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10 I. Preparaty mikrobiologiczne... — A. Galazka

1. WSTEP

Wozrastajgcy udziat gospodarstw rolnych nastawionych na jak najwicksza pro-
dukcje, czgsto prowadzi do nieuwzgledniania wymogéw Srodowiska przyrodnicze-
go 1 stanowi duze zagrozenie dla roznorodnosci biologicznej. Ze wzgledu na inten-
sywny rozwdj rolnictwa, ktory wiaze si¢ z naduzywaniem nawozow mineralnych
i Srodkéw ochrony roslin przyczyniajacych sie do zaburzenia rownowagi w §rodowi-
sku naturalnym zastosowanie alternatywnych metod jakim jest stosowanie produk-
tow mikrobiologicznych zapewniajacych wzrost plonowania oraz ochrong ro$lin jest
bardzo zasadne (Grzyb i in. 2019, Pytlak i in. 2019, Kuzniar i in. 2021). Z uprawa
gleby nierozerwalnie wiaze si¢ jako$é¢ srodowiska glebowego (Domagata-Swigtkie-
wicz 2005, Ksigzak i in. 2018, Smagacz, 2000). Intensywna uprawa roli prowa-
dzi do znacznej degradacji srodowiska glebowego, co wymusza ciaglte poszukiwa-
nie nowych technik uprawy, ktore sprzyjaja ochronie gleby i jej bioréznorodnosci
(Gatazka i in. 2016). Rolnictwo zréwnowazone, ktorego zatozenia sprzyjaja zacho-
waniu naturalnego $rodowiska oraz wzrost produkcji bez ingerencji w naturalne
zasoby srodowiska przyrodniczego, bazuje na wspieraniu naturalnych procesow
biologicznych bez naruszania proceséw odtwarzajacych zycie biocenozy i natural-
ng strukture gleby (Nannipieri i in. 2003, Kodeks Dobrej Praktyki Rolniczej 2002,
Augustyniak i Roszak 2017).

Obecnie w wielu krajach prowadzone sg badania majace na celu poszukiwania
i zastosowania pozytecznych grup mikroorganizméw w praktyce rolniczej. Dotych-
czas w efekcie tych badan opracowano i wdrozono do produkcji liczne biopreparaty,
wsrod ktorych dominujg preparaty wykorzystywane w biologicznej ochronie roslin
oraz zwigkszenie aktywnosci biologicznej gleb i jej bioroznorodnosci (Derkowska
iin. 2015, Churilov i in. 2019, Dubey i in. 2020, Basso i Diaz 2024).

Gleba sktada si¢ z czastek mineralnych o réznej wielkosci i ksztalcie oraz roz-
nych wlasciwo$ciach chemicznych w mieszaninie z korzeniami roslin, zywa popu-
lacjg organizmdéw oraz materig organiczng w roznych stadiach rozwoju. Organizmy
zasiedlajace glebe tworzg ztozony zespot o bardzo duzej liczebno$ci zwany edafo-
nem (Piwowar 2015, Wozniak 1 Gatazka 2019, Oszust i in. 2021). Sa to mikroor-
ganizmy, grzyby, jednokomoérkowce roslinne i zwierzece, rosliny naczyniowe oraz
bezkregowce bytujace w przypowierzchniowej warstwie gleby. Edafon moze stano-
wi¢ od 1 do 10% suchej masy substancji organicznej gleby (Nannipieri i in. 2003).
Ze wzgledu na rozmiar organizmy zyjace w glebie mozna zaliczy¢ do trzech grup:

— mikrobiota (niedostrzegalne golym okiem) — wirusy, bakterie, grzyby, pier-

wotniaki, glony;

— mezobiota (0,2-2 mm) — wazonkowce, nicienie, §limaki, owady bezskrzydte,

wije, roztocza i inne, male rosliny,

— makrobiota (>2 mm) — dzdzownice, krety, gryzonie np. myszy polne, wigksze

owady, korzenie duzych roslin i drzew.



Monografie i Rozprawy Naukowe 11

Mikroorganizmy, tworzac wielogatunkowe zbiorowiska, wytwarzajg sie¢ zalez-
nosci migdzy poszczegolnymi grupami fizjologicznymi. Procesy syntezy i degrada-
cji, przeprowadzane przez zbiorowiska mikroorganizmdw, powinny by¢ postrzegane
jako suma funkcji, za ktore odpowiadaja zespoty drobnoustrojow, a nie tylko poje-
dyncze gatunki (Yakhin i in. 2016, Yadav 2017). Badania aktywno$ci mikroorgani-
zmow w zbiorowiskach sa niezbgdne w celu poznania ich ekologii w biocenozach
i powinny by¢ analizowane w powigzaniu z istniejagcymi warunkami srodowisko-
wymi. Zwigkszona liczebno$¢ drobnoustrojow glebowych oraz wyzsza aktywnos¢
enzymatyczna sa czutym wskaznikiem decydujacym o prawidtowym uktadzie cate-
go kompleksu wlasciwosci glebowych, stanowiagcych o jej zyznos$ci i urodzajnosci
(Krol 2013, Santoyo i in. 2016).

Mikroorganizmy (zaréwno bakterie jak i grzyby) stanowigce gtdéwny komponent
nawozowych produktow mikrobiologicznych posiadaja wiele waznych cech bio-
technologicznych, ktére wykorzystywane sg do produkcji bionawozow, biostymu-
latoréw lub biologicznych $rodkow ochrony roslin, ktorych czynnikiem aktywnym
sa wlasnie mikroorganizmy (Gatgzka i Kocon 2015, Kyrychenko i in. 2015, Singh
iin. 2017, Toader i in. 2020). Do tej grupy biopreparatow nalezy zaliczy¢ takze na-
wozowe produkty mikrobiologiczne, ktore zgodnie z ustawa o nawozach i nawoze-
niu mogg zawiera¢ mikroorganizmy, w tym mikroorganizmy martwe lub nieaktywne
i nieszkodliwe substancje resztkowe z pozywek, na ktorych zostaty one wyprodu-
kowane, ktore nie zostaty poddane Zadnemu innemu przetwarzaniu niz suszenie lub
liofilizacja.

Produkcja preparatow mikrobiologicznych jest aktualnie jednym z najszybciej
rozwijajacych si¢ segmentow rynku rolno-spozywczego. Obecne strategie UE tzw.
,»Green Deal” zaktadajg zwickszenie powierzchni upraw ekologicznych do 25% do
roku 2030. Strategia na rzecz bioroznorodnosci 2030 jest wszechstronnym i dtugo-
terminowym planem majacym na celu ochrong przyrody i odwrdcenie procesu de-
gradacji ekosystemow. Ponadto unijna strategia ochrony réznorodnosci biologicznej
jest zgodna ze strategia ,,od pola do stotu” oraz Misja Gleba, czyli gldownego unijne-
go programu finansowania badan naukowych i innowacji. Celami tych programow
jest m.in. zwigkszenie réznorodnosci biologicznej gleb, w tym takze poprzez sto-
sowanie bioproduktow i preparatow mikrobiologicznych. Wzrastajaca $wiadomos¢
koniecznosci ograniczania nadmiernej chemizacji rolnictwa spowodowata, ze zna-
czaco zwigkszyto si¢ zainteresowanie naturalnymi srodkami produkcji stosowany-
mi w rolnictwie (Komisja Europejska 2010). Jedng z takich obecnie prowadzonych
koncepcji jest wykorzystanie biotechnologicznych cech i praktycznych wtasciwo-
$ci mikroorganizméw do produkcji bionawozow, biostymulatoréw lub biologicz-
nych $rodkoéw ochrony roslin, ktoérych czynnikiem aktywnym sg mikroorganizmy
(Grobelak i in. 2016, Jamily i in. 2019). Praktyczne stosowanie w rolnictwie na-
wozowych produktow mikrobiologicznych mogloby znaczaco zmniejszy¢ zuzycie
srodkoéw ochrony roslin oraz nawozenia mineralnego a tym samym zwickszy¢ ak-
tywnos¢ biologiczng gleb i utrzymanie jej bior6znorodnosci. Powyzsze zatozenia
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wpisuja si¢ takze w tzw. Europejska Strategie Biordznorodnosci. Do 2050 r. r6zno-
rodnos¢ biologiczna oraz ushugi ekosystemowe w Unii Europejskiej beda chronio-
ne 1 zostang odpowiednio odtworzone ze wzgledu na wartos¢ réznorodnosci biolo-
gicznej samej w sobie oraz ich fundamentalnego udzialu w zapewnianiu dobrobytu
cztowieka i koniunktury gospodarczej, tak aby unikng¢ katastrofalnych zmian wy-
wolanych przez utrate bior6znorodnosci biologicznej (Kuzniar i in. 2021). Nalezy
nadmienic¢, iz wszystkie wymienione powyzej programy wzajemnie si¢ uzupetniaja.

2. PODSTAWY PRAWNE

Preparaty mikrobiologiczne sa wprowadzane na rynek w oparciu zardowno o pra-
wo krajowe, jak i prawo wspdlnotowe. Odnosnie prawa krajowego podstawa prawna
jest obowigzujaca ustawa z dnia 10 lipca 2007 r. o nawozach i nawozeniu (Dz.U.
z 2023 r., poz. 569) — Rozporzadzenie Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia
18 czerwca 2008 r. w sprawie wykonania niektorych przepisoOw ustawy o nawozach
i nawozeniu (Dz.U. Nr 119, poz. 765, z p6zn. zm.). Z kolei prawo wspolnotowe, to
Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2019/1009 z dnia 5 czerwca
2019 r. ustanawiajace przepisy dotyczace udostgpniania na rynku produktow nawo-
zowych UE, zmieniajgce rozporzadzenia (WE) nr 1069/2009 i (WE) nr 1107/2009
oraz uchylajace rozporzadzenie (WE) nr 2003/2003 (Tekst majacy znaczenie dla
EOG). Wedtug Rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2019/1009
na liscie produktow nawozowych zwierajacych mikroorganizmy dopuszczone sg na-
stepujace bakterie i grzyby: Azotobacter spp., Rhizobium spp. oraz Azospirillum spp.
oraz grzyby mykoryzowe. Ponadto produkt nawozowy UE nalezacy do PFC 6(A)
biostymulator mikrobiologiczny moze zawiera¢ mikroorganizmy, w tym mikroorga-
nizmy martwe lub nieaktywne i nieszkodliwe substancje resztkowe z pozywek, na
ktorych zostaly one wyprodukowane, ktore nie zostaty poddane zadnemu innemu
przetwarzaniu niz suszenie lub liofilizacja. Istnieje pilna koniecznos$¢ oraz zasad-
nos$¢ rozszerzenia listy mikroorganizmow, wchodzacych w sktad biostymulatorow
mikrobiologicznych/produktéw nawozowych, okre§lonych w CMC 7, w czgsci 11
zatgcznika II do rozporzadzenia 2019/1009 (1).

Z dniem 1 grudnia 2022 r. na mocy rozrzadzenia Ministra Rolnictwa i Rozwoju
Wsi (Dz.U. z 2022 poz. 2490) Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa — Pan-
stwowy Instytut Badawczy w Putawach (IUNG-PIB) zostat upowazniony do prowa-
dzenia wykazu nawozowych produktéow mikrobiologicznych. Wedtug Art. 2.ust.1,
pkt.10a ustawy o nawozach i nawozeniu ,,nawozowe produkty mikrobiologiczne”
to produkty zawierajace wylacznie mikroorganizmy, w tym mikroorganizmy mar-
twe lub nieaktywne, lub konsorcja tych mikroorganizméw oraz substancje stano-
wigce pozywke dla tych mikroorganizmow i ich metabolity, a takze nieszkodliwe
substancje resztkowe z pozywek, ktore poprawiaja aktywnos¢ biologiczng gleby
lub stymuluja procesy odzywiania ro$lin lub grzybow, a wylacznym celem ich za-
stosowania jest poprawa efektywnosci wykorzystania sktadnikow pokarmowych
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przez rosliny lub grzyby, ich odpornosci na stres abiotyczny, ich cech jakosciowych
lub przyswajalnos$ci przez nie sktadnikow pokarmowych z form trudno dostepnych
w glebie. Nawozowy produkt mikrobiologiczny umieszczany jest w wykazie pro-
wadzonym przez Instytut na okres dwoch lat od daty dokonania wpisu do wykazu.
Przed uptywem terminu waznos$ci wpisu podmiot zglaszajacy zobowiazany jest do
ztozenia o$wiadczenia na pismie o utrzymaniu procesu produkcyjnego oraz zacho-
waniu deklarowanego sktadu jakosciowego. Brak oswiadczenia w terminie skutkuje
usuni¢ciem produktu z wykazu nawozowych produktow mikrobiologicznych. Na-
wozowe produkty mikrobiologiczne zamieszczone w wykazie produktow natural-
nych, ktore moga by¢ stosowane w rolnictwie ekologicznym podlegaja odrgbne;j
procedurze weryfikacji i oceny.

3. PREPARATY MIKROBIOLOGICZNE - PRZEGLAD
I ZNACZENIE

Rozwoj badan mikrobiologicznych na przetomie XX i XXI wieku doprowadzity
do wyodrgbnienia i zidentyfikowania wielu waznych grup mikroorganizméw glebo-
wych, a takze coraz doktadniejsze poznawanie ich biologii, ekologii, fizjologii i klu-
czowej roli w przeprowadzaniu wyzej wymienionych procesow, rozwijaty si¢ row-
niez badania nad wykorzystywaniem ro6znych grup pozytecznych drobnoustrojow
w praktyce rolniczej (Martyniuk i Ksi¢zak 2011, Kuzniar i in. 2021). W efekcie tych
badan opracowano i wdrozono do produkcji w réznych krajach liczne biopreparaty,
wsrod ktorych dominuja preparaty wykorzystywane w biologicznej ochronie roslin,
czyli preparaty zawierajace w swoim sktadzie mikroorganizmy antagonistyczne lub
pasozytnicze w stosunku do patogenow i szkodnikéw roslin, oraz mniej liczne bio-
preparaty stymulujace aktywno$¢ mikrobiologiczng gleb Iub korzystnie oddziaty-
wujace na wzrost i plonowanie roslin, np. zawierajace mikroorganizmy symbiotycz-
ne (Gatazka i Kocon 2015, Singh i in. 2017, Mishra i in. 2019, Toader 1 in. 2020).

Preparat mikrobiologiczny to produkt, ktérego aktywno$¢ opiera si¢ na dziataniu
organizmow. To produkty, ktore po zastosowaniu na nasiona, powierzchni¢ roslin
lub glebe kolonizuja ryzosferg lub wnetrze rosliny i wspomagaja jej wzrost i rozwoj
poprzez zwickszenie dostgpnosci podstawowych sktadnikéw pokarmowych w wy-
niku naturalnych procesow takich jak wigzanie azotu, rozpuszczania fosforu oraz
poprzez syntez¢ substancji o dzialaniu stymulujagcym (Wozniak i Gatazka 2019)

(rys. 1).
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‘ ROLNICTWO ZROWNOWAZONE ‘

‘ PREPARATY MIKROBIOLOGICZNE ‘

WIAZANIE AZOTU | ocHRONA PRZED PATOGENAMI |
MYKORYZA P - | POLEPSZENIE STRUKTURY GLEBY ‘

‘ SOLUBILIZACIA FOSFORU

ZMNIEJSZANIE STRESOW
BIOTYCZNYCH | ABIOTYCZNYCH

PRODUKCJA HORMONOW |
CZYNNIKOW WZROSTU ROSLIN

ZWIEKSZANIE DOSTEPNOSCI
SKLADNIKOW POKARMOWYCH

INTERAKCIA ROSLINA -
MIKROORGANIZM

WSPOMAGANIE WZROSTU ROSLIN

ZWIEKSZENIE
BIOROZNORODNOSCI |
AKTYWNOSCI BIOLOGICZNEJ GLEB

Rys. 1. Preparaty mikrobiologiczne — znaczenie w kontek$cie rolnictwa zrownowazonego
(opracowanie wtasne)

Badania nad nowymi formulacjami mikroorganizméw powinny koncentrowac
si¢ na ocenie biotechnologicznego potencjatu biodostepnosci bakterii i grzybow
oraz biodostgpnosci sktadnikow oraz na ich kontrolowanym uwalnianiu do §rodo-
wiska. Wlaczenie biostymulatorow, bioregulatorow oraz produktow mykoryzowych
do formut nawozéw zwigksza wydajnos¢ wykorzystania sktadnikow odzywczych
z nawozow przez rosliny poprzez stymulacje rozwoju korzeniowego i zwigkszenie
biodostgpnosci sktadnikow (Mishra i in. 2019 Toader i in. 2020). Preparaty zawie-
rajace mikroorganizmy, na przyktad bionawozy, biopestycydy, nawozowe produk-
ty mikrobiologiczne wykorzystuja naturalne procesy biologiczne do wspomagania
wzrostu roslin, zwiekszajac ich odpornos¢ na stresy srodowiskowe (abiotyczne)
i choroby (stres biotyczny), a takze poprawiajg strukture i jako$¢ gleby. Mikroor-
ganizmy zawarte w preparatach, takie jak bakterie wigzace azot, bakterie mlekowe,
bakterie solubilizujace fosfor, grzyby mykoryzowe czy pozyteczne bakterie gle-
bowe, wspomagaja obieg sktadnikow odzywczych, poprawiaja zdolno$¢ roslin do
pobierania wody i sktadnikoéw mineralnych, a takze moga skutecznie ograniczac
populacje szkodnikéw i patogenow (Kuzniar i in. 2021). Dostepne na rynku biopre-
paraty, oparte na sktadnikach naturalnych, w szczegdlnosci pochodzenia roslinnego,
jak rowniez produkty zawierajace w sktadzie wyselekcjonowane mikroorganizmy,
stosowane jako element technologii uprawy roslin moga przyczyni¢ si¢ do popra-
wy plonowania roslin uprawnych, z rownoczesnym zachowaniem podstawowych
funkcji gleby (Jamily i in. 2019). W tabeli 1 przedstawiono przyktadowe preparaty
wpisane na list¢ nawozowych preparatoéw mikrobiologicznych zawierajace jeden,
dwa lub trzy komponenty mikrobiologiczne (tab. 1).
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Tabela 1

Przyktady zastosowania mikroorganizméw w nawozowych produktach mikrobiologicznych

Mikroorganizm

Nazwa produktu

Bakteryjne preparaty z jednym komponentem mikrobiologicznym

Azotobacter sp.

Agrosonic Bacti — N
AktywujPielegnuj
BACTIM Nutri N+
Bacto ViN
BIO-Azotobakter
Rosnij — Do Pomidorow
Rosnij — Do Trawy
Rosénij — Do Warzyw i Owocow

Azotobacter chroococcum

AZOTO VIP

Azospirillum brasilense

N-Zymes

Bacillus amyloliquefaciens

BioamyloErucaSTOPDeliaSTOP
GLEBOSTAN
INO BACTN
MAXGLEB+
SINFINITYBACTO-LINE

Bacillus azotofixans

bi azot

Bacillus megaterium

bi fosfor
BactoFos
BACTRIUM

Bacillus subtilis

bi protect
BioPlantControl
BIO-Trichoderma PLUS
CARMINE
Efekt Bio

Bacillus laterosporus

Bakto ON-Stop

Bacillus licheniformis

Accudo®

Bacillus sp.

A Zero WG
AGROSONIC BACTI-P
AGROSONIC FUNGI
Arcton WG
BACILLUS VIP
BACTIM FERTI
BACTIM GLEBA
BACTIM HORTI
BACTIM LISCIE
BACTIM NITRO+
BACTIM NUTRI P+, Fortis bac PHOSPHO Ambiogel EcoDry
Vitafer Soil FreePhos,
BACTIM OMNIS
BactoFungiStop
BactoN
BactoRol Azot
BactoStym FULLPLON
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cd. tab. 1

Mikroorganizm

Nazwa produktu

Bakteryjne preparaty z jednym komponentem mikrobiologicznym

Bacillus sp.

