 

przeciwgrzybowe bakterii. Mimo że w niektórych przypadkach dodatek 

herbicydów lub MP do hodowli Bacillus zwiększa aktywność przeciwgrzybową, 

to obecność wszystkich trzech zanieczyszczeń jednocześnie powoduje wyraźne 

osłabienie tego efektu. 

 

C. Wnioski dotyczące wpływu badanych szczepów bakteryjnych na wzrost 

ogórka siewnego: 

 

[1] Spośród 32 badanych szczepów bakteryjnych 53,1% szczepów ogranicza wzrost 

korzeni ogórka siewnego, 40,6% nie ma istotnego wpływu, a tylko 6,3% 

szczepów stymuluje rozwój korzeni ogórka. Najbardziej korzystny wpływ na 

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

 

[2] Zaprawianie nasion ogórka siewnego zawiesiną bakterii szczepu Bacillus sp. Kol 

B9 chroni nasiona i siewki ogórka przed niekorzystnym wpływem grzybni 

F. culmorum DSM 1094 oraz F. sambucinum IM 6525, których strzępki dodano 

do gleby. 

 

D. Wnioski dodatkowe: 

 

[1] Stwierdzono, że produkty uboczne przemysłu spożywczego, takie jak drożdże 

odpadowe uzyskane po produkcji piwa czy skórki z marchwi, mogą być 

wykorzystane do opracowania efektywnego i ekologicznego podłoża 

wzrostowego zapewniającego intensywny wzrost biomasy Bacillus sp. Kol B9.  
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VIII. Streszczenie 

 Jednym z kluczowych wyzwań w stosowaniu mikrobiologicznych środków 

ochrony roślin są ich interakcje z antropogenicznymi zanieczyszczeniami, takimi jak 

pozostałości syntetycznych pestycydów, MP oraz barwniki przemysłowe. Pomimo 

rosnącej świadomości ekologicznej, zmian w przepisach oraz wzrastającej dostępności 

alternatywnych środków ochrony roślin, syntetyczne pestycydy wciąż dominują w walce 

ze szkodnikami. Wiele szczepów bakterii z rodzaju Bacillus i Pseudomonas wyróżnia się 

zdolnością do wspomagania wzrostu roślin, ograniczania rozwoju fitopatogennych 

grzybów oraz udziałem w bioremediacji gleby. W powyższych procesach duże 

znaczenie mają wydzielane do środowiska metabolity bakteryjne, w tym biosurfaktanty 

– związki charakteryzujące się zarówno aktywnością powierzchniową jak i zróżnicowaną 

aktywnością biologiczną. 

Głównym celem niniejszej pracy była ocena aktywności przeciwgrzybowej 

szczepów Bacillus i Pseudomonas zdolnych do produkcji cLP, także w obecności 

wybranych zanieczyszczeń antropogenicznych. 

Opisane w pracy badania rozpoczynają się od charakterystyki biosurfaktantów 

produkowanych przez 80 ryzosferowych szczepów bakteryjnych (77 z rodzaju Bacillus 

i trzy z rodzaju Pseudomonas). W pracy wykorzystano 62 izolaty Bacillus zdolne do 

wydzielania dwóch lub trzech biosurfaktantów cLP-Bc (surfaktyny, ituryny i/lub 

fengicyny). W początkowej puli stosowanych modeli badawczych znalazły się także 

bakterie produkujące tylko jeden cLP-Bc lub też nie produkujące ich wcale. Badaniom 

poddano także trzy izolaty z rodzaju Pseudomonas i zidentyfikowano produkowane 

przez nie biosurfaktanty. Stwierdzono, że szczepy ASK 10, ASK 68 oraz Zg 9.3 

produkują odpowiednio folipeptynę, mieszaninę wiskozyny i HAA (prekursora RL) oraz 

milkisynę C. Wraz z postępem dalszych badań stopniowo zawężano pulę badanych 

szczepów. 