Bakto G-Stop Bakto ProFOS
Bakto Kompleks
BAKTO NH4+
BF-Active
bi complex max bi safe
bi seed
bi stoma
Biofosforin Green — Bio Azot Cellulad Kolorado Control
Biomag Plon
BioRePower
BioRePower Max
ChampiStym
Convert WG ProBeet WG Ambio Life
DuoProtect
Elbio Bakfos Uodpornij
FERTILE PRIMIS
FitoProtect
FORTIS PROTECT PRIMI
Green shield
Microfosfat Solid
Microhumus Solid
NITROAKTIV P azot z powietrza

Novobakt R
Nutribak Bio
Nutri-P
OMA PRO BRASIKA PRO
OstriniaSTOP
Plo-N Bio Lider
PRIMSEED BIOM ZBOZA
SPECIAL BACTER N+P AZOFOS
SUBTILL VEGE SUBTILL BERRY ON-LIFE NITROGEN
BACTERIA PHOSPHOR BACTERIA
VitaSoil FreePhos BACTIM SLOMA
Zielona tarcza

Bradyrhizobium

Turbosoy
ATUVA Lubin

Gluconacetobacter diazotrophicus

ENCERA SC

Lactobacillus

AKRA MSB

Lactobacillus plantarum

EmFarma
EmFarma Plus
Ema 5
Ema 5 z wrotyczem

Paenibacillus polymyxa

AzoStim
BACTIM ENDOFIX
FUNGILITIC
NITROLEAF
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cd. tab. 1

Mikroorganizm

Nazwa produktu

Bakteryjne preparaty z jednym komponentem mikrobiologicznym

BioRace SL
Pseudomonas Elbio FeN SL

SyderoFERT

BioSafe
Pantoea s Biosimex PantoeaCare
PP Crop Care

Pantoea Care
Pseudomonas putida Soluzymes
Stenotrophomonas rhizophila ACTIV by Aphea.BioTM
Methylobacterium symbioticum BlueN
SB23 Utrisha N

Rhizobium

Rhizobium bobik
Rhizobium koniczyna

Rhizobium wyka
Rhizobium soja
Rhizobium fasola
BACTIM VECTOR BLUE
Terra N-Efekt

Rhizobium grochRhizobium seradela

Rhizobium tubinRhizobium lucerna

Sinorhizobium meliloti

FabaStym Alfa

Rhizobium leguminosarum

Novobakt Azo+
ATUVA® Groch & Bobik
FabaStym Trifolii

Bradyrhizobium japonicum

Novobakt Rhizo Soja
Verruca Pro Soja

PRIMSEED BIOM SOJA
FabaStym Soya
Rhizobium pisi Novobakt Rhizo Groch
Neorhizobium galegae FabaStym Galega
Rhizophagus irregularis MYCOGEL
Novobakt Rhizo Lubin

Bradyrhizobium lupini

Verruca Pro Lubin

Grzybowe preparaty z jednym komponentem mikrobiologicznym

Glomus spp MycoTech BIO
TrichofitVitafer Soil Protect,
VitaSoil Protect
Trichoderma Agrosonic Tricho

CONDOR SHIELD
BIO-Trichoderma

B-Trichomax Mocne KORZENIE

Coniothyrum

Oko-ni WP
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cd. tab. 1

Mikroorganizm

| Nazwa produktu

Bakteryjne preparaty z jednym komponentem mikrobiologicznym

Beauveria BORA
Bakteryjne preparaty z dwoma komponentami mikrobiologicznym
Azotobacter AzotoPower
Arthrobacter Azot z natury
Azospirillum lipoferum Novobakt Azo+
Azotobacter chroococcum
Azotobacter vinelandii .
. Nitro Pro
Methylobacterium extorquens
Bacillus megaterium
Bacillus subtilis GROW
Bacillus velezensis AGN15 ACTYZ
Bacillus velezensis AGN16 Field UP

Bacillus spp.,
Lactobacillus spp

Uodpornij— Do PomidoréwUodpornij — Do Trawy
Uodpornij — Do Warzyw i Owocow
Wzmocnij

Bacillus
Pseudomonas

BACT zdrowie
BaktoTarcza S
FosfoPower
Gard H
Geumano Control
NATURALNA ODPORNOSC — roéliny
0zdobneNATURALNA ODPORNOSC - warzywa i owoce
REGENERACJA I STYMULACJA
SKUTECZNE PRZESADZANIE
SuperPower
WZROST ZE SMAKIEM -BUJNE KWIATY, SOCZYSTA
ZIELEN-BIOLOGICZNY UKORZENIACZ

Bacillus thuringiensis

Pseudomonas sp. Bio-Bacthur

Pseudomonas sp. BIO-Supl

Azotobacter sp Bio Azot

Bacillus s NUTRI BIO FERT

Azotobacter spp.

Bacillus '

Yarrownia bi system24

Rhizobium lupini,

Bradyrhizobium sp. (Lupinus) FabaStym Combo
izobi i Verruca Pro

weoomm " Groch/Bobik
i i FabaStym Vicia

Bakterie kwasu mlekowego
Saccharomyces

BIOKURATOR
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cd. tab. 1

Mikroorganizm

Nazwa produktu

Bakteryjne preparaty z jednym komponentem mikrobiologicznym

mezofilne bakterie fermentacji
mlekowej

szczepy drozdzy probiotycznych

EM ReviGreen
EM OGROD

Drobnoustroje tlenowe mezofilne

Bakterie fermentacji mlekowej

Terra Biosa Probios
Terra Biosa Probios Plus do Sadow i Ogrodow

Bacillus mucilaginosus
Ochrobactrum sp. 1-4362

INO SEED BACT

Bakteryjno-grzybowe preparaty z dwoma komponentami

Vitafer Soil
Bacillus . FastRecovery,
Trichoderma VitaSoil FastRecovery
N-FORTEMADSOILFIDELGREENBIONPROOTACTSOIL
HUMIZATOR
Bakteryjne i bakteryjno-grzybowe preparaty z trzema komponentami

Arthrobacter sp AGN14
Methylobacterium sp AGN12 N-LEAF
Methylobacterium sp AGN13
Bacillus subtilis
Bacillus megaterium BioFieldControl
Trichoderma
Peanibacillus azotofixans
Azotobacter chroococcum BacterX MAX

Bacillus megaterium

Bacillus spp.
Pseudomonas spp.
Lactobacillus spp.

NATURALNA ODPORNOSC — trawnik
REWITALIZACJA GLEBYZYZNA GLEBA
REGENERACJA PODLOZA
BactoShield F

Bacillus licheniformis
Bacillus subtilis
Bacillus amyloliquefaciens

BactoRol Plus

Azotobacter sp.
Bacillus spp.
Lactobacillus spp.

Pielegnuj

Azotobacter croococum
Azospirillum brasilense
Bacillus megatherium

AZOTER F

Methylobacterium sp AGN12
Methylobacterium sp AGN13
Arthrobacter sp. AGN1 4

INO FIX N
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cd. tab. 1

Mikroorganizm Nazwa produktu

Bakteryjne preparaty z jednym komponentem mikrobiologicznym

Bacillus OtiorSTOP
Paecilomyces P-Drakol
Pochonia Nematado

Serratia marcescens
Serratia plymuthica B-Fert Zielony ROZKWIT
Pseudomonas protegens
Trichoderma sp. BH1

Penicillium sp. BH2 B-Decomposer
Aspergillus sp. BH3

Bakterie kwasu mlekowego

Saccharomyces FUNDAMENTAL
Rhodopseudomonas

Bacillus subtilis LMG 12379

Pseudomonas putida LMG

$-32917 Delsol plus

Trihoderma harzianum THM 308
Rhizoglomus irregulare BEG72
1400

Bacillus megaterium MHBMO06
Bacillus megaterium

AEGIS SYM IRRIGA

Azospirillum lipoferum
Azotobacter chroococcum Novobakt AzoFosfo
Bacillus megaterium
Arthrobacter sp AGN14,
Methylobacterium sp AGN12, NITROFUSION
Methylobacterium sp AGN13
Bacillus

Rhizobium NPK biofix
Agrobacterium

Bacillus
Rhizobium NITRO biofix
Paenibacillus sp.

Z badan naukowych wynika, iz stosowane systematycznie preparaty mikrobio-
logiczne wptywaja korzystnie na prawidtowy rozwoj roslin (Kuzniar i in. 2021).
Dodatkowo w potgczeniu z biopreparatami zawierajagcymi zwiazki wystepujace
naturalnie w przyrodzie, sa doskonatym rozwigzaniem, biorgc pod uwage natural-
ne nawozenie upraw. Stosowanie preparatow mikrobiologicznych to rozwigzanie,
ktore moze okazac si¢ niezbedne w obliczu intensyfikacji produkcji rolnej i coraz
czestszych zmian klimatu. Jesli chodzi o ograniczanie negatywnego oddziatywania
czynnikow zewnetrznych, duze znaczenie odgrywa biostymulacja roslin. Obejmu-
je ona przede wszystkim: przyspieszanie procesOw zyciowych roslin, zwickszanie
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odpornosci roslin na warunki stresowe, stymulacje rozwoju cze$ci nadziemnych
i podziemnych roslin. Bardzo czgsto sg to rozwigzania zwigzane z zastosowaniem
konsorcjow bakteryjnych i/lub bakteryjno-grzybowych w biopreparatach. Na liscie
nawozowych preparatow mikrobiologicznych mozna znalez¢ takze produkty z wig-
cej niz trzema komponentami mikrobiologicznymi (tab. 2).

Tabela 2
Przyktady zastosowania konsorcjow mikroorganizméow w nawozowych produktach
mikrobiologicznych
Mikroorganizm | Nazwa produktu
Bakteryjne i bakteryjno-grzybowe preparaty z czterema komponentami mikrobiologicznymi
Azotobacter sp. BH1
potm
. . Turbo OGRODNIK
Bacillus megaterium
Serratia plymuthica
Azotobacter
Azos'p irillum . Bactomix Forte NPK
Bacillus megaterium
Frateuria aurentia
Bacillus megaterium AGNO1
Bacillus mucilaginosus AGNO3
Bacillus amyloliquefaciens AGNO7 BACKUP
Bacillus amyloliquefaciens
Bacillus spp.
Strep tam.y ces Spp- Metacide Plus
Beauveria spp.
Metarhizium spp.
Bacillus licheniformis
Bacillus subtilis Novobakt Pro
Streptomyces sp.
Pseudomonas protegenes
Bacillus megaterium AGNO1
Streptomyces sp. B11
Brukholderia sp. AGN02 NO BACT PMYC
Rizophagus irregularis
BaktoTarcza O
Bacillus, BaktoTarcza P
Pseudomonas BaktoTarcza W
Lactobacillus Gard GGard T
Streptomyces Gard V
Rewital Max Pro

Serratia marcescens
Serratia plymuthica Domowa dzungla
Pseudomonas protegens
Pseudomonas sp.
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cd. tab. 2

Mikroorganizm

| Nazwa produktu

Bakteryjne i bakteryjno-grzybowe preparaty z czterema komponentami mikrobiologicznymi

Bacillus
Rhizobium
Paenibacillus sp.
Trichoderma

TERRA biofix

Pchanerochaete chrysosporium,
Trichoderma reesei,
Streptomyces sp.

Bacillus sp.

BacterX START

Rhizophags irregularis
Claroideoglomus luteum
Claroideoglomus claroideum
Claroideoglomus etunicatum

MycoApply® EndoMaxx

Bakteryjne i bakteryjno-grzybowe preparaty wieloskladnikowe

Paenibacillus azotofixans
Bacillus megaterium
Bacillus mucilaginosus
Bacillus mycoides
Bacillus subtilis

Bacillus licheniformis
Trichoderma viride
Mycorrhizal fungus

Synergia Blue

Trametes versicolor
Pleurotus ostreatus
Cellulomonas uda
Cellulomonas gelida
Aspergillus awamori
Trichoderma reesei
Bacillus subtilis

Synergia Split

Paenibacillus azotofixans
Priesta megaterium
Paenibacillus mucilaginosus
Bacillus mycoides

grzyby mykoryzowe

BIOSPEKTRUM WG

Lactobacillus
Lacticaseibacillus
Limosilactobacillus
Saccharomyces,
Bacillus

Microbiotix Prevent
Elbio Fungibactis

Paenibacillus azotofixans
Priesta megaterium
Paenibacillus mucilaginosus
Bacillus mycoides

Bacillus subtilis
Trichoderma viride
mycorrhizal fungi

BIOSTART WG
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cd. tab. 1

Mikroorganizm

Nazwa produktu

Bakteryjne i bakteryjno-grzybowe preparaty z czterema komponentami mikrobiologicznymi

Cellulomonas uda
Cellulomonas gelida
Trametes versicolor
Pleurotus ostreatus
Aspergillus awamorii
Trichoderma reesei

BIOSPLITO WG

Lactobacillus
Lacticaseibacillus
Limosilactobacillus
Saccharomyces,
Bacillus

Prevent Bio

Lactobacillus
Lacticaseibacillus
Limosilactobacillus
Rhodococcus
Rodhopseudomonas janowiec
Saccharomyces,

Bacillus

Microbiotix Complex

Lactobacillus
Lacticaseibacillus
Limosilactobacillus
Rhodococcus
Rodhopseudomonas
Bifidobacterium
Saccharomyces,
Bacillus

Elbio Terra Ivo

Metarhizium anisopliae
Beauveria bassiana
Bacillus aryabhattai
Bacillus subtilis
Streptomyces

BioCleanSoil

Lactobacillus
Lacticaseibacillus
Limosilactobacillus
Rhodococcus
Rodhopseudomonas
Bifidobacterium
Saccharomyces, Bacillus

Complex Bio

Azotobacter sp.
Polyangium sp.
Pseudomonas putida sp.
Rhizobium sp.
Streptomyces spp.
Trichoderma harzianum
Trichoderma viride

Bio-Blend
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Preparaty mikrobiologiczne moga by¢ stosowane zard6wno bezposrednio na ro-
sline jak i doglebowo. Stosuje si¢ je w formie oprysku oraz w postaci statej (granu-
lat, proszek). Wykorzystuje si¢ je rowniez w celu zaprawiania materialu siewnego.
Zabiegi te powinny by¢ jednak wykonywane w sezonie wegetacyjnym w regular-
nych odstepach 10—14 dni (Kuzniar i in. 2021, Poradnik... 2023). Ze stymulacja
roslin zwigzane jest stosowanie preparatow mikrobiologicznych, ktdre uzupehiaja
nawozenie upraw i ochrong roslin, wplywajac tym samym na optymalizacj¢ kosztow
zwigzanych z produkcja roslinng. Do najwazniejszych funkcji organizmow glebo-
wych wchodzacych w sktad biopreparatow naleza:

— rozktad i detoksykacja r6znych substancji zanieczyszczajacych gleby (kseno-

biotykéw) np. zanieczyszczenia przemystowe,

— rozktad i mineralizacja materii organicznej (resztki pozbiorowe, obornik i inne
nawozy naturalne, komposty, poplony). W procesach tych oprocz mikroorga-
nizméw istotng role odgrywa takze fauna glebowa (dzdzownice, roztocza),
w tym takze rézne produkty przemiany materii, np. $luzy bakteryjne czy
glomaliny (substancje produkowane przez strzepki grzybéw endomykoryzo-
wych)

— ograniczanie rozwoju szkodnikow i patogendow roslin. Ta aktywnos¢ mikro-
organizmow zwigzana jest przede wszystkim z wystgpowaniem w glebie
konkurencji, m.in. o pokarm, pomi¢dzy jej mieszkancami, a takze zjawiskom
antagonizmu i nadpasozytnictwa.

— wigzanie azotu oraz tworzenie ukladow symbiotycznych z roslinami. Najle-
piej znanym przyktadem symbiozy mikroorganizméw glebowych z roslinami
jest wspotzycie bakterii brodawkowych (rizobiéw) z roslinami bobowatymi.

— mykoryza, czyli symbioza wielu gatunkéw grzybow glebowych z korzeniami
ro$lin.

— produkcja substancji wzrostowych.

4. PODSUMOWANIE

Mikroorganizmy w rolnictwie i ochronie roslin sa jednym z bardzo waznych
czynnikow decydujacych o zyznosci gleby, co przektada si¢ na wysokosc¢ i jakose
uzyskiwanych plonéw. Wsrdd licznych ich funkcji na szczegdlng uwage zastuguje:
uzyznianie i spulchnianie podtoza, uczestnictwo w obiegu pierwiastkow, ograni-
czenie wystgpowania agrofagow, stymulacja wzrostu i rozwoju roslin, zwieksze-
nie odporno$ci roslin. Stosowanie preparatow mikrobiologicznych wiaze si¢ tez
z ograniczeniem stosowania chemicznych srodkéw ochrony ro$lin i nawozé6w mine-
ralnych. Umozliwia takze szybsza regeneracje roslin oraz wptywaja na fotosynteze
1 przyspieszajg procesy biochemiczne. Rozwoj produkcji zwigzany wprowadzeniem
na rynek preparatow mikrobiologicznych jest aktualnie bardzo intensywny. W wielu
krajach prowadzone sg badania majace na celu wykorzystanie pozytecznych grup
mikroorganizmoéw w praktyce rolniczej. Dotychczas w efekcie tych badan opraco-
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wano i wdrozono do produkcji liczne biopreparaty, wsrod ktorych dominuja prepa-
raty promujgce wzrost roslin oraz wykorzystywane w biologicznej ochronie roslin.
Preparaty te zawieraja w swoim sktadzie mikroorganizmy antagonistyczne lub pa-
sozytnicze w stosunku do patogendéw i szkodnikow roslin. Na rynku dostepne sa
rownie liczne produkty mikrobiologiczne stymulujace aktywno$¢ mikrobiologiczna
gleb lub korzystnie oddziatywujace na wzrost i plonowanie ro$lin, np. biopreparaty
zawierajagce mikroorganizmy symbiotyczne (bakterie brodawkowe dla roslin bobo-
watych oraz grzyby mykoryzowe). Preparaty mikrobiologiczne coraz aktywniej
staja sie popularng ekologiczng alternatywa dla nawozow syntetycznych i srodkow
ochrony roslin, co jest zgodne z koncepcja zrbwnowazonego rolnictwa i wytyczny-
mi rolnictwa precyzyjnego i z celami EZL. Obecnie istnieje pilna potrzeba prowa-
dzenia dziatan edukacyjnych oraz szkolen dla praktyki w celu podniesienie wiedzy
w zakresie stosowania nawozowych produktow mikrobiologicznych ich zasadnosci
i korzysci wptywajacych na srodowisko glebowe i rosling, w tym na zwigkszenie
bior6znorodnosci.
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1. WSTEP

Intensywny rozwoj konwencjonalnej produkcji roslinnej niesie za sobg liczne
niekorzystne konsekwencje dla sSrodowiska takie jak zmniejszanie si¢ zasobow na-
turalnych oraz zyznos$ci gleb, rozprzestrzenianie si¢ chorob roslinnych, ktore dotad
nie byly spotykane na danym terenie, zwigkszone zapotrzebowanie na nawadnia-
nie, oraz ograniczanie bioréznorodnosci. Obecnie poszukuje si¢ nowych sposobow
walki z tymi problemami, ktore bytyby bezpieczne zaréwno dla srodowiska jak
i konsumenta wytworzonego produktu. Klasyczne oraz nowoczesne metody analizy
pozwalaja na poszukiwanie mikroorganizmow o najkorzystniejszych cechach, ktore
moga by¢ sktadnikiem nowych preparatow mikrobiologicznych. Ich zastosowanie
moze mie¢ ogromne znaczenie w walce z patogenami, zwickszaniu produkcji ro-
$linnej (promowanie wzrostu i rozwoju roslin), rozktadzie toksycznych substancji.
Przedstawione ponizej informacje majg na celu przyblizenie czytelnikowi podstaw
wiedzy na temat rodzajow preparatow mikrobiologicznych, znaczeniu mikroorga-
nizmow glebowych w takich procesach jak obieg pierwiastkoOw i materii organicz-
nej w przyrodzie, biodegradacja szkodliwych substancji, walka z patogenami, oraz
promowanie wzrostu i rozwoju roslin. W koncowej czesci rozdziatu przedstawione
zostaly takze informacje na temat praktyk laboratoryjnych stosowanych w czasie
izolacji oraz badan nad mikroorganizmami.

2. RODZAJE PRODUKTOW MIKROBIOLOGICZNYCH

Potrzeba ograniczenia stosowania nawozenia chemicznego, oraz koniecznos¢
ochrony $rodowiska naturalnego doprowadzita do rozwoju prac nad stworzeniem
preparatow, ktorych gtdéwng substancje aktywng stanowig mikroorganizmy lub pro-
dukty ich metabolizmu (Augustyniak i Roszak 2017, Lekavi¢iené i in. 2021). Sama
nazwa biopreparat jest potaczeniem dwoch stow oznaczajacych zycie ,,bios” oraz
przygotowanie ,,preparatum’ (Sosnowska 2019). Biopreparaty wykorzystuja rozne
mechanizmy dziatania, mogg dziata¢ na glebe, rosling, lub jednoczesnie na rosling
i glebe. Dziatanie takich preparatéw ma za zadanie zwigkszenie wchtaniania sub-
stancji pokarmowych przez ro§ling, ograniczenie negatywnego wplywu abiotycz-
nych czynnikéw $rodowiskowych, walke z fitopatogenami, zwiekszanie intensyw-
nosci wzrostu i rozwoju roslin. W zwigzku z zréznicowaniem pelionych funkcji
preparaty podzieli¢ mozemy na bionawozy (Singh i in. 2017), biostymulatory (Pylak
i in. 2019), biopestycydy (Derkowska i in. 2015, Grzyb i in. 2019), oraz prepara-
ty mikrobiologiczne (Sosnowska 2019). Natomiast ze wzglgdu na sktad mozemy
rozrozni¢ preparaty bakteryjne, grzybowe, bakteryjno — grzybowe, enzymatyczne,
oraz zawierajace wszystkie wyzej wymienione elementy (Toader i in. 2020). Pre-
parat nieczesto sktada si¢ z mieszaniny réznych szczepdéw bakteryjnych i grzybo-
wych. Odpowiedni dobor sktadnikow preparatu jest kluczowy w jego prawidtowym
i efektywnym dziataniu. Wykazano, ze niejednokrotnie zastosowanie odpowiednie-
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go preparatu biologicznego pozwala na uzyskanie porownywalnych rezultatow jak
po wykorzystaniu dostepnych na rynku $rodkow chemicznych (Pylak i in. 2019).
Dodatkowym argumentem przemawiajagcym za zastosowaniem biopreparatow jest
ich zdecydowanie mniejsza szkodliwo$¢ dla srodowiska naturalnego, oraz wspiera-
nie jego prawidlowego funkcjonowania (Kocira i in. 2020, Toader i in. 2020). Nie-
mniejsze znaczenie majg tutaj takze koszty uzytkowania. Zaréwno proces produkcji
jak i zastosowania na uprawie wigza si¢ ze znacznie mniejszym zapotrzebowaniem
finansowym, niz ma to miejsce w przypadku nawozow chemicznych (Kuzniar i in.
2019). Nalezy jednak mie¢ na uwadze, ze efektywno$¢ zastosowania biopreparatow
uzalezniona jest od odpowiedniego ich doboru, warunkow srodowiskowych oraz
atmosferycznych (Pylak i in. 2019). Bakterie i grzyby stanowigce glowny sktadnik
biopreparatow izoluje si¢ ze srodowiska naturalnego, bardzo czesto bezposrednio
z gleby, ktora jest z jednym z kluczowych elementow otaczajgcego nas srodowiska.
Szacuje sig, ze 25% wszystkich organizméw zywych ma swoje siedlisko wtasnie
w glebie (Bach i in. 2020). Odgrywa znaczaca role¢ w zyciu zardwno cztowieka jak
i innych organizmow. Gleba jest wykorzystywana gtownie w celu produkeji zyw-
nosci. Pelni ona jednak takze kilka innych, kluczowych dla prawidtowego dzialania
ekosystemu funkcji (Niedzwiecki 2019) (rys. 1).
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Rys. 1. Funkcje gleby w $rodowisku (opracowanie wlasne)
3. ZNACZENIE MIKROORGANIZMOW GLEBOWYCH

Mikroorganizmy zasiedlajace gleb¢ uwazane sg czgsto za najwazniejszy czynnik
decydujacy o jej zyznosci 1 wysokosci uzyskiwanych plonéw. Warunki $rodowiska,
czynniki biotyczne oraz abiotyczne wptywaja na liczebnos¢ i sktad mikroorgani-
zmoéw w glebie (Galazka 2020). Bakterie i grzyby obecne w srodowisku odpowiadaja
za wiele zachodzacych w nim procesow, ich liczebno$¢ podlega ciggtym wahaniom
(rys. 2). Organizmy glebowe sg zaangazowane w obieg pierwiastkow w srodowisku,
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przez rozktad materii organicznej, wigzanie azotu atmosferycznego, uwalnianie fos-
foru z jego form nierozpuszczalnych (Krol 2013, Martyniuk 2020). Mikroorganizmy
mogg takze wchodzi¢ w uktady symbiotyczne z roslinami, wplywajac w ten sposob
na ich wzrost i rozw¢j (Pasmionka 2017). Bakterie i grzyby glebowe moga takze
stanowi¢ konkurencje¢ dla patogenow roslinnych poprzez wydzielanie metabolitow
w postaci hormonow i antybiotykow, lub moga wptywac na reakcje odpornosciowa
rosliny, co moze ograniczy¢ jej podatnos¢ na zakazenie (Grzegorczyk i in. 2015).
Niemniej wazng funkcja mikroorganizmow jest ich zdolnos¢ do rozktadu szkodli-
wych substancji (Kosicka-Dziechciarek i in. 2018). Stosunek poszczegdlnych grup
mikroorganizméw powinien by¢ na odpowiednim poziomie, przy czym w glebach
zdegradowanych ulega on znacznym wahaniom. Liczebnos$¢ oraz sktad mikroor-
ganizmow glebowych, ich aktywnos¢ metaboliczna staty si¢ czutymi wskaznikami
wykorzystywanymi w licznych badaniach $rodowiskowych (Gatazka i in. 2016).
Dbatos¢ o wysoki stopien bior6znorodnosci biologicznej w glebach jest kluczowa
w celu utrzymania zrodta mikroorganizmow o wysokim potencjale biotechnologicz-
nym.
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Rys. 2. Funkcje mikroorganizméw w srodowisku (opracowanie wtasne)
4. UDZIAL W OBIEGU PIERWIASTKOW W SRODOWISKU

Przykladem zaangazowania mikroorganizmow w obiegu pierwiastkéw moze by¢
udzial w przemianach azotu zamknietego w materii organicznej gleby do form, kto-
re moga by¢ przyswajalne przez rosliny. Poszczegolne grupy bakterii biorg udziat
w kolejnych procesach przemiany, ktére prowadza do powstania kolejno jonow
amonowych, azotanowych, azotu w formie atmosferycznej (Pasmionka 2017). Na-
stepnie bakterie posiadajace zdolnos¢ do wigzania azotu atmosferycznego moga na-
wigzywac symbioze z rosling gospodarza, tym samym umozliwiajac jej korzystanie
z tego pierwiastka w tej formie (rys. 3) (Martyniuk 2020). Proces symbiozy jest bar-
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dzo skomplikowany i bierze w nim udziat wiele czynnikéw pochodzacych zarowno
od bakterii jak 1 od ro$liny gospodarza. Roslina produkuje liczne biatka, substancje
stanowigce swoiste atraktanty wzgledem bakterii. Mikroorganizmy natomiast wy-
twarzajg substancje zewnatrzkomorkowe (EPS, LPS), czynniki Nod, biatka, oraz
niskoczasteczkowe sktadniki, ktore utatwiaja potaczenie z komérkami gospodarza
i nawigzanie symbiozy (Janczarek i in. 2014). Zjawisko to jest bardzo pozadane
w przyrodzie oraz rolnictwie, poniewaz umozliwia roslinie wykorzystywanie na-
turalnego azotu obecnego w srodowisku, jednoczesnie pozwalajac na ograniczenie
stosowania nawozow mineralnych.

Mat@rla . NH,* . NO;
organiczna
[
v
wigzanie
atrno?f?tczn azotu przez
ryczny bakterie

Rys. 3. Proces przemiany azotu w $rodowisku (opracowanie wlasne)

Jednym z kluczowych sktadnikéw mineralnych niezbednych do prawidtowego
funkcjonowania roslin jest fosfor. Pelni on funkcje budulcowa, wchodzac migdzy
innymi w sktad ATP, gléwnego no$nika energii w komorce. Bierze on takze udziat
w metabolizmie komorkowym. Jego niewystarczajacy poziom ma znaczacy wptyw
na wzrost i rozwoj roslin (Kalayu 2019). Wigkszo$¢ form tego pierwiastka obecnych
w Srodowisku jest nieaktywna i w rezultacie nie moze by¢ przyswajana przez rosli-
ne. Dlatego powszechne jest stosowanie nawozow chemicznych w celu zaspokojenia
zapotrzebowania na ten pierwiastek w uprawach. W celu ograniczenia zastosowania
nawozenia syntetycznego prowadzone sg liczne badania nad mozliwos$cia wykorzy-
stania bakterii solubilizujacych fosfor. Mechanizm ten opiera si¢ na wydzielaniu do
srodowiska metabolitow, ktdre maja na celu zmiane pH oraz mineralizacj¢ organicz-
nych form fosforu (Kumar i Kumawat 2014). Coraz cze$ciej w praktyce stosowane
sa preparaty zawierajace wyselekcjonowane szczepy bakterii o udokumentowanych
zdolnosciach do uwalniania fosforu. Najwigksza aktywno$¢ wykazuja zazwyczaj
szczepy wyizolowane bezposrednio z gleby nalezace do takich taksonow jak Bacil-
lus, Pseudomonas, Rhizobium oraz Enterobacter (Koziet 2020).
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5. UDZIAL W BIODEGRADACJI SZKODLIWYCH SUBSTANCJI

Dziatalnos¢ cztowieka prowadzi do zanieczyszczenia naszego Srodowiska.
Prowadzone sg liczne badania majace na celu znalezienie mikroorganizmow, kto-
re potencjalnie moglyby bra¢ udziat w bioremediacji oraz degradacji szkodliwych
substancji w naszym otoczeniu. Sam proces degradacji uzalezniony jest od kilku
czynnikow (rys. 4). Procesowi biodegradacji mogg ulega¢ rozne zwigzki i substan-
cje. Biorg w tym udzial r6zne rodzaje grzybow jak i bakterii (rys. 5). Mikroorgani-
zmy zdolne do rozkladu szkodliwych substancji izoluje si¢ z naturalnych, w duzej
mierze zanieczyszczonych srodowisk. Niejednokrotnie rozktad taki sktada sie z kil-
ku etapow, w ktorych biorg udziat rozne grupy mikroorganizméw. Dlatego czgsto
w procesach takich stosuje si¢ nie jeden szczep, a mieszaning mikroorganizmow.

s a
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|
g i i ™ 4 N O ™
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Rys. 4. Czynniki wptywajace na proces biodegradacji (opracowanie wtasne)
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Rys. 5. Rodzaje mikroorganizmow bioracych udziat w biodegradacji szkodliwych substancji
(opracowanie wlasne)
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Wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (WWA) obejmuja grupe prio-
rytetowych zanieczyszczen organicznych o krytycznym znaczeniu dla $srodowiska
i zdrowia publicznego ze wzgledu na ich toksyczne, genotoksyczne, mutagenne i/lub
rakotworcze wlasciwosci oraz ich wszechobecne wystepowanie. Mikrobiologiczna
degradacja WWA zalezy od roznych warunkéw srodowiskowych, takich jak sktad-
niki odzywcze, liczba i rodzaj mikroorganizmoéw, natura, a takze wtasciwosci che-
miczne degradowanego WWA (Ghosal i in. 2016). Liczne badania udowodnity, ze
rozne bakterie degraduja WWA, przy czym najszerzej badano degradacj¢ naftalenu
i fenantrenu. Wykryto liczne szlaki metaboliczne warunkujace zdolnos¢ bakterii do
degradacji WWA (Cerniglia 1992, Peng i in. 2008, Seo i in. 2009). Bakterie degradu-
jace naftalen sg szeroko obecne w $rodowisku, co udokumentowaly liczne badania
na ten temat. W analizach tych udowodniono nie tylko sama zdolnos$¢ badanych bak-
terii do rozktadu naftalenu, ale przedstawiono takze strukturg¢ szlakow metabolicz-
nych zaangazowanych w ten proces, jak takze budowe genow kodujgcych kluczowe
dla tych mechanizméw enzymy i biatka (Lu i in. 2011, Mallick i in. 2011). Obok
Pseudomonas, wysoki odsetek izolatow degradujacych WWA nalezy do Sphingo-
monas, Sphingobium i Novosphingobium. Gatunki nalezace do tych rodzajow wy-
kazuja duza wszechstronnos$¢ kataboliczng, zdolno$¢ do degradacji szerokiej gamy
zwigzkéw naturalnych i ksenobiotycznych, w tym WWA (Basta i in. 2005, Peng
iin. 2008; Stolz, 2009, Vila i in. 2015). Podobnie jak w przypadku naftalenu, istnieje
szereg doniesien na temat degradacji fenantrenu przez rézne gatunki bakterii Gram
ujemnych i Gram dodatnich (Peng i in. 2008, Seo i in. 2009, Mallick i in. 2011).
Ghosal i in. udokumentowali rozktad fenantrenu przez Ochrobactrum sp., wyizolo-
wany z probki gleby zanieczyszczonej odpadami komunalnymi (Ghosal i in. 2010).
Inne WWA, takie jak antracen, fluoren, acenaften i acenaftylen, rowniez wystepu-
ja w duzych ilo$ciach w miejscach zanieczyszczonych, a rézne gatunki bakterii sg
w stanie wykorzystywac te zwiazki jako jedyne zrodta wegla i energii (Moody i in.
2001, Peng i in. 2008, Seo i in. 2009, Mallick i in. 2011).

Niektore pestycydy, takie jak chloroorganiczne, maja kluczowe znaczenie dla
srodowiska, poniewaz ze wzgledu na ich stabilny charakter chemiczny wykazuja
wysoka trwalos¢. Klasyczna degradacja tych zwiazkow przy uzyciu procesow fizy-
kochemicznych jest ograniczona. Alternatywnie, biodegradacja przy uzyciu mikro-
organizmow wyizolowanych z zanieczyszczonych gleb wydaje si¢ obiecujaca. Tok-
sycznos$¢ tych zwigzkow jest zmniejszana przez enzymy, ktore przeprowadzajg utle-
nianie, redukcje¢, hydrolize, odwodornienie, dehalogenacje i dekarboksylacje (Bose
i in. 2021). Degradacja pestycydow moze by¢ prowadzona przez grzyby, bakterie
iinne mikroorganizmy, ktére wykorzystuja pestycydy jako zrodto pozywienia. Wigk-
szo$¢ mikrobiologicznej degradacji pestycydow zachodzi w glebie. Warunki glebo-
we, takie jak wilgotnos¢, temperatura, napowietrzenie, pH 1 ilo§¢ materii organicznej
wplywaja na szybkos¢ degradacji mikrobiologicznej ze wzgledu na ich bezposredni
wplyw na wzrost 1 aktywno$¢ drobnoustrojow. Innym czynnikiem wptywajacym na
efektywnos$¢ biodegradacji pestycyddw jest czestotliwos$¢ ich stosowania. Szybka
degradacja jest bardziej prawdopodobna, gdy ten sam pestycyd jest wielokrotnie
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stosowany na danym polu. Powtarzajace si¢ aplikacje moga bowiem powodowac
szybkie namnazanie si¢ organizmow, ktore sa skuteczne w degradacji danej substan-
cji chemicznej (Mahmood i in. 2016).

6. ZWALCZANIE PATOGENOW ROSLINNYCH

Rosliny na kazdym etapie swojego wzrostu i rozwoju narazone sa na dziatanie
szkodliwych patogenow, ktore mogg przyczyniac si¢ do strat ekonomicznych oraz
jakosciowych. Oprocz tych wzgledow ogromne znaczenie ma takze fakt, ze nie-
ktore z tych patogenow moga stanowi¢ zagrozenie dla zdrowia i zycia konsumenta
(Liu i in. 2013). Dlatego konieczne jest stosowanie odpowiednich zabiegow zwal-
czajacych lub ograniczajacych dziatanie szkodliwych bakterii i grzyboéw. Najcze-
$ciej stosowane w rolnictwie preparaty chemiczne moga ze sobg nies¢ niekorzyst-
ne skutki zaréwno dla srodowiska jak i cztowieka. Dlatego coraz wigksza uwagge
przyktada si¢ do zastosowania mikroorganizmow obecnych w glebie, ktdére moga
wykazywa¢ zdolno$¢ do blokowania wzrostu bakterii 1 grzybow patogenicznych dla
ro$lin (Grzegorczyk i in. 2015). Do grzyboéw wykazujacych dzialanie antagonistycz-
ne wzgledem patogendow zaliczy¢ mozemy mi¢dzy innymi te nalezace do rodzajow
Trichoderma, Pichia, Penicillium. Najczesciej wykorzystywane sg bakterie nalezace
do rodzajow Azospirillum, Bacillus, Enterobacter, Erwinia, Pseudomonas, Rhizo-
bium, Bradyrhizobium oraz Frankia (Liu i in. 2013) (rys. 6).

Hamowanie wzrostu moze zachodzi¢ przez mechanizmy bezposrednie (produkcja
antybiotykow, produkcja enzymow litycznych, konkurencja o substancje odzywcze)
lub posrednie (indukcja odpornosci u gospodarza) (rys. 6). Najczesciej wystepuja-
cym mechanizmem jest konkurencja o sSrodowisko i substancje odzywcze. Zjawisko
to zachodzi czgsto w poblizu miejsc zranienia rosliny, ktore sg najbardziej narazone
na atak ze strony patogendw. Korzystnie dzialajace mikroorganizmy namnazajac
si¢ w tych miejscach ograniczajg obszar rozwoju bakterii i grzybow szkodliwych,
oraz zmniejszaja pule substancji odzywczych. Taki mechanizm dziatania potwier-
dzono u wielu szczepow drozdzy, nalezacych do Aureobasidium, Metschnikowia,
Pichia, dziatajac antagonistycznie wzgledem patogenow z rodzaju Botrytis, Penicil-
lium czy Aspergillus (Bencheqroun i in. 2007, Saravanakumar i in. 2008, Cao i in.
2013). Grzyby z rodzaju Trichoderma maja zdolnos¢ do produkcji enzymodw, ktore
zaburzaja funkcjonowania Scian komoérkowych patogenu (Druzhinina i in. 2011).
Do enzymoéw tych zaliczy¢ mozemy chitynazy, glukanazy (Witkowska i in. 2009),
oraz proteinazy (Howell 2003). Prawdopodobnie gtownym mechanizmem kontroli
wzrostu patogenow grzybowych przez bakterie jest antybioza. Do zwigzkow o takim
dziataniu mozemy zaliczy¢ cykliczne lipopeptydy nalezace do ituryn oraz fengicyn,
produkowane przez bakterie z rodzaju Bacillus (Ongena i Jacques 2008). Bakterie
z rodzaju Pseudomonas produkujg natomiast antybiotyki takie jak pyrrolonitryna
oraz syryngomycyna (Spadaro i Gullino 2004, Sharma i in. 2009). Zastosowanie
preparatow zawierajacych w swoim sktadzie mikroorganizmy produkujacych an-
tybiotyki niesie ze soba jednak ryzyko powstania zjawiska opornos$ci na te substan-
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cje i wyksztatcenie szczepow patogendéw opornych. Ostatnim omawianym mecha-
nizmem zwalczania patogenéw przez mikroorganizmy zawarte w preparatach jest
indukowanie odpowiedzi immunologicznej gospodarza roslinnego. Zjawisko to
zachodzi przez wzmocnienie lub uruchomienie szlakoéw metabolicznych w komor-
kach gospodarza, ktore prowadza do syntezy zwiazkow, ktore moga doprowadzi¢
do $mierci lub zahamowania wzrostu patogenu. Do zwigzkow tych zaliczamy za-
réwno biatka (enzymy) jak i substancje o charakterze niebiatkowym (fitoaleksyny,
reaktywne formy tlenu). Zjawisko to zachodzi w wyniku bezposredniego kontaktu
tkanki roslinnej z patogenem, jednak obecno$¢ mikroorganizmu antagonistycznego
moze znaczaco wzmacnia¢ to dzialanie (Hershkovitz i in. 2012). Antagonistyczne
drozdze moga wplywac na szlak syntezy etylenu w roslinach w wyniku ich kontak-
tu z patogenem nalezacym do Penicillium (Luo i in. 2012, Nunes 2012). Bakterie
z rodzaju Pantoea natomiast indukowaty szlak produkcji nadtlenku wodoru oraz bia-
tek enzymatycznych zwigkszajac odpornos¢ pomaranczy na zakazenie patogenami
(Nunes 2012). Juz sama obecnos$¢ w glebie grzybow z rodzaju Trichoderma dziata
ograniczajaco na mozliwo$¢ zakazenia roslin uprawnych nalezacych do psiankowa-
tych oraz bobowatych (Yedidia i in. 1999, Shimizu i in. 2013).