W kolejnym etapie pracy porównano zdolność bakterii do hamowania wzrostu 

grzybów z rodzaju Fusarium w wyniku działania wydzielanych do podłoża metabolitów 

oraz VOCs. Badania przeprowadzone z użyciem hodowli typu dual culture 

prowadzonych na podłożu zestalonym agarem wykazały, że 22 spośród 72 zbadanych 

izolatów Bacillus skutecznie kolonizuje strzępki F. sambucinum IM 6525. W przypadku 

powyższych szczepów zaobserwowano także intensywny, dendrytyczny wzrost 

populacji bakteryjnej, skutecznie uniemożliwiający grzybni dalszą kolonizację 

powierzchni podłoża. Szczepy te charakteryzowały się ponadto bardzo wysoką 

produkcją ituryny (≥ 200 mg L⁻¹) oraz wytwarzały fengicynę. Nie stwierdzono jednak 
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kolonizacji strzępek przez komórki bakteryjne w przypadku drugiego szczepu Fusarium 

– F. culmorum DSM 1094.  

Następnie przeprowadzono badania aktywności przeciwgrzybowej 32 wybranych 

szczepów z użyciem podłoża płynnego. Stwierdzono, że większość analizowanych 

bakterii znacząco hamuje wzrost biomasy użytych w pracy grzybów Fusarium. Z kolei 

ocena produkcji bakteryjnych VOCs wykazała, że 32 szczepy (wszystkie zastosowane 

w badaniu) wydzielają VOCs ograniczające wzrost grzybni powietrznej F. culmorum 

DSM 1094. Stwierdzono, że w przypadku kilku izolatów bakteryjnych powyższe 

metabolity hamują również wzrost grzybni powierzchniowej DSM 1094, jednak o nie 

więcej niż 30%. Związki te nie miały żadnego wpływu na grzybnię F. sambucinum 

IM 6525. 

Kolejnym etapem pracy była ocena wpływu bakterii na intensywność wzrostu 

korzeni siewek ogórka siewnego. Nasiona ogórka inkubowano na podłożu MS i na 

wilgotnej bibule. Stwierdzono, że spośród 32 badanych szczepów: 53,1% ogranicza 

wzrost korzeni ogórka siewnego, 40,6% nie ma istotnego wpływu, a tylko 6,3% izolatów 

stymuluje rozwój korzeni ogórka. Najbardziej korzystny wpływ na powyższy proces 

wyznaczono w przypadku bakterii Bacillus sp. Kol B9. 

Powyższą część pracy zakończono identyfikacją genetyczną 23 izolatów 

bakteryjnych. Wykazano, że większość badanych szczepów Bacillus należy 

do tzw. kompleksu szczepów B. subtilis, w tym osiem najprawdopodobniej należy 

do gatunku B. subtilis, pięć do B. amyloliquefaciens oraz pięć do B. velezensis. 

Szczep Kol B3 może należeć do gatunku B. amyloliquefaciens, B. velezensis lub 

B. methylotrophicus. Ustalono, że szczep Kol Si4 najprawdopodobniej należy do 

gatunku B. subtilis lub B. halotolerans, natomiast szczep Zg 7.6 do gatunku B. pumilus. 

Uzyskane wyniki wykazały także, że 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 również inne mechanizmy 

aktywności przeciwgrzybowej wobec grzybów z rodzaju Fusarium. Oceniono wpływ 

pięciu szczepów bakteryjnych (ASK 10, Kol B2, Kol B3, Kol B9, Kol L6) 

na przepuszczalność błon grzybni, zmiany w lipidomie oraz na kiełkowanie zarodników. 

Stwierdzono, że wysoka aktywność przeciwgrzybowa bakterii wiąże się ze wzrostem 

przepuszczalności błon grzybni. Stwierdzono także, że wydzielane przez bakterie 

metabolity (w tym biosurfaktanty) mogą różnorodnie wpływać na zarodniki Fusarium, 

np. ograniczać proces kiełkowania zarodników i rozwoju strzępek albo nawet 

powodować lizę zarodników. 
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  Dużą część pracy poświęcono ocenie wpływu różnych czynników biotycznych 

i abiotycznych na produkcję biosurfaktantów i aktywność przeciwgrzybową badanych 

szczepów bakteryjnych. Stwierdzono, że obecność 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, że w przypadku 10 spośród 37 zbadanych hodowli zawierających 

komórki dwóch różnych szczepów Bacillus następuje wzrost aktywności 

powierzchniowej płynów pohodowlanych (sugerujący wzrost produkcji biosurfaktantów). 