Walka z patogenami roslin

Bakterie
(Azospirillum, Bacillus, ||| Grzyby
Enterobacter, Erwinia, H | (Trichoderma, Penicillium)
Pseudomonas, Rhizobium,

Bradyrhizobium, Frankia)

Konkurencja . Produkcja Indukcija
o substancje Produkcja enzymow odpornosci
odzywcze antybiotykdw litycznych u gospodarza

Rys. 6. Rodzaje mikroorganizméw bioracych udziatl w walce z patogenami ro$lin

(opracowanic wlasne)
7. PROMOWANIE WZROSTU I ROZWOJU ROSLIN

Bakterie i grzyby moga wykazywac¢ cechy warunkujace promowanie wzrostu
i rozwoju roslin. Bakterie promujace wzrost i rozwoj roslin okreslane sg jako PGPR
(ang. plant growth-promoting rhizobacteria). Mozemy do nich zaliczy¢ mikroorga-
nizmy nalezace do rodzajow Pseudomonas, Bacillus, Enterobacter, Frankia, Azo-
spirillum czy Erwinia. Moga one bytowac bezposrednio w glebie, na powierzch-
ni tkanek roslinnych, lub w ich wnetrzu (bakterie endofityczne) (Pociejewska 1 in.
2014).
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Mechanizmy ich dziatania mozemy podzieli¢ na bezposrednie oraz posrednie.
Do tej pierwszej grupy zaliczamy zdolnosc¢ szczepdéw do wigzania atmosferycznego,
uwalniania fosforu z form nierozpuszczalnych, produkcji fitohormonéw, siderofo-
row, oraz enzymow. Mechanizmy posrednie opierajg si¢ na produkcji antybiotykow,
zdolnos$ci do degradacji toksyn, oraz produkcji enzymdw. Udowodniono, ze rosliny
zaszczepione bakteriami z rodzaju Azospirillum sa w stanie pobra¢ ze srodowiska
wigcej azotu, fosforu oraz potasu. Odpowiedzialne sg za to migdzy innymi procesy
wigzania wolnego azotu atmosferycznego przez bakterie, ktore to sg warunkowane
obecnosciag w genomie tych bakterii odpowiednich genow nif (Steenhoudt, Vander-
leyden 2000, Mohanty i in. 2021). Analogiczne zjawisko zachodzi w czasie symbio-
zy bakterii z rodzaju Rhizobium z roslinami motylkowatymi (Janczarek i in. 2014,
Mohanty i in. 2021). Bakterie promujgce wzrost i rozwdj roslin sg takze zdolne do
asymilacji zelaza ze srodowiska i udostepnianie go roslinie w fatwiej przyswajalnej
formie. Zaangazowane sg w ten proces produkowane przez mikroorganizmy sidero-
fory, oraz system aktywnego transportu (Jankiewicz 2009, Oo i in. 2020). Bakterie
PGPR moga takze wptywaé na wzrost i rozwdj roslin przez produkcje fitohormo-
now takich jak auksyny, gibereliny, oraz cytokininy. Gibereliny wptywaja na proces
kietkowania nasion, proces kwitnienia, oraz powoduja zwigkszony wzrost todygi
na dtugos¢. Jednoczesnie moga one wptywaé na wzrost czesci podziemnych roslin.
Zdolno$¢ do produkcji tych zwigzkéw majg bakterie nalezace miedzy innymi do
Bacillus, Azospirillum oraz Acetobacter. Liczne bakterie PGPR produkuja takze
auksyny, w tym kwas indolilo-3-octowy (IAA), bioracy bezposredni udziat w kon-
takcie bakterii z tkankami ro§linnymi. Bakteryjny IAA wplywa na wzrost korzeni
bocznych i przybyszowych, oraz reguluje poziom syntezy etylenu w roslinach. Cy-
tokininy sg hormonami szeroko rozpowszechnionym w roslinach wyzszych, algach
i bakteriach (Tirichine i in., 2007). Spadek poziomu cytokinin w warunkach suchy
powoduje zamkniecie aparatow szparkowych, tym samym ograniczajac utratg wody
z lisci (Walters i McRoberts 2006, Weyens i in. 2009). Cytokininy stymuluja takze
podziaty komoérkowe, co warunkuje ich korzystny wplyw na wzrost i plonowanie
ro$lin (Hanano i in. 2006, Weyens i in. 2009).

8. IZOLACJA MIKROORGANIZMOW
ORAZ ICH CHARAKTERYSTYKA

Mikroorganizmy, ktore moga by¢ sktadnikiem preparatéw mikrobiologicznych
izoluje si¢ bezposrednio z gleby, ryzosfery, badz czgséci roslinnych (rys. 7a). Uzy-
skane czyste hodowle bada si¢ pod wzgledem genetycznym, oraz fenotypowym.
Klasyczna analiza genetyczna (sekwencjonowanie typu Sanger) ma na celu przypi-
sanie taksonomiczne badanego mikroorganizmu do rodzaju. Nowoczesne metody
sekwencjonowania (NGS) pozwalajg na analiz¢ calego genomu. Badanie to daje
duze mozliwosci poznania doglebnej charakterystyki genetycznej analizowanego
mikroorganizmu, okreslenie jego potencjalnych funkcji i mozliwosci. W genomie
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poszukiwane sg geny kodujace biatka biorgce udziat w takich procesach jak biolo-
giczne wigzanie azotu, promowanie wzrostu i rozwoju roslin, rozktad szkodliwych
i toksycznych substancji. Analiza fenotypowa ma na celu okre$lenie juz wtasciwych
funkcji jakie moze petni¢ badana bakteria/grzyb. Wykorzystywane sa tu metody
klasyczne, gdzie mikroorganizm hodowany jest na szalkach Petriego w obecnos$ci
podtoza zawierajacego konkretne substancje. W ten sposéb mozemy zbada¢ wzrostu
mikroorganizmu w réznych warunkach (rys. 7b). Nowoczesne metody mikromacie-
rzy (analiza BIOLOG) pozwalaja na jednoczesng analiz¢ wzrostu mikroorganizmu
i jego zdolnosci do wykorzystywania wielu roznych substratow (r6zne zrodta wegla,
azotu, siarki, fosforu, warunki stresu chemicznego) (rys. 7c). Na podtozach statych
oraz ptynnych analizuje si¢ takze zdolno$¢ do produkcji zwiazkow, ktore potencjal-
nie moga warunkowa¢ promowanie wzrostu i rozwoju roslin. Szczepy wykazujace
potencjalnie najwigcej pozytecznych cech poddaje si¢ biotestom, ktore majg na celu
ukazanie zdolnosci analizowanych bakterii i grzybdéw do promowania wzrostu i roz-
woju roslin (skala laboratoryjna, szklarnie) (rys. 7d).

Rys. 7. Analizy laboratoryjne przeprowadzane w czasie charakterystyki nowych szczepow

mikrobiologicznych: a — izolacja bakterii z gleby, b — analiza rozktadu winianu sodu przez rézne
szczepy bakteryjne, ¢ — analiza BIOLOG, d — biotest (opracowanie wlasne)
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9. PODSUMOWANIE

Intensywny wzrost liczby ludnosci na $wiecie wymusza takze wzrost produkcji
roslinnej oraz intensyfikacj¢ rolnictwa. Waznym aspektem tego procesu jest jednak
poszukiwanie takich metod zwigkszania tej produkcji, ktore bytyby bezpieczne za-
réwno dla srodowiska jak i konsumenta. Duzego znaczenia nabierajg wigc prepara-
ty mikrobiologiczne, ktorych gtownym sktadnikiem sg mikroorganizmy naturalnie
obecne w $rodowisku. Preparaty takie stosowane sa nie tylko w celu zwigkszenia
produkcji roslinnej, ale takze do utrzymania jej zdrowotnosci na odpowiednim po-
ziomie, czy to detoksykacji szkodliwych substancji obecnych w otoczeniu. W zwigz-
ku z tym na calym $wiecie prowadzone sg liczne badanie majace na celu izolacje
i charakterystyke mikroorganizméw o potencjalnie najkorzystniejszych cechach.
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THE IMPORTANCE OF MICROBIAL PRODUCTS FOR THE GROWTH
AND PROTECTION OF CROP PLANTS

Summary

Keywords: biopreparations, plant production, pathogens, toxic substances, plant growth and

development, isolation of microorganisms

The intensive development of conventional crop production brings with it numerous
adverse environmental consequences, such as a decrease in natural resources and soil fertility,
the spread of plant diseases not previously found in the area, an increased need for irrigation,
and a reduction in biodiversity. Today, new ways are being searched for to deal with these
problems that are safe for both the environment and the consumer of the produced goods.
Classical and modern methods of analysis make it possible to search for microorganisms
with the most favorable features, which can become a component of new microbiological
preparations. Their use can be of great importance in combating pathogens, increasing crop
production (promoting plant growth and development), decomposing toxic substances. The
information presented below is intended to give the reader a basic understanding of the types
of microbial preparations, the importance of soil microorganisms in such processes as the
circulation of elements and organic matter in nature, biodegradation of harmful substances,
combating pathogens, and promoting plant growth and development. The final section of the
chapter also presents information on laboratory practices used during isolation and research
on microorganisms.
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1. WSTEP

W ciagu ostatnich kilkudziesigciu lat rozwdj rolnictwa i przemystu doprowadzit
do nadmiernego stosowania nawozoéw mineralnych i chemicznych $rodkow ochro-
ny roslin. Przyniosto to efekt w postaci lepszego plonowania i ochrony roslin lecz
jednoczesnie przyczynito si¢ do degradacji srodowiska. Negatywne skutki §rodowi-
skowe chemizacji rolnictwa sktonity naukowcoéw do poszukiwania alternatywnych
metod, bezpiecznych dla przyrody i zdrowia ludzkiego. Jednym ze sposobow re-
alizacji koncepcji rolnictwa zrownowazonego jest doglebowe stosowanie srodkow
mikrobiologicznych, ktérych celem jest ochrona roslin przed patogenami oraz ko-
rzystny wplyw na ich wzrost i rozw6j. Wysoka skuteczno$cig charakteryzuja si¢
preparaty mikrobiologiczne zawierajace w swym sktadzie odpowiednio dobrane,
pozyteczne mikroorganizmy powszechnie wystepujace w srodowisku naturalnym.
Jednym z dostgpnych na rynku preparatdw sg szczepionki zawierajace wolnozyjace
bakterie wiazgce azot atmosferyczny nalezace do rodzaju Azotobacter. Bakterie te
dostarczaja roslinom sktadnikéw mineralnych, syntetyzuja fitohormony stymulujace
wzrost roslin, a takze chronig je przed dzialaniem fitopatogenow (Mahato i Kafle
2018, Sumbul i in. 2020, Wakarera i in. 2022). Dzicki wyzej wymienionym cechom
znajduja one zastosowanie w rolnictwie, ogrodnictwie, lesnictwie jako bionawo-
zy, biostymulatory i bioprotektanty (Hindersah i in. 2020). Ponadto biopreparaty
na bazie Azotobacter spp. znalazly zastosowanie w rekultywacji gleby, poniewaz
poprzez poprawe wilasciwosci prochnicotworczych gleby zwigkszaja stopien jej
zyznosci. Ze wzgledu na fakt, iz Azotobacter spp. jest drobnoustrojem niesymbio-
tycznym, jego maksymalny potencjat zwigkszania produktywnos$ci roslin moze zo-
sta¢ zaburzony poprzez wspotinokulacj¢ innymi bionawozami. Wiadomo jednak, ze
w praktyce bakterie z rodzaju Azotobacter wykorzystywane sg do tworzenia konsor-
cjow bakteryjnych, ktére spetniajg konkretne funkcje wzgledem roslin uprawnych.
Konsorcja pozytecznych mikroorganizmoéw sg jednym z najnowszych rozwigzan
majacych na celu zwigkszenie jakosci, bezpieczenstwa i efektywnos$ci produkcji ro-
slinnej (Sumbul i in. 2020). Na $wiatowym rynku dostepne sg zar6wno bionawozy,
w ktorych sktad wchodza tylko wyselekcjonowane doswiadczalnie szczepy bakterii
z rodzaju Azotobacter, jak i innowacyjne i rownie efektywnie dziatajgce preparaty
mikrobiologiczne zawierajace konsorcja bakteryjne. Jak donoszg dane literaturowe
stosowanie Azotobacter spp. wraz z innymi drobnoustrojami jest wysoce skuteczne
i preferowane zarowno wsrod naukowcow, jak i rolnikow (Akram i in. 2016, Yousefi
iin. 2017, Arora i in. 2018). Celem niniejszej pracy jest zilustrowanie waznej roli
Azotobacter spp. w indukowaniu wzrostu i produktywnosci roslin, przy jednocze-
snym ograniczeniu stosowania nawozow chemicznych w rolnictwie.
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2. CHARAKTERYSTYKA BAKTERII Z RODZAJU AZOTOBACTER

Bakterie tlenowe nalezace do rodzaju Azotobacter reprezentuja zrdéznicowa-
ng grup¢ wolno zyjacych diazotrofow powszechnie wystgpujacych w glebie. Ro-
dzaj Azotobacter zostal zidentyfikowany przez Beijerincka w 1901 r. (Martyniuk
i Martyniuk 2003). Bakterie z rodzaju Azotobacter naleza do rodziny Pseudomo-
nadaceae, zaliczanej do podklasy y-Proteobacteria (Rubio i in. 2013, Robson i in.
2015, Zhang i in. 2019, Khosravi i Dolatabad 2020). Komorki tych bakterii sg duze,
najczesciej owalne, o dtugosci 2—10 pm i $rednicy 1,0-2,0 um, moga one wystepo-
wac pojedynczo, w parach, lub tworzy¢ dlugie tancuchy. W niesprzyjajacych warun-
kach $rodowiskowych komorki Azotobacter spp. zmniejszaja si¢ i otaczajag mocna
btona, przechodzac w forme cyst (Sivapriya i Priya 2017, Nongthombam i in. 2021).

W warunkach laboratoryjnych na bezazotowej pozywce bakterie z rodzaju Azoto-
bacter tworza okragle, wypukte, 1$nigce, sluzowate kolonie (rys. 1C). Mlode kolonie
majg barwe mleczng lub kremowa, natomiast po kilkudniowej hodowli mogg ciem-
nie¢ na skutek produkcji barwnika melaninowego nieprzenikajacego do podtoza, jak
w przypadku gatunku Azotobacter chroococcum (rys. 1A'1 1B).

Rys. 1. Kolonie szczepu referencyjnego Azotobacter chroococcum DSM 281 (A), Azotobacter spp.
w jednej z badanych gleb (B) i czysta kultura szczepu kolekcyjnego A484-1 (C) (fot. M. Koziet)

Aktualnie na $wiecie znanych jest 8 gatunkdéw i 4 podgatunki w obrebie rodzaju
Azotobacter. Sa to:
*» Azotobacter armeniacus (Thompson, Skerman 1979),
*» Azotobacter beijerinckii (Lipman 1904),
*» Azotobacter bryophylli (Liu i in. 2019),
*» Azotobacter chroococcum (Beijerinck 1901),
» Azotobacter chroococcum subsp. chroococcum (Jin i in. 2020),
» Azotobacter chroococcum subsp. isscasi (Jin i in. 2020),
*» Azotobacter nigricans (Krasilnikov 1949),
» Azotobacter nigricans subsp. achromogenes (Thompson i Skerman 1979),
» Azotobacter nigricans subsp. nigricans (Howey i in. 1990),
% Azotobacter paspali (Débereiner 1966),
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DS

» Azotobacter salinestris (Page 1 Shivprasad, 1991),
% Azotobacter vinelandii (Lipman 1903).

Gatunek A. chroococcum jest najszerzej rozpowszechniony w glebach catego
$wiata, natomiast wystepowanie innych gatunkow tego rodzaju jest znacznie bar-
dziej ograniczone, np. A. paspali zasiedla tylko ryzosfere trawy Paspalum notatum
(Martyniuk i Martyniuk 2003, Lenart 2012).

Azotobacter spp. zasiedla wiele srodowisk takich jak: gleba, woda, osady $cieko-
we, powierzchnie korzeni i lisci. Bakterie te wystepuja w roznych strefach klimatycz-
nych, wiele gatunkéw pojawia si¢ w rejonach tropikalnych i polarnych (Aquilanti
i in. 2004, Kumar i in. 2007). Bakterie z rodzaju Azotobacter cechuje duza wrazli-
wos¢ na kwasny odczyn $rodowiska glebowego, w zwigzku z tym bakterie te rzadko
wystepuja w glebach o pH ponizej 6 (Martyniuk i Martyniuk 2003, Lenart 2012,
Sartaj i in. 2013, Ebrahimi i in. 2017, Gothandapani i in. 2017). Ilo$¢ Azotobacter
spp. w glebach o odczynie neutralnym lub zasadowym waha si¢ w granicach od
kilku do kilku tysiecy komorek w 1 g gleby, natomiast w glebach kwasnych (pH
< 6,0) bakterie te sg na ogét nieobecne lub wystepuja w bardzo matych ilosciach
(Ziemigcka 1923, Zawislak 1973, Balandreau 1986, Martyniuk i Martyniuk 2003,
Lenart 2012). Poza tym wystepowanie i liczebnos$¢ populacji tej grupy bakterii jest
silnie powigzana z wieloma r6znymi czynnikami srodowiskowymi, tj. wlasciwosci
gleby (zawarto$¢ materii organicznej, wilgotno$¢, zyznos¢, stosunek C/N, odczyn),
czy warunkami klimatycznymi (Kizilkaya 2009, Bag i in. 2017, Ramadhan i Issa
2022).

Wolno zyjace asymilatory N, z rodzaju Azotobacter sg przedmiotem licznych
badan od dziesigcioleci, a w Polsce majg juz one ponad 100-letnig historig. Staty si¢
one modelowymi mikroorganizmami w badaniach nad biochemizmem, energetyka
i regulacja genetyczng procesu BWAA (Paul i Clark 2000). Zainteresowanie tymi
bakteriami zwigzane jest z ich wlasciwosciami, pozwalajacymi na wykorzystywa-
nie tych drobnoustrojow w rolnictwie. Dzieki zdolnosci do wigzania azotu atmos-
ferycznego i udostgpniania go roslinom wyzszym w formie przyswajalnej, produk-
cji substancji stymulujacych wzrost i rozwdj roslin, a takze zdolnosci do produkcji
zwigzkow hamujacych rozwoj patogendow, sa one wykorzystywane w produkcji
doglebowych szczepionek bakteryjnych (Koziet i Gatazka 2021). Najnowsze bada-
nia opierajg si¢ na zaawansowanych metodach molekularnych i bazuja na poznanej
sekwencji genomu gatunkow A. vinelandii 1 A. chroococcum (Robson i in. 2015,
Setubal i in. 2009). Podejmowane sa wysitki sekwencjonowania coraz to wigkszej
liczby genomow Azotobacter i korzystania z ich mozliwosci biotechnologicznych
i rolniczych.

*e

3. WIAZANIE AZOTU ATMOSFERYCZNEGO

Proces biologicznego wigzania azotu atmosferycznego (BWAA) dostarcza co-
rocznie do cyklu obiegu azotu ok. 140—170 mln ton tego pierwiastka, co ma ogromne
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znaczenie zarowno z ekologicznego jak i praktycznego punktu widzenia. Proces ten,
zaraz po fotosyntezie, jest jednym z najwazniejszych procesow biologicznych za-
chodzacych na powierzchni ziemi (Vance i Graham 1995), a zdolno$¢ mikroorgani-
zméw do wigzania azotu atmosferycznego jest jedna z wazniejszych ich aktywnosci
(Vojinoviv 1961). Bakterie z rodzaju Azotobacter posiadajace zdolnos¢ do wigzania
azotu atmosferycznego i udostepniania go ro§linom wyzszym w formie przyswajal-
nej (rys. 2). W srodowisku glebowym efektywnos¢ wigzania azotu atmosferycznego
przez Azotobacter spp. nie jest duza i wynosi 20 mg N na 1 g zuzytej glukozy (Gosal
iin. 2012). Wynika to z faktu, ze wolno zyjace asymilatory azotu przeprowadzaja
ten proces tylko w czasie wzrostu, zuzywajac energi¢ na procesy metaboliczne zwia-
zane z aktywnoscig zyciowa komorek. Gleba wzbogacana jest w azot dopiero po
obumarciu komorek Azotobacter spp (Kaminski i in. 1998). Wedlug Kennedy’ego
i Tchan (1992) bakterie z rodzaju Azotobacter dostarczaja do gleby tylko niewielkie
iloci azotu przyswajalnego dla roslin, ale zdaniem Martyniuka (2010) to wlasnie te
niewielkie ilo$ci zasymilowanego azotu wywieraja korzystny wptyw na metabolizm
i na zyzno$¢ gleby.

przemystowe wigzanie azotU/§/

biologiczne wigzanie azotu
mikroorgze nizmy

N
NH, diazotrofy

nitryfikacja denitryfikacja

NO;

Rys. 2. Wigzanie azotu atmosferycznego przez Azotobacter spp.
(Zrédto: opracowanie whasne na podstawie Sharma i in. 2007, Nongthombam i in. 2021)

4. ROLNICZE I PRZEMYSLOWE ZNACZENIE BAKTERII
Z RODZAJU AZOTOBACTER SPP.

Zdolnos¢ do biologicznego wigzania azotu atmosferycznego nie jest jedyna ce-
chg sprawiajaca, ze bakterie z rodzaju Azotobacter maja duze znaczenie dla rol-
nictwa (rys. 3). Bakterie te syntetyzujg i wydzielaja znaczne ilosci substancji bio-
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logicznie czynnych stymulujacych wzrost i rozwdj ro$lin, tj.: auksyny, gibereliny,
cytokiny, witaminy z grupy B (kwas nikotynowy, kwas pantotenowy) i siderofory
(Jnawali 1 in. 2015, Kumari i in. 2017, Aasfar i in. 2021). Wydzielajac fitohormo-
ny do podtoza zwigkszajg ich wyprodukowang przez ro$liny ilo§¢ w srodowisku,
a to wptywa stymulujgco na plonowanie roslin uprawnych. Wyniki badan potwier-
dzaja, ze inokulacja nasion bakteriami Azotobacter spp. zwicksza wydajnos¢ plo-
nowania ro$lin uprawnych, m.in.: kukurydzy (Hussain i in. 1987), pszenicy (Behl
i in. 2006, Kizilkay 2009) i ryzu (Kennedy i in. 2004). Poza zdolnoscig do syntezy
fitohormonow bakterie te wytwarzaja rowniez zwigzki hamujace rozwdj patogenow,
w szczegolnosci grzybow. Azotobacter vinelandii wytwarza politiofosforantetraami-
ny sacharozy wykazujacy dziatanie grzybobdjcze w stosunku do niektorych gatun-
koéw fitopatogennych, tj.: Helminthosporium sp., Macrophomina sp. i Fusarium sp.
(Bjeli¢ i in. 2015). Na podstawie badan przeprowadzonych przez Pridachina i in.
(1982) stwierdzono, ze wyzej wymieniony metabolit produkowany przez Azotobac-
ter chroococcum hamuje wzrost takich grzybow jak: Bipolaris sorokiniana, Botrytis
cinerea, Pythium debarianum, Verticillumdahliae 1 Fusarium sp. Z kolei El_Komy
i1in. (2020) wykazali, Ze zastosowanie mieszaniny bakterii z rodzajow Azotobacter,
Azospirillum i Klebsiella znaczaco hamuje wzrost grzybni Macrophomina phaseoli-
na, Rhizoctonia solani i Fusarium solani. Zdolno$¢ Azotobacter spp. do solublizacji
fosforanéw (Hafez i in. 2016, Hindersah i in. 2020), potasu (Archana i in. 2013)
i cynku (Baars i in. 2018, Aung i in. 2020) jest takze wazna cecha wplywajaca na
promowanie wzrostu roslin. Wu i in. (2006) wykazali, ze Azotobacter chroococ-
cum zwigksza biodostgpnosci Zn w srodowisku glebowym. Podstawowym mecha-
nizmem uwalniania cynku glebowego przez ten gatunek bakterii jest obnizenie pH
gleby poprzez wytwarzanie kwasow organicznych (Aung i in. 2020). Inny mecha-
nizm rozpuszczania Zn zwiazany jest z produkcjg przez Azotobacter chroococcum
sideroforéw, m.in. wibrioferyna, amfibaktyny i krocheliny, ktére poza chelatowa-
niem jonow zelaza przyczyniajg si¢ rowniez do zwalczania w glebie patogenow ro-
$lin (Saravanan i in. 2011, Baars i in. 2018). Liczne badania potwierdzaja zdolnos¢
Azotobacter spp. do rozpuszczania potasu (Sangeeth i in. 2012, Archana i in. 2013,
Diep i Hieu 2013) i asymilacji tego pierwiastka przez rosliny (Wu i in. 2005, Singh
iin. 2010).

Bakterie te oprocz wykorzystania w rolnictwie mogtyby znalez¢ zastosowanie w
wielu gat¢ziach przemystu i medycyny ze wzgledu na zdolno$¢ do produkceji zwigz-
kow tj.: alginiany 1 poli-pB-hydroksymaslan (PHB) (Torres-Pedraza i in. 2021, Dudun
iin. 2022).

Alginiany to $luzowate polimery polisacharydowe wytwarzane przez brunatnice:
Laminaria digitata, Laminaria hyperborea i Macrocystispyrifera i bakterie: Azo-
tobacter chroococcum, Azotobacter vinelandii, a takze kilka gatunkéw nalezacych
do rodzaju Pseudomonas i Azomonas. Znajduja one zastosowanie w przemysle pa-
pierniczym, tekstylnym, spozywczym jako substancje zelujace, zagestniki 1 stabi-
lizatory, a nawet farmaceutycznym, mi¢dzy innymi w opatrunkach do ran (Saude
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i in. 2002, Baj i Markiewicz 2007). Alginiany produkowane przez Azotobacter spp.
moglyby by¢ wykorzystywane komercyjnie, a pierwszym argumentem przemawia-
jacym za wprowadzeniem ich do obiegu jest fakt, ze produkcja obecnie stosowanych
alginianéw pozyskiwanych z brunatnic, pomimo niskich naktadow finansowych,
uzalezniona jest od warunkoéw srodowiskowych. Natomiast stosowanie alginianow
wyprodukowanych przez bakterie z rodzaju Pseudomonas uniemozliwia fakt iz sg
to mikroorganizmy patogenne w przeciwienstwie do bakterii z rodzaju Azotobacter
(Gacesa 1998, Galindo i in. 2007).

Poli-B-hydroksymaslan (PHB) to jeden z kwasow polihydroksykarboksylowych
(PHA), wykorzystywany w produkcji biodegradowalnych i biokompatybilnych pla-
stikow, a takze w niekontrolowanym uwalnianiu lekéw (Turesin i in. 2000, Galindo
iin. 2007).

dziatanie solubilizacja
fitopatogenne fosforanow

synteza
fitohormonow

produkcja

alginianow

wigzanie azotu
atmosferycznego

Azotobacter spp. produkcja PHB

Rys. 3. Znaczenie bakterii z rodzaju Azotobacter (opracowanie wlasne)

5. WPLYW BAKTERII Z RODZAJU AZOTOBACTER NA WZROST
I PLONOWANIE ROSLIN

Zainteresowanie bakteriami z rodzaju Azotobacter w duzej mierze zwigzane jest
z ich wlasciwosciami, pozwalajagcymi na wykorzystywanie tych drobnoustrojéw
w rolnictwie. Dzieki zdolnos$ci do wigzania azotu atmosferycznego, produkeji sub-
stancji stymulujgcych wzrost i rozwoj roslin, zdolnosci do produkcji zwigzkéw ha-
mujacych rozwoéj patogendw, a takze stymulacji drobnoustrojéw ryzosferowych sa
one wykorzystywane do produkcji doglebowych preparatow bakteryjnych (Jnawa-
li i in. 2015, Aasfar i in. 2021, Nongthombam i in. 2021). Bakterie nalezace do
rodzaju Azotobacter maja istotny wptyw na kietkowania nasion, rozwdj korzeni,
biomas¢ korzeni i peddéw oraz ilos¢ i powierzchnie lisci (Wani i in. 2016). Licz-
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ne badania potwierdzaja, Ze zastosowanie Azotobacter spp. poprawia wzrost, plon
i jako$¢ wielu roslin uprawnych, w tym: pszenicy, rzepaku, ryzu, bawelny, ziemnia-
ka, papryki, ogorka, kapusty, pomidora, marchwi i grochu (tab. 1). Badania przepro-
wadzone przez Singh i Dutta (2006) wykazaly znaczny wzrost plonowania gorczycy,
rzepaku 1 ziemniaka po zastosowaniu inokulacji bakteriami z rodzaju Azotobacter.
Das i Saha (2007) zaobserwowali wzrost wydajnosci plonu ziarna i stomy ryzu od-
powiednio o 4,5 i 8,5 kg/ha przy uzyciu kombinacji bakterii z rodzaju Azotobacter
i Azospirillum. Wzrost plonu gorczycy przy zastosowaniu szczepienia tymi samymi
rodzajami bakterii odnotowali rowniez Tilak i Sharma (2007).

Tabela 1
Wplyw bionawozow na bazie Azotobacter na plonowanie i poprawe jakosci
r6znych roslin uprawnych

Komponenci re Rodzaj Wzrost plonu s,

bionawozéw Roslina doswiadczenia roslin (%) Zrédio
Azotobacter . o ..
Azospirillum PSB ziemniaki polowe 62,32 El-sayed i in. 2014
Azotobacter PSB papryka polowe 30,01 Jaipaul i in. 2011
Azotobacter ogorek szklarniowe 21,7 Saeed i in. 2015
Azotobacter kapusta polowe 12,9 Sarkar i in. 2010
Azotobacter PSB brokot doniczkowe 17,27 Singh i in. 2014
Azotobacter PSB pomidor polowe 23,8 Singh i in. 2015
Azotobacter PSB marchew polowe 19,6 Sarma i in. 2015
Azotobacter Chiorells ryz analiza in situ 26,92 Zayadan i in. 2014
Nostoc
Azotobacter bawelna szklarniowe 13,6 Romero-;) g ;gomo .
Azotobacter czepak low 152 Ahmadi-Rad i in.
Azospirillum °pa polowe ’ 2016
Azotobacter pszenica polowe 14,32 Milosevi¢ i in. 2012
Azotobacter Glomus krokosz. polowe 2,63 Mirzakhani i in. 2014
intraradices barwierski
Azotobacter PSB groch d(?IllCZkOWC 35,5 Ansari i in. 2015

i polowe

Ritika i Utpal (2014) w przeprowadzonym dos$wiadczeniu polowym wykazali,
ze zastosowanie Azotobacter spp. jako komponentu bionawozu zwigkszyto plon
kalafiora o0 40% i kukurydzy o 15-20% w poréwnaniu do plonu uzyskanego przy
stosowaniu konwencjonalnych nawozoéw (tab. 2). Szczepienie Azotobacter spp.
w polaczeniu z 50% dawkami azotowych i fosforowych nawozéw mineralnych
wplyneto pozytywnie na wzrost, liczbg pedow, §wieza i suchg mas¢ krokosza bar-
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wierskiego. Nawozenie samymi nawozami mineralnymi uprawy krokosza barwier-
skiego nie dato takich efektow (Soleimanzadeh, Gooshchi, 2013).

Tabela 2
% wzrost plonu roslin uprawnych inokulowanych Azotobacter spp. w porownaniu z plonem
uzyskanym przy zastosowaniu nawozéw mineralnych (Zrodto: Bhattacherjee i Dey 2014,
Nongthombam i in. 2021)

Wzrost plonu ro§liny przy zastosowaniu inokulacji Azotobacter spp.
Roslina uprawna w stosunku do plonu uzyskanego przy zastosowaniu nawozow
mineralnych (%)
Ryz 5
Sorgo 15-20
Pszenica 8-10
Kukurydza 15-20
Ziemniaki 13
Pomidor 2-24
Marchewka 16
Kalafior 40
Bawelna 7
Trzcina cukrowa 9-24

6. AZOTOBAKTERYNA I INNE PREPARATY MIKROBIOLOGICZNE
NA BAZIE BAKTERII Z RODZAJU AZOTOBACTER

W ostatnich latach obserwuje si¢ wyrazny wzrost zainteresowania biologicz-
nymi metodami nawozenia i ochrony ro$lin. Intensywnie poszukuje si¢ takze ak-
tywnych biologicznie mikroorganizméw, ktore moglyby wesprze¢ w rozwoju oraz
ochronie rosliny i w pewnym stopniu zminimalizowa¢ ilo$¢ §rodkéw chemicznych
wprowadzanych do $rodowiska. Ostatecznie doprowadzito to do dynamiczne-
go rozwoju sektora biopreparatow. Biopreparaty zawierajace w skladzie bakterie
z rodzaju Azotobacter posiadaja cechy wyrdzniajace je na plus w stosunku do po-
wszechnie stosowanych nawozow mineralnych. Przede wszystkim nalezy wymienic¢
ich wielokierunkowe dziatanie ze wzgledu na fakt, iz dostarczajg roslinie nie tyl-
ko azot w postaci amonowej, ale rowniez aminokwasy, fitohormony czy witaminy
bez mozliwosci przedawkowania czy oparzenia roslin. Poza tym preparaty mikro-
biologiczne na bazie bakterii z rodzaju Azotobacter wspomagajg rosliny w sytu-
acjach stresowych, zwigkszaja ich odpornos¢ na choroby i poprawiaja zyznos¢ gleby
(Bhattacharjee i Dey 2014). Ze wzgledu na sposob aplikacji biopreparaty zawie-
rajace w swym sktadzie bakterie z rodzaju Azotobacter mozemy podzieli¢ na state
i ptynne. Preparaty statle maja posta¢ proszku lub granulek i na ogoét stosuje sie je
jako zaprawy do nasion lub dodatki do gleby (Bashan i in. 2014). Natomiast prepa-
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raty ptynne mozna aplikowa¢ w r6znych zabiegach uprawowych oraz hodowlanych.
Mozna je stosowa¢ m.in. do zaprawiania nasion, szczepienia gleby przed wysadze-
niem roslin i opryskiwania upraw (Bashan i in. 2014, Malusa i in. 2012, Jambhulkar
iin. 2016).

Azotobacter spp. byt stosowany jako bionawo6z juz pond 100 lat temu. Preparaty
mikrobiologiczne zawierajace w swoim sktadzie bakterie wigzace azot atmosferycz-
ny z rodzaju Rhizobium, Azotobacter 1 Azospirillum stanowia obecnie najwigksza
czg$¢ $wiatowego rynku bionawozow. Globalny rynek tych bionawozoéw zostat wy-
ceniony w 2016 roku na 800 milionow dolaréw i oczekuje si¢, ze osiggnie 3 miliardy
dolaréw do konca 2024 roku (Soumare i in. 2020).

Najstarszym i najbardziej znanym przyktadem preparatu mikrobiologicznego
zawierajacego wyselekcjonowane szczepy bakterii z rodzaju Azotobacter i znaj-
dujacego zastosowanie w rolnictwie 1 ogrodnictwie jest Azotobakteryna (rys. 4).
Zastosowanie Azotobakteryny w uprawie roslin okopowych, krzyzowych i niekto-
rych warzywnych przyczynia si¢ do wzrostu plonowania, korzystnie wptywajac na
rozwoj roslin. Do produkcji doglebowych szczepionek bakteryjnych najczesciej
wykorzystywany jest gatunek A. chroococcum, ktory wiaze azot atmosferyczny
i udostepnia go roslinom w formie przyswajalnej, produkuje substancje promujace
wzrost i rozwo6j roslin oraz zawiazki hamujace rozwoj patogenow. Bakterie bedace
komponentem Azotobakteryny moga wzbogacac glebe w azot w ilosci 20 kg azotu
na 1 ha/l rok (Kosicka i in. 2015, Koziet i in. 2018).

Wzrost

Ry . plonowania Azot
T atmosferyczny

7

o “‘ “’ Azotobacter spp.

Bakterie azotowe

Rys. 4. Azotobakteryna — szczepionka dla roslin niemotylkowych

Na rynku dost¢pne sg rOwniez inne preparaty zawierajace w swym skladzie bak-
terie z rodzaju Azotobacter zaopatrujace gleb¢ w trudno przyswajalne formy azotu
(tab. 3). Nalezy zaznaczy¢, iz skutecznos¢ biopreparatow rozni si¢ w zalezno$ci od
rodzaju gleby, odmiany ro$liny i innych parametréw fizycznych, chemicznych i bi-
ologicznych.
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Tabela 3
Przyktady preparatow mikrobiologicznych na bazie Azotobacter spp. stosowane na §wiecie
(Aasfar i in. 2021, Farmer 2023)

Kraj Preparat Sktadniki aktywne Roslina
. Azotobakteryna Azotobacter chroococcum groch, soja, bob, tubin, pomidor,
Rosja . .
Ekophit Azotobacter chroococcum pieprz, szczaw
Australia TwinN Azotobacter spp. ro$liny straczkowe, zboza
Nutri-Life Bio-P | Azotobacter spp. + Bacillus wszystkie uprawy
Kanada subtilis
Nutri-Life Bio-N Azotobacter spp. wszystkie uprawy
Symbion-N Azospirillum, Rhizobium,
Acetobacter, Azotobacter trzcina cukrowa, sorgo, kukurydza,
bawelna, herbata, kawa
Indic CALZOTO Azotobacter spp. ro$liny straczkowe, zboza, warzywa
wigkszos¢ roslin uprawnych
Nitrofix AC Azotobacter chroococcum wigkszos¢ roslin uprawnych
Nitrofix AV Azotobacter vinelandii warzywa, owoce
Azopower Azotobacter spp.