Niemniej jednak podwyższoną aktywność przeciwgrzybową wyznaczono tylko w jednej 

hodowli – zawierającej grzybnię F. oxysporum KKP 458 oraz komórki Bacillus sp. Kol D4 

oraz B. subtilis DSM 3257. 

Wykazano, że zastosowane w pracy zanieczyszczenia antropogeniczne mogą 

w zróżnicowany sposób wpływać na produkcję biosurfaktantów i aktywność 

przeciwgrzybową bakterii. Efekt ten zależy zarówno od użytego szczepu bakteryjnego 

i grzybowego, jak i od dodawanego do hodowli ksenobiotyku. 

Stwierdzono, że dodatek barwników azowych do hodowli negatywnie wpływa na 

aktywność powierzchniową płynów pohodowlanych, co sugeruje ograniczenie produkcji 

i/lub aktywności biosurfaktantów wydzielanych przez bakterie. Pomimo takiego efektu, 

obecność barwników azowych w hodowli bakteryjno-grzybowej nie miała negatywnego 

wpływu na aktywność przeciwgrzybową szczepów ASK 10 i ASK 68 wobec 

F. sambucinum IM 6525. Wręcz przeciwnie, w hodowli zawierającej powyższą grzybnię, 

bakterie P. fluorescens ASK 68 oraz barwnik RB5 lub AMR wyznaczono wzrost 

aktywności przeciwgrzybowej. 

Ustalono, że dodatek MP do hodowli Bacillus może stymulować wzrost bakterii, 

nie ma znaczącego wpływu na produkcję surfaktyny przez badane szczepy, ale może 

istotnie wpływać na poziom ituryny. Stwierdzono także, że herbicydy 2,4-D i MET 

powodują ograniczenie lub nie zmieniają aktywności przeciwgrzybowej badanych 

szczepów Bacillus wobec grzybów Fusarium. Z kolei fungicydy AZ i PR powodują wzrost 

lub nie zmieniają aktywności przeciwgrzybowej zastosowanych w badaniu bakterii. 

Dodatek syntetycznych herbicydów lub fungicydów zarówno do monokultur Bacillus, 

jak i do hodowli mieszanych bakteryjno-grzybowych ograniczał, nie wpływał lub 

zwiększał poziom wydzielanej ituryny i surfaktyny. Efekt ten zależał od użytego 

w badaniu szczepu Bacillus, szczepu Fusarium oraz rodzaju pestycydu. 

Ostatni etap pracy poświęcono ocenie potencjału aplikacyjnego tych szczepów 

Bacillus, które charakteryzowały się różnorodnymi mechanizmami działania 

przeciwgrzybowego oraz brakiem negatywnego wpływu na wzrost korzeni siewek 

ogórka siewnego. Stwierdzono, że zaprawienie (otoczenie warstwą komórek 
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bakteryjnych) nasion ogórka siewnego chroni nasiona i siewki ogórka przed 

niekorzystnym wpływem F. culmorum DSM 1094 oraz F. sambucinum IM 6525, których 

zarodniki wprowadzono do gleby. Efekt ten był szczególnie widoczny gdy do zaprawienia 

nasion wykorzystano bakterie Bacillus sp. Kol B9. 

Pomimo stwierdzonego w niniejszej pracy zróżnicowanego wpływu 

zanieczyszczeń na produkcję biosurfaktantów przez różne szczepy bakteryjne, żaden 

z zastosowanych związków nie ograniczał aktywności przeciwgrzybowej szczepu 

Bacillus sp. Kol B9, co potwierdza jego wysoki potencjał aplikacyjny. Jednakże, istnieje 

ryzyko, że efektywne działanie przeciwgrzybowe tych bakterii mogłoby zostać silnie 

osłabione w obecności kilku różnych zanieczyszczeń jednocześnie. Taki efekt 

zaobserwowano w przypadku szczepu Bacillus sp. Kol L6 – mimo, że w wielu układach 

badanych dodatek herbicydów lub MP do hodowli zwiększał aktywność 

przeciwgrzybową tych bakterii, jednoczesna obecność wszystkich trzech 

zanieczyszczeń prowadziła do wyraźnego osłabienia 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 mg L⁻¹) 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 
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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. Oświadczenia współautorów 