Bacillus megaterium,

Niemey Phylazonit-M Azotobacter chroococcum 12, kukurydza
Kolumbia Dimargonl Azotobacter chroococcum ryz, bawela
Bacti-N Azotobacter spp. Zbo-ZajarE.:, rzepak, kukurydza
AzotoPower Azotobacter, Arthrobacter PG o, Loty il
cukrowy
Polska Bactim Nutri N+ Azotobacter spp. zboza, rzepak, kukurydza

zboza, rzepak, kukurydza, ziemniak,
warzywa
warzywa, owoce, rosliny straczkowe,
ro$liny ozdobne, zboza, trawy

NovobaktAzo+ Azospirillum lipoferum,
Azotobacter chroococcum
Rhizosum N Plus Azotobacter salinestris

7. PODSUMOWANIE

Bakterie z rodzaju Azotobacter sa wykorzystywane jako bionawdz w przyjazne;j
dla srodowiska i1 zrownowazonej produkcji roslinnej dzieki korzystnemu wptywowi
na wzrost 1 rozwdj roslin poprzez wzbogacanie srodowiska glebowego w zwiazki
azotowe, produkcj¢ fitohormondw, rozpuszczanie fosforanéw, zdolnos¢ do produk-
cji zwigzkéw hamujacych rozwdj patogendw i rekultywacje gleb. Preparty mikro-
biologiczne w sktad ktorych wchodzg niesmbiotyczne bakterie wigzace azot atmos-
feryczny sg znane i wykorzystywane na calym §wiecie. Aby wydoby¢ maksymalne
korzysci ze stosowania tych biopreparatow konieczne wydaje si¢ jest znalezienie
kompatybilnych partnerow, tj. okreslenie powinowactwa szczepow Azotobacter spp.
do okreslonego genotypu rosliny. Z prowadzonych dotychcza badan wyraznie wyn-
ika, iz bakterie z rodzaju Azotobacter sg alternatywa dla nawozow chemicznych,
pestycydow i sztucznych regulatoréw wzrostu powodujacych réznorodne skutki
uboczne w zréwnowazonym rolnictwie.
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1. WSTEP

W praktyce rolniczej preparaty mikrogiologiczne stosowane sg przede wszyst-
kim w ochronie roslin do ograniczania rozwoju patogenow i szkodnikéw. Na rynku
dostepne sg takze preparaty mikrobiologiczne wykorzystywane do stymulowania
wzrostu 1 plonowania niektorych roslin uprawnych, a przyktadem takich bioprepa-
ratdow sg szczepionki zawierajace bakterie z rodzaju Rhizobium, ktdre wigza azot
atmosferyczny w symbiozie z korzeniami roslin bobowatych (Martyniuk 2011,
Aloo 1 in. 2022). Biopreparaty produkowane na bazie réznych szczepdéw Rhizobium
spp. naleza do grupy preparatOw najbardziej znanych i powszechnie stosowanych
w uprawie roslin na catym $wiecie, rowniez w Polsce. Wykorzystywane sg one do
otoczkowania nasion roslin bobowatych, umozliwiajac tym samym wprowadzenie
duzej liczby bakterii bezposrednio do strefy korzeniowej siewek roslin. Wigksza lic-
zebnos¢ bakterii brodawkowych w glebie zwigksza ich szanse na nawigzanie skutec-
znej symbiozy z rosling gospodarza. Brodawki korzeniowe sg miejscem, w ktorym
odbywa si¢ wymiana sktadnikéw odzywczych pomigdzy partnerami tej symbiozy.
Bakterie dostarczajg ro§linie bobowatej azot pobrany z atmosfery w zamian za cukry,
ktore sg zrodtem energii wykorzystywanej przez bakterie do przeprowadzania pro-
cesu redukcji azotu atmosferycznego (Martyniuk 2010).

W Polsce preparaty mikrobiologiczne, w tym zawierajgce bakterie symbioty-
czne, dopuszczane sg do obrotu przez Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju Wsi po
spetnieniu wymogow procedury rejestracyjnej. Procedura ta obejmuje doktadne
dane na temat sktadu, opisu sktadu produkcyjnego i sposobu stosowania produk-
tu. Obowiazkowe jest takze przedstawienie wynikoéw doswiadczen laboratoryjnych
i polowych, potwierdzajacych skuteczno$¢ rejestrowanego biopreparatu w praktyce.
Z tego wzgledu, szczepionki bakteryjne sg biopreparatami o sprawdzonej efektywn-
o$ci 1 dobrej jakosci pod wzgledem mikrobiologicznym (Martyniuk 2011).

Obecnie na $wiatowym rynku dostepny jest szeroki wybor szczepionek bak-
teryjnych dla roslin bobowatych, po ktore rolnicy chetnie siegaja, poniewaz oprocz
zwigkszania plonu pozwalaja prowadzi¢ zrownowazone i ekologiczne rolnictwo,
ktore nie wymaga sztucznego nawozenia azotem (Zamtynska i in. 2020). Wérod
dostepnych na rynku biopreparatow znajduja si¢ m.in.: Nitragina Biofood, Nitragina
IUNG, Nitraza, Rhizobium Bio-Gen, Novobakt Rhizo, Turbosoy, Rhizo Liq, Biofix,
Nodumax (Aloo i in. 2022, Koskey i in. 2021, Fahde i in. 2023, Kobus i Sach 2023).

2. CHARAKTERYSTYKA BAKTERII Z RODZAJU RHIZOBIUM

Bakterie z rodzaju Rhizobium sa Gram-ujemnymi, tlenowymi, urzgsionymi
pateczkami, ktore nie tworza form przetrwalnych. Nalezg one do klasy a-Proteobac-
teria. Popularna nazwa ,,rizobia” wywodzi si¢ od nazwy rodzajowej Rhizobium 1 po
tacinie oznacza ,,zyjacy w korzeniach” (De Lajudie i in. 2019). Rodzaj Rhizobium
zawiera ponad 150 znanych gatunkdw, ponadto istnieje rowniez wiele niescharak-
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teryzowanych 1 nieuprawianych gatunkow, pochodzacych z réznych $rodowiska
(Chen i in. 2021). W obrebie rodziny Rhizobiaceae mozemy wyrozni¢ nastgpujace
rodzaje bakterii: Bradyrhizobium, Azorhizobium, Mesorhizobium, Ensifer (Sinorhi-
zobium), Neorhizobium, Pararhizobium 1 Allorhizobium, ktore charakteryzuja si¢
zdolnoscig do tworzenia uktadéow symbiotycznych z wieloma réznymi rodzajami
roslin bobowatych (Jaiswal i in. 2021).

Bakterie brodawkowe zaliczane sg do grupy bakterii glebowych, ktore wspotzy-
ja z roslinami bobowatymi powodujac powstawanie na ich korzeniach brodawek,
w ktoérych zachodzi proces wigzania azotu atmosferycznego, czyli jego redukcja do
formy amonowej, przyswajalnej dla roslin (rys. 1). Proces biologicznego wigzania
azotu atmosferycznego dostarcza corocznie do gleb uprawnych okoto 139-170 min
ton azotu, z czego ilo§¢ azotu zwigzanego przez bakterie wystepujace w uktadach
symbiotycznych stanowi okoto 70-80% (People i Craswell 1992, Martyniuk 2008).

Brodawki na korzeniach seradeli (Orfilithopus sativus)

Rys. 1. Brodawki na korzeniach seradeli (Ornithopus sativus L., lewa strona)
i grochu (Pisum sativum L., prawa strona) (Zrédto: Martyniuk 2019)

Wigkszo$¢ gatunkow bakterii brodawkowych charakteryzuje si¢ duza specy-
ficzno$cia symbiotyczna, czyli powinowactwem do okreslonego rodzaju rosliny-gos-
podarza. Na przyktad, bakterie brodawkowe fasoli (R. leguminosarum bv. phaseoli)
nie tworza symbiozy z korzeniami koniczyny, lucerny lub grochu, tak samo jak sym-
bionty koniczyny (R. leguminosarum bv. trifolii), lucerny (S. meliloti) lub grochu
(R. leguminosarum bv. viciae) nie utworza brodawek na korzeniach fasoli. Sa jednak
gatunki ryzobiow, ktére moga indukowac tworzenie brodawek u jednego lub kilku
gatunkow roslin bobowatych. Na przyktad, bakterie nalezace do garunku Rhizobium
leguminosarum biovar viciae s symbiontami bobiku, grochu i soczewicy, a Sinorhi-
zobium meliloti tworza symbioze z korzeniami lucerny, nostrzyku i kozieradki
(Martyniuk 2012 1 2019). Nie stwierdzono dotychczas wystepowania w glebach uni-
wersalnego gatunku bakterii symbiotycznych, ktory tworzylby symbioze ze wszyst-
kimi rodzajami i gatunkami ro$lin bobowatych (Martyniuk 2008, Sujkowska 2009).
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W tabeli 1 podano najwazniejsze rodzaje i gatunki bakterii symbiotycznych oraz
nazwy rodzajowe roslin bobowatych, z ktérymi tworza symbiozg.

Tabela 1
Rodzaje 1 gatunki bakterii brodawkowych i ich symbiotyczni gospodarze roslinni
(Zrodto: Lyszcz, Gatazka, 2016; Martyniuk, 2019)

Rodzaj Gatunek Gospodarz roslinny
R. leguminosarum bv. viciae groch, bobik, wyka, soczewica
Rhizobium R. leguminosarum bv. trifolii koniczyna
R. leguminosarum bv. phaseoli fasola
Bradyrhizobium ity ’.ﬂhlZOb.mm Sp- hlb.m
B. japonicum soja
Sinorhizobium S. meliloti lucerna, nostrzyk, kozieradka
Mesorhizobium M. loti komonica

Bakterie symbiotyczne roslin bobowatych w okresie kiedy nie tworza symbiozy
z korzeniami roslin, wystepuja w glebie jako saprofity, a ich liczebnos¢ i przezywal-
no$¢ zalezy od wielu czynnikdéw glebowo-klimatycznych oraz zabiegdw agrotech-
nicznych. Do najwazniejszych mozemy zaliczy¢:

» jakosc¢ gleby, a zwlaszcza jej zyzno$é 1 pH,

» czestotliwo$¢ uprawiania roslin bobowatych na danym terenie,

» nawozenie NPK i wapnowanie,

» wlasciwosci bakterii brodawkowych (Podlesna 2018, Martyniuk 2019, Fahde

iin. 2023).

W Instytucie Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa — PIB w Putawach prowad-
zono badania dotyczace zasiedlenia wybranych gleb Polski przez r6zne gatunki bak-
terii z rodzaju Rhizobium (Martyniuk i in. 2000, Martyniuk i in. 2005). Wyniki anal-
iz wykazaly, ze zar6wno wystgpowanie, jak i liczebno$¢ bakterii symbiotycznych
w glebach na terenie Polski sa bardzo zr6znicowane. Symbionty koniczyny, grochu
i bobiku wystepuja w glebach do$¢ powszechnie, ich obecnos¢ potwierdzono rowniez
w glebach na ktorych od lat nie uprawiano wyzej wymienionych roslin. Bakterii tych
nie stwierdzono w glebach lekkich i silnie zakwaszonych (pH < 4,5), co stanow-
ifo okoto 5% przebadanych gleb. Symbiontow tubinu i fasoli nie wykryto w okoto
25% gleb. Bakterie symbiotyczne tubinu najliczniej wystgpowaty w glebach lekkich
i $rednio zwigztych charakteryzujacych si¢ lekko kwasnym lub kwasnym odczy-
nem, czyli w glebach najczesciej obsiewanych ta rosling. W wigkszosci gleb na tere-
nie Polski brakuje tez bakterii symbiotycznych lucerny i soi lub ich liczebnos$¢ jest
bardzo niska. Wyjatek stanowia gleby obsiewane tymi roslinami.W przypadku soi,
ktéra pochodzi z Chin i nie jest gatunkiem rodzimym, oczywiste jest, ze bakterii,
ktore wspolzyja z ta rosling, nie spotkamy w naszych glebach. W zwiazku z tym, aby
wykorzysta¢ zjawisko symbiozy, nasiona soi nalezy bezwzglednie szczepi¢ bakteri-
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ami symbiotycznymi. Jest to tez bardzo wskazane w stosunku do nasion gatunkow
rodzimych, jakimi sg np. tubin, bobik, groch, ze wzglgdu na niewielki areat obsiewa-
ny obecnie tymi ro§linami, czy dlugie przerwy w ich uprawie na danym polu.

Informacje na temat wystepowaia i liczebnosci bakterii symbiotycznych w gle-
bach Polski sa niezwykle istotne i wykorzystywane w praktyce do racjonalnego sto-
sowania preparatow szczepionkowych zawierajacych omawiane bakterie. Preparaty
mikrobiologiczne na bazie bakterii symbiotycznych sg dostepne na rynku w wie-
lu krajach, takze w Polsce. Przedsiewne otoczkowanie nasion roslin bobowatych
uprawianych na glebach charakteryzujacych si¢ brakiem Iub niskimi populacjami
bakterii symbiotycznych przyczynia si¢ do istotnego przyrostu plonéw tych roslin
(Wrobel i Maliszewska-Ziemigcka 1960).

3. ETAPY WYTWARZANIA PREPARATOW
MIKROBIOLOGICZNYCH ZAWIERAJACYCH BAKTERIE
7. RODZAJU RHIZOBIUM

Preparaty mikrobiologiczne zawierajagce bakterie symbiotyczne roslin bobo-
watych sa powszechnie stosowane w uprawie roslin na calym $wiecie (Martyniuk
2011, Aloo i in. 2022). Technologia wytwarzania tych szczepionek obejmuje nas-
tepujace etapy:

= zgromadzenie kolekcji roznych szczepoéw drobnoustrojow,

= kontrolowanie czystosci i jakoSci (efektywnosci symbiotycznej) wybranych

SZCzepow,

= rozmnazanie mikroorganizmow i kontrolowanie czystosci uzyskiwanej bio-

masy,

= przygotowywanie jalowego nosnika (drobno zmielony torf, wegiel brunatny,

perlit),

= mieszanie biomasy bakterii z no$nikiem i konfekcjonowanie szczepionki

(Lupwayi i in. 2000, Martyniuk 2010 1 2011, Galazka 2019).

Szczepy bakterii symbiotycznych wykorzystywane do produkcji szczepionek
pozyskiwane sa najczesciej z brodawek korzeniowych roslin bobowatych. Czys-
te kultury wyodrebnionych bakterii identyfikuje si¢ do gatunku w opaciu o cechy
morfologiczne komodrek oraz wiasciwosci fizyczno-biochemiczne lub wykorzystu-
jac do tego celu najnowsze techniki molekularne. W przypadku bakterii z rodzaju
Rhizobium wazne jest przeprowadzenie biotestow z roslinami bobowatymi w celu
okreslenia powinowactwa wyodrebnionych izolatow do tworzenia uktadéw sym-
biotycznych z okres§lonymi rodzajami tych ro$lin. Nie ma uniwersalnego gatunku
bakterii symbiotycznych tworzacego brodawki na korzeniach wszystkich rodzajow
i gatunkow roslin bobowatych. Stad tez, w praktyce szczepionki ryzobiowe pro-
dukowane sg oddzielnie dla kazdej rosliny bobowatej. We wspomnianych powyzej
biotestach sprawdzana jest rowniez efektywno$¢ symbiotyczna szczepow w oparciu
o takie cechy jak wyglad i liczba brodawek na korzeniach roslin czy aktywno$¢ en-
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zymu zwanego nitrogenaza. Znajomos¢ tych cech jest wazna ze wzgledow praktyc-
znych, gdyz do produkcji preparatow, ktorych komponentami sg bakterie z rodzaju
Rhizobium, wybierane sg izolaty najefektywniejsze pod wzgledem symbiotycznym.
Scharakteryzowane i zidentyfikowane szczepy bakterii przechowywane sg na sko-
sach agarowych w 4°C (Martyniuk 2010).

Zgromadzona kolekcja szczepow bakterii symbiotycznych roslin bobowatych
wymaga okresowej kontroli czystosci i jakosci. Zwykle co 6 miesigcy kolonie bak-
teryjne przeszczepiane sg na $wieze pozywki, m.in. po to aby kultury nie obumarty.
Jednakze zbyt czeste pasazowanie bakterii brodawkowych na nowe podtoza hodow-
lane jest zjawiskiem niekorzystnym, prowadzacym do zmian w morfologii i fizjologii
tych bakterii. Z tego wzgledu czyste kultury bakterii powinny by¢ przechowywane
w — 80°C w roztworze glicerolu lub w formie liofilizatu (Martyniuk 2010).

Kolejny etap obejmuje rozmnozenie czystych kultur bakterii symbiotyc-
znych roslin bobowatych. Do produkcji preparatéw mikrobiologicznych wybier-
ane sg izolaty o najkorzystniejszych cechach, tj. duza efektywno$¢ symbiotyczna
i konkurencyjnos$¢, czyli zdolno$¢ do zasiedlania i indukowania brodawek na korze-
niach roslin bobowatych. Po odmtodzeniu wybranego szczepu namnozona biomasa
przenoszona jest ze skosu agarowego do kolby ze sterylng ptynna pozywka i um-
ieszczana na wytrzasarce w temperaturze 28°C w celu rozmnozenia hodowanego
izolatu. Nastgpnie uzyskang ,,kultur¢ mateczng” przenosi si¢ do fermentoréw za-
wierajacych coraz wigksze objetosci sterylnych pozywek, w ktorych odbywa sig
rozmnozenie mikroorganizmow w sposob kontrolowany, jalowy i optymalny. Pro-
ces namnazania bakterii symbiotycznych w fermentatorach trwa kilka dni i 1 konczy
si¢, gdy gestos¢ hodowli wynosi 10°-10' komorek bakteryjnych w 1 ml pozyw-
ki. Nalezy pamieta¢ o kontrolowaniu czystosci hodowli bakterii brodawkowych na
kazdym z etapow przenoszenia i powigkszania hodowli, poniewaz od tego zalezy
jakos¢ wytwarzanego biopreparatu (Maryniuk 2010).

W przypadku szczepionek rizobiowych doskonatym nosnikiem dla odpowiednio
namnozonej hodowli bakteryjnej sg perlit, zmielony i odkwaszony torf i pyl wegla
brunatnego, ktore zapewniaja zarowno odpowiednie warunki do przezywania bak-
terii brodawkowych, jak réwniez przyklejanie si¢ preparatu do nasion roslin bob-
owatych (Stephens i Rask 2000, Sobiczewski 2009, Aloo 2022). Wysterylizowane
porcje wybranego no$nika zaszczepiane sa odpowiedniag iloscia hodowli bakte-
rii symbiotycznych (15-30 ml) i dodatkowo inkubowane przrz okoto 2 tygodnie
w temperaturze 28°C w celu dalszego rozmnozenia bakterii na no$niku. Proces zamy-
ka kontrola jakosci wybranych losowo porcji szczepionki z kazdej przygotowane;j
do sprzedazy partii produkcyjnej. Wytworzone w ten sposob preparaty sg wyko-
rzystywane do otoczkowania nasion roslin bobowatych, co jest duzym utatwieniem
przy wprowadzaniu duzej liczby bakterii bezposrednio do strefy korzeniowej siewek
ro$lin. Wigksza ilos¢ rizobiow w glebie zwigksza szanse bakterii brodawkowych na
nawigzanie skutecznej symbiozy z rosling (Martyniuk 2010). Technologi¢ wytwar-
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zania biopreparatow zawierajacych bakterie symbiotyczne roslin bobowatych przed-
stawiono na rysunku 2.

Izolacja bakterii z rodzaju Zgromadzenie Przygotowanie nosnika, zmieszanie
Rhizobium z brodawek kolekeji czystych hodowli bakteryjnej z nosnikiem i
korzeniowych roslin kultur bakterii i ich prawidtowe przechowywanie

bobowatych rozmnozenie biopreparatu

Rys. 2. Etapy produkcji preparatu mikrobiologicznego na przyktadzie Nitraginy
(opracowanie wiasne)

4. NITRAGINA I INNE PREPARATY MIKROBIOLOGICZNE
NA BAZIE BAKTERII Z RODZAJU RHIZOBIUM

Na polskim rynku dostgpne sa preparaty mikrobiologiczne zawierajg bakterie
symbiotyczne, spetniajace wymogi procedury rejestracyjnej. Rolnicy maja do dys-
pozycji szeroki wybdr szczepionek bakteryjnych dla roslin bobowatych, po ktore
chetnie siggaja, poniewaz oprocz zwigkszania plonoéw roslin, poprawiajg wtasciwos-
ci préchnicotwoércze gleby, jednoczesnie nie zaburzajac rownowagi biologiczne;j.
Wigkszos¢ dostepnych na polskim rynku biopreparatow rizobiowych produkow-
ana jest w postaci preparatow statych, suchych, wilotnych i ptynnych. Przyktad-
owe szczepionki stosowane w uprawach roslin bobowatych to m.in.: HiStick® Soy,
Nitroflora, Nitragina Biofood, Nitragina IUNG, Nitraza, Rhizobium Bio-Gen czy
wiN backter (rys. 3).

Nitragina Nitragina Nitraza Nitroflora Rhizobium HiStick® Soy

IUNG-PIB Biofood Mycoflor Bio-Gen

podtoze podtoze zawiesina zawiesina liofilizowany  podtoze

perlitowe weglowe ptynna ptynna szczep weglowe
bakterii

[ARRANA
-]

Rys. 3. Przyktady szczepionek rizobiowych dostepnych na polskim rynku (opracowanie wlasne)
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Prawidlowe dziatanie preparatow bakteryjnych wymaga wilasciwego ich stoso-
wania. Bakterie symbiotyczne znajduja si¢ na tak zwanych statych no$nikach, kto-
rymi najczegsciej jest drobno zmielony torf, wegiel brunatny Iub perlit. Kazdy produ-
cent podaje doktadng metode stosowania biopreparatu. Najczesciej okreslong jego
porcje nalezy wymiesza¢ z niewielkg iloscig czystej wody ogrzanej do temperatury
otoczenia (20-28°C). Przygotowany w ten sposob srodek bakteryjny nalezy wymie-
sza¢ z nasionami tak, aby kazde zostalo pokryte szczepionka. Mozna do tego celu
wykorzysta¢ np. betoniarke lub zaprawiarke. W przypadku stosowania zaprawiarki
konieczne jest doktadne jej umycie z pozostatosci chemicznych $rodkow ochrony
roslin, ktore moga by¢ toksyczne dla bakterii symbiotycznych. W sytuacji kiedy
rolnik zamierza stosowa¢ chemiczne zaprawy nasienne i jednocze$nie korzystac ze
szczepionek bakteryjnych to najpierw nalezy zastosowac zaprawe, a nastegpnie pre-
parat bakteryjny. Zwiazki chemiczne znajdujace si¢ w zaprawach nasiennych moga
wywiera¢ niekorzystny wpltyw na przezywalnos¢ bakterii brodawkowych na nasio-
nach oraz na proces symbiozy tych bakterii z korzeniami roslin bobowatych. Sto-
pien tego oddziatywania uzalezniony jest od rodzaju zwigzku chemicznego. Badania
wykazaly, ze zaprawy nasienne zawierajace takie substancje aktywne jak: karben-
dazym, karboksyna lub tiuram tylko w niewielkim stopniu wptywaja na proces sym-
biozy. Bardzo wazny jest takze czas od przeprowadzenia szczepienia nasion do ich
wysiewu. Zaszczepione nasiona nalezy wysia¢ mozliwie jak najszybciej po zastoso-
waniu preparatu mikrobiologicznego. Przechowywanie zaprawionych i zaszczepio-
nych nasion nawet przez 24—48 godzin moze bardzo istotnie zmniejszy¢ skutecznosc¢
szczepionki. Spowodowane jest to zamieraniem bakterii brodawkowych na przecho-
wywanych nasionach (Martyniuk 2012).

5.AKTUALNY STAN WIEDZY NA TEMAT BIONAWOZOW
RIZOBIOWYCH

Obecnie na calym $wiecie ro$nie zainteresowanie wykorzystwyaniem w rolnic-
twie preparatow mikrobiologicznych produkowanych na bazie odpowiednio do-
branych i pozytecznych mikroorganizméw wystepujacych w srodowisku natural-
nym. Prawie 170 przedsiebiorstw w 24 krajach produkuje i sprzedaje bionawozy
zaréwno na matg, jak i duzg skale (Bharti i in. 2017). Od kilkudziesigciu lat szcze-
gdlnie intensywnie stosowane sa w rolnictwie szczepionki rizobiowe, co zwigzane
jest z ograniczeniem stosowania nawozow mineralnych oraz chemicznych srodkow
ochrony ro$lin. Wzrastajace zapotrzebowanie na biopreparaty zwigzane jest wigc
glownie z rozwojem proekologicznych metod uprawy roslin, w tym rolnictwa eko-
logicznego (Paudyal i Gupta 2018). Chociaz zakres praktycznego wykorzystywania
biopreparatow jest ciagle maty, wykazuje wyrazne tendencje wzrostowe. Przykta-
dowo Aloo i in. (2022) podaja, ze w ostatnich latach wzrosto zapotrzebowanie na
bionawozy w takich krajach jak: Kanada, Argentyna, Chiny, Indie, Europa i Stany
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Zjednoczone Ameryki (USA). Dynamiczny rozwo6j badan nad réznorodnoscia gene-
tyczng, biochemiczng i funkcjonalna, a takze potencjatem i praktycznym wykorzyst-
aniem bakterii z rodzaju Rhizobium niewatpliwie przyczynit si¢ do wprowadzenia
na rynek licznych preparatow bionawozowych w réznych krajach na catym $wiecie
(tab. 2).

Tabela 2
Przyktady bionawozow rizobiowych dostepnych na $§wiatowym rynku
Kraj Nazwa produktu Mikroorganizmy Roslina Zrodto
Bradyrhizobium sp. ciecierzyca, soja,
Argentyna Rhizo Liq Mesorhizobium ciceri | fasola zwyczajna, | Adeleke i in., 2019
Rhizobium spp. orzeszki ziemne
Bacillus
. . . fasola, kukurydza,
Kanada Rhizocell GC amy lolzqu'ef aclz ens, marchewka, ryz, Odoh i in., 2019
Nodulator Bradyrhizobium
. . bawetna
Japonicum
Bradyrhizobium
_ Jjaponicum .
I;‘_sél(fk soja Tairo i Ndakidemi,
Afryka Y 2014
. Bradyrhizobium elkanii, . Savala i in., 2022
MasterFix . soja
Bradyrhizobium
Jjaponicum
. Azotobacter, Bacillus, ogorek', pomidor,
Ammnite A 100 . pieprz
Leoume Fix Rhizobium, Pseudomonas
& Rhizobium sp., fasola swvepaing, | Odoni in. 2019
Stany . Bradyrhizobium YEZANE, | A deleke in., 2019
. Chickpea . . soja ..
Zjednoczone Nodulator Jjaponicum Adeleke i in., 2019
Mesorhizobium cicero . Adeleke i in., 2019
Cowpea ciecierzyca
Inoculant Rhizobium spp. . .
wspliega wezowata

Najbardziej dominujacym i postepowym rynkiem bionawozdéw na §wiecie jest
Europa, gdzie popyt na bionawozy wzrdst z okoto 2566 mln dolaréw w 2012 r.
do 4582 min dolar6w w 2017 r. (Chandrasekhar 2014). Warto$¢ $wiatowego ryn-
ku bionawozéw w 2016 r. wynosita 1,06 mIn dolarow, w 2019 r. oszacowano, ze
osiggnela ona 2 mld dolarow, a w roku 2026 prognozuje si¢, ze warto$¢ ta wyniesie
ponad 3,8 mld dolarow (Aloo i in. 2022).

Preparat mikrobiologiczny zawierajacy czyste kultury Rhizobium spp. obecny
jest na rynku juz od 1896 roku, kiedy to Nobbe i Hiltner uzyskali amerykanski patent
i skomercjalizowali produkt pod nazwg ,,Nitragin” (Mitter i in. 2021). Liczne badania
potwierdzaja, ze zastosowanie szczepdw z rodzajow Allorhizobium, Azorhizobium,
Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium 1 Sinorhizobium poprawia wzrost, plon
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i jako$¢ roslin uprawnych. Zastosowanie Bradyrhizobium diazoefficiens w uprawie
soi wptyneto pozytywnie na plon nasion i liczbe brodawek korzeniowych nieza-
leznie od formy zastosowanego inokulantu (Savala i in. 2022). Ismail i in. (2021),
zauwazyli, ze ptynny bionawdz zawierajacy Rhizobium spp. zwigksza wydajnosé
plonowania fasoli, grochu, ciecierzycy, soi i orzeszkow ziemnych o 10 do 28%.
W warunkach stresu suszy zaszczepienie nasion bobiku szczepem Rhizobium le-
guminosarum bv. viciae (F46) wptyneto istotnie na suchg mas¢ korzeni i zawar-
tosci azotu ogodlnego (Dashadi i in. 2011). W badaniu przeprowadzonym przez
Chaintruela i in. (2000), stwierdzono, ze rosliny ryzu inokulowane Bradyrhizobium
wykazywaly 20% wzrost calkowitej biomasy. Ponadto Hussain i in. (2009) odno-
towali znaczng poprawe plonow (43%), biomasy roslin (18%) i wielkosci ziaren
ryzu (25%) zaszczepionego Rhizobium leguminosarum. Egamberdiyeva i in. (2004)
prowadzac doswiadczenia polowe stwierdzili 77% wzrost plonu bawelny w poréw-
naniu z grupg kontrolng. Najwiekszy wzrost plonéw bawelny zaobserwowano po
zastosowaniu szczepu Rhizobium meliloti URMI1. Ponadto w praktyce stosuje si¢
inokulacje bakterii solubilizujacych fosforany tacznie z mikroorganizmami zdolny-
mi do asymilacji azotu w symbiozie z roslinami bobowatymi. Stymulujacy wptyw
Rhizobium spp. i Azotobacter spp. na wzrost i plonowanie roslin uprawnych wykaza-
no zarowno w warunkach laboratoryjnych, szklarniowych, a takze polowych (Wani
i Gopalakrishnan 2019). Yadav i Vashishat (1991) stwierdzili pozytywny wplyw ino-
kulacji Azotobacter chroococcum i Bradyrhizobium na brodawkowanie, wigzanie
azotu 1 plonowanie fasoli (Vigna radiate). Badania prowadzone przez Siddiqui i in.
(2014) wykazaty takze, ze aplikacja wyzej wymienionych bakterii wptywa istot-
nie na brodawkowanie i plonowanie ciecierzycy. Synergizm pomiedzy bakteriami
wigzgcymi azot, a bakteriami solubilizujacymi fosforany badali takze Bellabarba
i in. (2019). Zaobserwowano, ze inokulacja szczepami Bacillus spp. i Rhizobium
spp. fasoli, grochu i soi wptyngta pozytywnie na rozbudowe systemu korzeniowego
i liczbe brodawek.

6. PODSUMOWANIE

Najwigkszym 1 najwazniejszym globalnym wyzwaniem XXI wieku jest
ograniczenie chemizacji rolnictwa, ktore porowadzi do zmniejszania ilo§ci substanc-
ji odzywczych gleby oraz spadku jej zyznosci, co z kolei skutkuje ograniczeniem
wzrostu i rozwoju wielu roslin uprawnych. Obecnie prowadzone sg liczne badania
majace na celu poprawe warunkow zdrowotnych gleby m. in. poprzez wprowadza-
nie do obrotu handlowego efektywnych bionawozéw rizobakteryjnych. Chociaz sto-
sowanie preparatOw zawierajagcych Rhizobium spp. jest praktykowane zarowno w
Polsce jak i na §wiecie, to nadal utrzymuje si¢ ono na niskim poziomie. Prognozuje
si¢, ze bionawozy te beda miaty ogromny potencjal rynkowy, a ich wykorzystanie
z pewnoscia bedzie rosto. Przygotowanie preparatu rizobiowego o wysokiej jakosci
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jest niezwykle trudne, a proces jego wytwarzania wieloetapowy. Duzego naktadu
pracy wymaga zgromadzenie kolekcji mikroorganizméw, dlugotrwate ich namna-
zanie oraz kontrolowanie czystosci uzyskiwanych hodowli. Niemniejsze znaczenie
ma przygotowanie i dobranie no$nika, mieszanie biomasy z no$nikien, a takze odpo-
wiednie przechowywanie szczepionki. Istotne znaczenie ma utrzymanie sterylnych
warunkow, zwigzanych z zachowaniem czysto$ci preparatu wprowadzanego do
handlu. Wyniki badan prowadzone przez naukowcow z wielu instytutow rolniczych
i uniwersytetoOw poptwierdzaja skutecznos¢ szczepionek na bazie bakterii symbio-
tycznych roslin bobowatych, co przeklada si¢ na przy$pieszenie rozwoju rynku
bionawozow oraz promowanie ich wykorzystania w zrownowazonych praktykach
rolniczych.
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1. WSTEP

Wedtug szacunkow Organizacji ds. Wyzywienia i Rolnictwa (FAO — Food and
Agriculture Organization of the United Nations) do roku 2050 liczba ludno$ci na
Swiecie osiggnie 9,7 miliarda, co wymaga znacznego zwigkszenia produkcji rolne;j.
Ponadto, zmiany klimatyczne stanowig rowniez wyzwanie dla Swiatowej produkcji
roslinnej (FAO 2017). Wraz z nadejsciem Zielonej Rewolucji i stosowaniem nie-
zrownowazonych praktyk rolniczych, w tym wylesianie, nadmierne stosowanie na-
wozow mineralnych, srodkow biobdjczych i nowoczesnych technik nawadniania,
doszto do utraty réznorodnosci biologicznej, degradacji jako$ci gruntéw, niedoboru
stodkiej wody i zanieczyszczenia srodowiska. W konsekwencji w ostatnich latach
nastgpito spowolnienie wzrostu plonow. W zwigzku z powyzszym, wyzwaniem jest
przywrdcenie odpowiedniego tempa produkeji rolnej przy minimalnym wplywie na
srodowisko naturalne (Yadav i in. 2017, John i Babu 2021).

Obecnie praktyka rolnicza w duzym stopniu uzaleznita si¢ od stosowania agro-
chemikaliow, bez ktorych s§wiatowa produkcja zywnosci zmniejszytaby sie prawdo-
podobnie o potowe (Yadav i in. 2017). Szczegolnie nalezy zwroci¢ uwage na zalez-
no$¢ od nawozoéw fosforowych, poniewaz zapasy rudy fosforowej sg ograniczone
i przewiduje si¢, ze albo si¢ wyczerpia, albo stang si¢ zbyt drogie w ciggu nastgpnych
kilku — kilkunastu dekad (Gilbert 2009, Fixen i Johnston 2012). Biorgc pod uwagg
fakt, ze fosfor jest istotnym czynnikiem niezbg¢dnym do produkcji zywnosci, glo-
balne bezpieczenstwo fosforu ma bezposredni wptyw na globalne bezpieczenstwo
zywnos$ciowe. Ponadto, troska o trwatos¢ fosforu wynika rowniez z kwestii srodo-
wiskowych, w tym eutrofizacji spowodowanej splywem z nawozonych po6l i utraty
jakosci gleb (Elser 2012, Siebielec i1 in. 2021). Obecnie, opracowywane sg roézne
plany dziatania, ktérych celem jest sprostanie globalnym wyzwaniom. Wigkszos¢
z nich dotyczy innowacyjnych sposobow zarzadzania nawozami i innymi agroche-
mikaliami, opracowania wydajnych proceséw recyklingu i wprowadzania elemen-
tow gospodarki o obiegu cyrkularnym, modyfikacj¢ cech roslin oraz wykorzystanie
naturalnych preparatow (bionawozow, biostymulatorow, biopreparatéw, biomodyfi-
katorow) (Syers 2008, Ajmera i in. 2019).

2. ZNACZENIE FOSFORU W PRODUKCJI ROLNEJ

Fosfor (P; phosphorus) jest obok azotu drugim istotnym makrosktadnikiem nie-
zbednym do prawidtowego wzrostu i rozwoju roslin (Roch i in. 2019). Fosfor odgry-
wa kluczowa role w ztozonych przemianach energetycznych niezbednych do zycia
roslin, przede wszystkim w procesie fotosyntezy (Razaq i in. 2017). Czasteczki P
stanowig strukturalny szkielet innych biomolekut, takich jak ATP, NADPH, kwasy
nukleinowe, fosfolipidy i fancuch cukrowo-fosforany, ktore sg istotne dla pierwotne-
go 1 wtornego metabolizmu roslin (Bechtaoui i in. 2021). Fosfor reguluje ré6znorod-
ne mechanizmy fizjologiczne i molekularne oraz ma fundamentalne znaczenie dla
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rozwoju odpornych na stres i wysokoplennych odmian ro$lin uprawnych. Na pozio-
mie komérkowym ro$lin P jest kluczowym elementem dla réznych funkcji fizjolo-
gicznych 1 biochemicznych. Wchodzi w szeroki zakres procesow metabolicznych,
w szczegolnosci w synteze kwasow nukleinowych 1 wytwarzanie energii przez ro-
sliny (Malhotra i in. 2018, Bechtaoui i in. 2021). Niedobor P w glebie uposledza
produkcje owocow i cechy jakosciowe podczas wegetatywnego cyklu wzrostu roslin
(Li1in. 2021). Ponadto, fosfor stymuluje rozwdj korzeni, a tym samym pobieranie
przez rosling wody i sktadnikow pokarmowych z gleby. Fosfor jest potrzebny rosli-
nie od etapu siewki az do osiggni¢cia petnej dojrzatosci — i ma wymierny wplyw na
jakos$¢ i ilo§¢ plonow. Wptyw fosforu na wzrost i rozwdj roslin przedstawiono na
ponizszym schemacie (rys. 1) (Bechtaoui i in. 2021).

Prawidlowa fotosynteza y A fotaje jechorodnose
{ . upraw

Skiadnik kwasow
nukleinowych i bialek
Zwigksza odpornosé na

‘1 » P
Ulatwia wzrost korzeni f choroby
: . oy Poprawia ogdlng jakosé
Wzmacnia lodygi Phosphorus plonéw

Wspomaga zdolnosé
wiazania azotu (N)

Przyczynia sie do
wezesniejsze] dojrzalosci

Poprawia tworzenie
kwiatow 1 produkcje nasion

Rys. 1. Schemat przedstawiajacy role fosforu we wzroscie i rozwoju roslin

Typowymi fenotypowymi objawami niedoboru fosforanow sg zahamowanie
wzrostu i rozgaltezien pedow, ciemnozielone do niebieskozielonego zabarwienie li-
$ci, stabsze i ciensze todygi, zmniejszone krzewienie, nieskuteczne zapylenie, mniej-
sza ilo$¢ kwiatow, opozniona dojrzatos¢, staba jako$¢ ziarna i niski plon (Kennelly
iin. 2012). Niedobor fosforu w lisciach moze zakloca¢ normalne otwieranie apara-
tow szparkowych i kompartmentacje P oraz starzenie si¢ starszych lisci i mobilizacjg
Pi do mlodszych lisci, merystemow, kwiatow i nasion (Smith 2002, Ajmera i in.
2019).

3. ZRODLA FOSFORU

Fosfor glebowy wystepuje w dwoch formach, a mianowicie w postaci zwigzkow
organicznych (Po — organic phosphate) i nicorganicznych (Pi — inorganic phospha-
te). Organiczne formy fosforu stanowig okoto 30-50% catkowitej zawartosci fosfo-
ru w glebie. Organiczne frakcje sg wytwarzane w wyniku aktywnosci metabolicznej
zywych komorek. Fosforan inozytolu, dominujaca klasa Po w glebie, jest rowniez
znany jako fitynian i jest syntetyzowany przez ro$liny oraz silnie kompleksowany



Monografie i Rozprawy Naukowe 77

ze zwigzkami glebowymi. Inne zwiagzki Po to kwas ortofosforowy a takze fosforany
inozytolu, fosfolipidy i kwasy nukleinowe (Vance i in., 2003; Siebielec i in., 2021).
Natomiast, pule fosforu nieorganicznego tworza fosforany wapniowe oraz fosforany
glinu i zelaza (Siebielec i in., 2021). Formy glebowego fosforu dostgpne dla roslin
to:

« H,PO,

« HPO,”

+ PO>

W wielu glebach catkowita zawarto$¢ P miesci si¢ w przedziale 400-1200 mg-kg™.