Oświadczenia współautorów dotyczące udziału w dwóch opublikowanych 

pracach naukowych oraz manuskrypcie przygotowanym do czasopisma znajdują się na 

kolejnych stronach.
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phytopathogenic Fusarium sambucinum strain. MycoRise Up! Youth in Mycology 

4th Edition, 20-21 maja 2023 r., str. 8, Wystąpienie ustne. 

 

XI.2.2. O zasięgu krajowym 

[1] Walaszczyk A., Paraszkiewicz K., Bernat P. Wpływ syntetycznych pestycydów 

na wzrost bakterii oraz produkcję surfaktantów wybranych szczepów Bacillus. II 

Ogólnopolska Przyrodnicza Konferencja Naukowa „Mater naturae”, 11 grudnia 

2020 r., str. 67, Poster. 

[2] Walaszczyk A., Bernat P., Paraszkiewicz K. Ocena wzrostu bakterii Escherichia 

coli w obecności metabolitów Bacillus sp. w skojarzonym działaniu z 

ogrodniczymi preparatami mydła potasowego lub ciprofloksacyną. XIII 

Interdyscyplinarna Konferencja Naukowa Tygiel 2021 „Interdyscyplinarność 

kluczem do rozwoju”, 25-28 marca 2021 r., str. 273, Poster. 

[3] Jarecki W., Walaszczyk A., Długoński A., Bernat P., Paraszkiewicz K. 
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XI.3. Aktywność organizacyjna 

[1] Współprowadzenie warsztatów podczas X Ogólnopolskiej Nocy Biologów – 

8 stycznia 2021 r. 

[2] Udział w organizacji IV Dnia Doktoranta Uniwersytetu Łódzkiego – 11 czerwca 

2021 r. 

[3] Udział w organizacji VII Ogólnopolskiej Konferencji Doktorantów Nauk o Życiu 

BioOpen 2022 – 7-8 kwietnia 2022 r. 

[4] Współprowadzenie warsztatów dla uczniów Szkoły Podstawowej nr 199 

im. Juliana Tuwima w Łodzi w ramach Festiwalu Nauki i Techniki – 2 grudnia 

2022 r. 

[5] Współprowadzenie warsztatów „Wykorzystanie mikroorganizmów w produkcji 

zdrowej żywności” w ramach Instytutu Kreatywnej Biologii przy Wydziale Biologii 

i Ochrony Środowiska Uniwersytetu Łódzkiego – 21 czerwca 2023 r. 

[6] Współprowadzenie warsztatów podczas Dnia Otwartego Wydziału Chemii oraz 

Wydziału Biologii i Ochrony Środowiska Uniwersytetu Łódzkiego – 5 kwietnia 

2024 r. 

[7] Udział w organizacji Konferencji Jubileuszowej “50 lat Katedry Mikrobiologii 

Przemysłowej i Biotechnologii UŁ – lata minione – dzień dzisiejszy – 

perspektywy” – 17 maja 2024 r. 
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XI.4. Szkolenia 
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[2] Staż naukowy w Instytucie Ekologii Terenów Uprzemysłowionych w Katowicach 

pod opieką prof. dr hab. Grażyny Płazy – 16-30 października 2023 r. 

[3] Udział w szkoleniu „Kupujemy pożywki mikrobiologiczne – na co zwrócić uwagę 

i czym się kierować przy ich wyborze?" prowadzonym online przez firmę 

A2KCeNT – 21 września 2023 r. 
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[5] Udział w szkoleniu „Podstawy Spektrometrii Mas Sprzężonej z Chromatografią 

Cieczową (LC–MS/MS)” prowadzonym przez firmę Bioanalytic Sp. z o. o. w Łodzi 
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