Wystepuje on glownie w postaci apatytu i innych mineratow pierwotnych. Ze
wzgledu na niska rozpuszczalnos$é, powolng dyfuzje i wysoka reaktywnosc gleby,
mniej niz 0,1% catkowitego P wystepuje w formach nieorganicznych (Pi) dostep-
nych do pobierania przez rosliny. W glebach biodostepnos¢ P jest bardzo niska, siega
zaledwie 1 mg-kg' gleby (Schelfhout i in. 2021). Krytyczne wartosci fosforu nie-
organicznego w glebie, ktore sg tatwo dostgpne do pobrania przez korzenie roslin,
mieszczg si¢ w zakresie 10—15 mg P-kg!. Wartosci te okresla si¢ metoda Olsena lub
Mehlicha-III w zaleznosci od rodzaju gleby (Olsen i in. 1954, Mehlich 1984). Wigk-
szo$¢ nieorganicznego fosforu glebowego jest niedostepna dla roslin, ze wzgledu
na ich wigzanie, albo w postaci fosforanu zelaza/glinu w glebach kwasnych, albo w
postaci fosforanu wapnia w glebach obojetnych do zasadowych (Lindsay i in. 1898).

W zaleznosci od dostepnosci dla roslin, pule fosforu glebowego mozna podzieli¢
na:

* fosfor aktywny — tj. dostepny dla korzeni ro$lin w formie jonéw PO, *,

HPO, =, H,PO,;

» fosfor ruchomy — tj. fosforan glinu, zelaza, wapnia, wodorofosforan wapnia
i magnezu oraz wiwianit. Ponadto, do tej grupy zalicza si¢ zwiazki fosforu
zaadsorbowane na powierzchni tlenkow Zelaza i glinu, weglanu wapnia oraz
w niektorych zwigzkow organicznych, tj. fosfolipidy, fityna i kwasy nukleino-
we;

» fosfor zapasowy — tj: apatyt, waryscyt, strengit i fosforyt (Ciopinska

i Bezak-Mazur 2018, Siebielec i in. 2021).

Nawozy mineralne tj. fosforowe sg gtobwnym czynnikiem zwigkszajacym dostep-
no$¢ P w nowoczesnych systemach produkcji rolnej. Podstawowym zrodtem fosforu
stosowanego w rolnictwie jest fosfor pochodzacy z przerobu wydobytego fosforytu
(Nedelciu i in. 2020, Siebielec i in. 2021). Okoto 90% wszystkich wydobytych fos-
forytow wykorzystuje si¢ do produkcji roslin rolniczych (Nesme i in. 2018). Obecna
$wiatowa podaz nawozow fosforowych wynosi okoto 50 ton i przewiduje sie, ze do
2050 r. wzrosnie do okoto 90 ton (Nedelciu i in. 2020). Zwickszenie wykorzystania
nawozow w rolnictwie wptywa na wzrost produkcji zywnosci jednakze wysokie zu-
zycie nieodnawialnych zasobow P bedzie wywiera¢ wicksza presj¢ na juz wyczer-
pujace si¢ globalne rezerwy P (Ros i in. 2020).
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Intensywne stosowanie nawozow fosforowych powoduje nadmierng akumulacje
fosforu w glebie. Tylko 10-20% catkowitego P zastosowanego do gleby jest pobie-
rane przez rosliny w postaci Pi. Nawozy chemiczne tymczasowo zwigkszajg poziom
P w glebie. Takie straty P maja znaczacy szkodliwy wplyw na funkcjonowanie eko-
systemu, na co zwracano uwag¢ w ciggu ostatnich kilku dziesiecioleci (Weihrauch
i Opp 2018, Siebielec i in. 2021, Ibrahim i in. 2022). Cz¢$¢ fosforu zgromadzonego
w nawozach stosowanych do gleby uwalnia si¢ do srodowiska, doprowadzajac do
eutrofizacji zbiornikow wodnych, utraty bioréznorodnosci i jakosci gleb, akumu-
lacji szkodliwych zwigzkow. Ze wzgledu na ryzyko srodowiskowe nie zaleca si¢
stosowania nawozow mineralnych. Ponadto, zasoby fosforanéw skalnych (nieod-
nawialne zrodla P) stale malejg. Szacuje sig¢, ze w ciggu najblizszych 50-100 lat
naturalne zrodta zt6z fosforu wyczerpig si¢ (Scholz i Wellmer 2021). Dlatego istotne
jest zrozumienie dynamiki P w $rodowisku glebowym, w szczegdlnosci sposobu
w jaki rosliny pobierajg P. Kluczowe jest zbadanie zaawansowanych strategii i za-
rzadzania agronomicznego w zakresie racjonalnego wykorzystania skat fosforyto-
wych i tagodzenia ich wplywu na $rodowiska naturalne. Jednoczesnie potrzebne sg
nowe strategie, metody i technologie, aby zwigkszy¢ efektywno$¢ wykorzystania
i stosowania nawozow w uprawach, wykorzystujac kazda frakcje sktadnika odzyw-
czego i zwickszajac jego przyswajalnos¢ przez rosliny. W tym kontek$cie mikroor-
ganizmy rozpuszczajace fosforany sg podstawowymi wektorami zrownowazonego
rozwoju wspoétczesnego rolnictwa (Ibrahim i in. 2022, Siebielec i in. 2021, Nadeem
iin. 2022).

4. MIKROORGANIZMY SOLUBILIZUJACE FOSFORANY

Mikroorganizmy solubilizujace fosforany (PSM — Phosphate solubilizing mi-
croorganisms) to grupa organizmow zlozona z promieniowcow, bakterii, grzybow,
grzybow mikoryzy arbuskularnej i cyjanobakterii, zdolnych do hydrolizy fosforu
organicznego i nieorganicznego do postaci rozpuszczalnych, dzigki czemu staje
si¢ on biodostepny dla roslin. Mikroorganizmy te wystepuja dos¢ licznie w glebie
i powszechnie kojarzg si¢ z ryzosferg roslin, a ich liczba rézni si¢ w zalezno$ci od
gleby (Ibrahim i in. 2022). Gleba jest naturalnym i podstawowym podilozem dla
rozwoju mikroorganizméw. W jednym gramie zyznej gleby znajduje si¢ od 10 do
10'° bakterii, a ich zywa masa moze przekracza¢ 2000kg-ha™'. Sposrod catej po-
pulacji drobnoustrojow PSM w glebie, bakterie solubilizujace P stanowig 1-50%,
a grzyby solubilizujace P od 0,1 do 0,5% catkowitej populacji PSM. Wickszos¢
PSM wyizolowano z ryzosfery réznych roslin, gdzie wiadomo, Ze sa one najbar-
dziej aktywne metabolicznie (Chen i in. 2006, Khan i in. 2009). Djuuna i in. (2022)
pobrali probki tych mikroorganizméw w Indonezji. Zebrano gleby rolnicze z od-
powiednig historig uprawy warzyw, zboz i roslin stragczkowych z réznych regio-
now. Wyniki wykazaty, ze populacja bakterii solubilizujacych wahata si¢ od 25x10?
do 550x10° CFU-g! gleby i grzyboéw solubilizujacych od 2,0x10° do 5,0x10°
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CFU-g! gleby na wszystkich badanych obszarach. W PSM panuje takze duza roz-
norodno$¢. Bakterie maja kilku przedstawicieli np. z rodzaju Azospirillum, Bacillus,
Pseudomonas, Nitrosomonas, Erwinia, Serratia, Rhizobium, Xanthomonas, Entero-
bacter i Pantoea. Do grzybow niemikoryzowych naleza rodzaje Penicillium, Fusa-
rium, Aspergillus, Alternaria, Helminthosporium, Arthrobotrys i Trichoderma. Przy-
ktadami grzybow mikoryzowych PSF sa Rhizophagus nieregularis, Glomus mossea,
G. fasciculatum 1 Enthrofospora colombiana. Wsrdéd promieniowcoéw przyklady
PSM stanowig rodzaje Streptomyces, Thermobifida i Micrococcus, a cyjanobakte-
rie: Calothrix braunii, Westiellopsis prolifica, Anabaena variabilis 1 Scytonema sp.
(Shrivastava i in. 2018, Wozniak i Gatazka 2019, Siebielec 1 in. 2021, da Silva i in.
2023).

5. MECHANIZMY SOLUBILIZACJI
5.1. NIEORGANICZNYCH FORM FOSFORU

Gléwnym mechanizmem solubilizacji nieorganicznych form fosforu jest produk-
cja kwasow organicznych o niskiej masie czasteczkowej (Rys.1). Ogodlnie, kwasy
organiczne po uwolnieniu zakwaszaja ryzosferg, co powoduje spadek pH, a kationy
zwigzane z fosforem ulegaja chelatacji z ich grup hydroksylowych i karbonylowych.
Ponadto, kwasy te moga konkurowa¢ z miejscami adsorpcji P i tworzy¢ kompleksy
z jonami metali zwigzanymi z P (Mander i in. 2021, Rawat i in. 2021, da Silva i in.
2023). Skuteczno$¢ solubilizacji zalezy od mocy i charakteru kwasow. Kwasy tri-
i dikarboksylowe sg skuteczniejsze niz kwasy jednozasadowe i aromatyczne, a kwa-
sy alifatyczne sg bardziej skuteczne w solubilizacji fosforanow niz kwasy fenolowy,
cytrynowy i fumarowy. Kwasy organiczne o niskiej masie czasteczkowej syntetyzu-
je sie podczas utleniania glukozy poprzez bezposrednie utlenianie peryplazmatycz-
ne (Oubrie i in. 1999) i fosforylacj¢ wewnatrzkomorkowa (Lessie i Phibbs 1984).
U szczepu Pseudomonas aeruginosa P4 niedobor fosforandw przyczynia si¢ do
zwickszenia wydzielania kwasu glukonowego, co jest spowodowane zmiang do-
minujacego szlaku metabolizmu glukozy z fosforylacji na bezposrednie utlenianie
(Buch i in. 2008). Grzyby glebowe zazwyczaj wytwarzaja 1 wydalaja wigcej kwa-
sow, takich jak kwas glukonowy, cytrynowy, mlekowy, 2-ketoglukonowy, szcza-
wiowy, winowy i octowy (Sharma i in. 2013). Inne mechanizmy solubilizacji fos-
foranéw mineralnych przez mikroorganizmy to wytwarzanie kwas6w nieorganicz-
nych (kwasu siarkowego, azotowego 1 weglowego) (rys. 1) oraz wydzielanie innych
czynnikow np. enzymow, egzopolisacharydow, siedroforow, uwalnianie protonow,
produkcja H,S oraz bezposrednie utlenianie glukozy. Jednakze skutecznos¢ kwa-
sow nieorganicznych i czynnikow chelatujacych w uwalnianiu fosforu do gleby jest
mniejsza niz kwasow organicznych (Timofeeva i in. 2022, da Silva i in. 2023).
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Rys. 2. Przyktady kwasoéw organicznych i nicorganicznych, ktére moga by¢ wytwarzane
przez PSM w celu solubilizacji fosforanow

5.2. ORGANICZNYCH FORM FOSFORU

Mineralizacja fosforu odnosi si¢ do solubilizacji fosforu organicznego i degrada-
cji pozostatej czesci czasteczki. W procesie mineralizacji fosforanéw bierze udziat
kilka grup enzymoéw wydzielanych przez mikroorganizmy solubilizujace fosforany.
Pierwsza grupa enzymow to niespecyficzne fosfatazy kwasne (NSAP — non-specific
acid phosphatases). Najlepiej zbadanymi enzymami NSAP sa fosfomonoesterazy,
zwane takze fosfatazami. Enzymy te moga defosforylowac szeroka game fosfo-
estrow, rozpuszczajac okoto 90% fosforanow organicznych w glebie. Kolejnym en-
zymem wytwarzanym przez PSM w procesie mineralizacji organicznego P jest fita-
za. Enzym ten odpowiada za uwalnianie fosforu z materiatdw organicznych w glebie
(nasion roslin 1 pytkow), ktore sg magazynowane w postaci fityniandw. Rozktad
fitynianow przez fitaz¢ uwalnia fosfor w postaci dostepnej dla roslin. Inne enzymy
zaangazowane w mineralizacje fosforu organicznego to m.in. hydrolazy fosofniano-
we 1 liazy weglowo-fosforowe (Alori i in. 2017, Timofeeva i in. 2022, da Silva i in.
2023).

Zdolno$¢ PSM do przeksztalcania nierozpuszczalnego fosforu organicznego
1 nieorganicznego jest Sciste zwigzana z wlasciwosciami gleby. PSM z gleb o eks-
tremalnych warunkach srodowiskowych, takich jak gleby stono-alkaliczne, gleby
o wysokim poziomie niedoboru sktadnikoéw odzywczych lub gleby ze $rodowisk
o ekstremalnych temperaturach, maja tendencj¢ do rozpuszczania wigkszej ilosci
fosforanéw niz PSM z gleb o bardziej umiarkowanych warunkach (Zhu i in. 2011).
Do innych czynnikéw wptywajacych na rozpuszczanie fosforanéw przez drobno-
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ustroje nalezg interakcje z innymi mikroorganizmami w glebie, rodzaj rosliny, etap
wegetacji roslin, warunki ekologiczne, strefa klimatyczna, praktyki agronomicz-
ne, systemy uzytkowania gruntéw oraz wlasciwosci fizykochemiczne gleby, takie
jak zawarto$¢ materii organicznej oraz pH (Seshachala i Tallapragada 2012). Fos-
for rozpuszcza si¢ szybciej w cieptym, wilgotnym klimacie, a wolniej w chtodnym
i suchym. Gleba dobrze napowietrzona lepiej sprzyja rozpuszczaniu fosforanow
w pordwnaniu z gleba wilgotng nasycong wodg. Gleba bogata w materi¢ organiczna
bedzie sprzyja¢ rozwojowi drobnoustrojow, a zatem sprzyjac rozpuszczaniu fosforu
przez drobnoustroje (Alori i in. 2017).

6. BADANIA LABORATORYJNE

Zdolnos¢ PSM do rozpuszczania fosforanow okresla si¢ za pomoca konwen-
cjonalnych metod, takich jak pozywki selektywne, bulion/agar Pikovskaya (PVK)
oraz NBRIP (ang. National Botanical Research Institute P), ktore wykorzystuje si¢
zaréwno do jako$ciowej, jak i ilosciowej oceny solubilizacji fosforanéw. Metody
PVK i NBRIP polegaja na wykrywaniu mikroorganizmoéow zdolnych do wytwarzania
kwasow organicznych i zawierajg fosforan trojwapniowy Ca,(PO,), jako kluczowy
sktadnik (fosfor) (Pikovskaya 1948, Nautiyal 1999, Sharma i in. 2013, Siebielec
iin. 2021). Jako$ciowa analiza zdolnosci mikroorganizmow do solubilizacji fosfo-
rand6w polega na naniesieniu i rozprowadzeniu roztworu glebowego w odpowied-
nim rozcienczaniu na sterylne podloze agarowe PVK oraz NBRIP. Po inkubacji
w odpowiedniej temperaturze 28 + 2°C, organizmy wykazujace przezroczysta strefe
halo wokot kolonii s3 uznawane za wykazujace aktywnos$¢ solubilizacji fosforanow
(Sharma iin. 2013, Pande i in. 2017, Wozniak i in. 2019). Zdolnos¢ do solubilizowa-
nia fosforanéw poszczegolnych mikroorganizmow jest by¢ oceniana na podstawie
wskaznika solubilizacji (SI — Phosphate Solubilization Index) wedtug nastepujacego
wzoru (Pande 1 in. 2017, Wozniak i in. 2019, Siebielec i in. 2021).

srednica kolonii + $rednica strefy halo

Srednica kolonii

Nastepnie, zgodnie z klasyfikacja zaproponowana przez Berraquero i in. (1976)
mozna przyporzadkowa¢ poszczego6lne mikroorganizmy do odrebnych grup: SI <
2 wskazuje na niska zdolno$¢ do solubilzacji fosforanéw; 2 < SI < 4 wskazuje na
$redniag zdolnos$¢ do solubilizacji fosforanéw; SI > 4 wskazuje na wysoka zdolnos¢
do solubilizacji fosforanow.
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Rys. 3. Schemat przedstawiajacy etapy izolacji bakterii PSB

Analizy jakos$ciowe na statych podtozach agarowych oraz analizy iloSciowe na
ptynnych podtozach sa jednym z pierwszych etapdw opracowywania biopreparatéw
z komponentem mikrobiologicznym PSM. Wyselekcjonowane szczepy bakterii PSB
lub grzybow PSF, ktore trwale i efektywnie rozpuszczajg fosforany mozna zidenty-
fikowac poprzez charakterystyke fenotypowa i/lub genotypowa, a nastgpnie mozna
wykona¢ szereg analiz majacych na celu potwierdzenie zdolnosci danych szczepow
do stymulacji wzrostu roslin np. zdolnos¢ wigzania azotu atmosferycznego (Pande
iin. 2017, Teshome i in. 2019, Wozniak i in. 2019). Wazne jest jednak, aby przed
wprowadzeniem bioproduktu na rynek przeanalizowac in vivo efektywno$¢ szcze-
pow bakterii na roslinach modelowych w fitotronach, szklarniach i eksperymentach
polowych (Wozniak i in. 2019).

7. ZASTOSOWANIE W ROLNICTWIE

PSM poza funkcja udostepniania fosforu moga réwniez w sposdb uzupetniaja-
cy wspomaga¢ wzrost roslin. Maja bezposrednie i posrednie mechanizmy dzialania
stymulujgce wzrost roslin, w tym biologiczne wigzanie azotu i produkcje fitohor-
mondéw. PSM moga stymulowac tolerancj¢ na stresy srodowiskowe, takie jak susza
1 niska zyznos$¢ gleby, a takze indukowac obrone rosliny zywicielskiej poprzez wy-
twarzanie antybiotykow i metabolitow wtornych oraz zwigzkéw biosurfaktantow.
Ponadto, zastosowanie PSM lub ich konsorcjéw moze modulowaé reakcje fizjolo-
giczng roslin i wspomagac ich wzrost i rozwdj. Zatem inokulacja mikroorganizmow
W postaci rdznego rodzaju biopreparatow jest istotnie wazna w poprawie jakosci
gleb i stymulacji wzrostu ro$lin. (da Silva i in. 2023).

W literaturze przedmiotu, odnotowano wiele przyktadow wykorzystania PSM
jako stymulatoréw wzrostu i rozwoju roslin. Wang i in. (2022) do swoich badan
wybrali Pseudomonas moraviensis, Bacillus safensis 1 Falsibacillus pallidus, ktore
skutecznie solubilizujg P oraz wytwarzajg kwas indolo-3-octowy (IAA — Indole-3-a-
cetic acid). Plon pszenicy (7riticum aestivum) po zaszczepieniu PSB wzrost istot-
nie o 14,42% (P<0,05) w poréwnaniu z obiektem kontrolnym na uzytkach rolnych
na ktérych zastosowano nawozy fosforowe. Oprdcz promowania wzrostu pszenicy,
stwierdzono, ze labilna frakcja P w glebie zostata znaczaco zwigkszona po zaszcze-
pieniu PSB w poréwnaniu z gleba kontrolng. Co wigcej, zaszczepienie PSB zwigk-
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szylo biomasg¢ i1 aktywnos$¢ drobnoustrojow w glebie. Ponadto, badania wskazuja,
ze synergizm laczenia PSB i nawozoéw fosforowych moze zwigksza¢ efektywnosc¢
agronomiczng nawozoéw w glebie. Zastosowanie PSB w potaczeniu z r6znymi ro-
dzajami nieorganicznych i organicznych nawozow fosforowych: obornikiem zwie-
rzgcym, ptasimi odchodami, superfosfatem pojedynczym i fosforanami skalnymi
pozytywnie wptynelo na wzrost kukurydzy (Timofeeva i in. 2022). W przypadku
pszenicy zaszczepionej Pseudomonas sp. zaobserwowano réwniez zwiekszone po-
bieranie i efektywno$¢ wykorzystania fosforanéw (Suleman i in. 2018). Elhaissoufi
iin., 2020 zaobserwowali, ze pojedyncze szczepienie roslin pszenicy pigcioma roz-
nymi szczepami Pseudomonas (P. plecoglossicida, P. reinekei, P. koreensis, P. ja-
ponica 1 P. frederiksbergensis) w polaczeniu z nawozem fosforowym zwigksza bio-
dostepnos¢ fosforanow i pobieranie sktadnikow odzywezych, zawartos¢ chlorofilu
oraz pozytywnie wplywa na cechy morfologiczne i strukture korzeni.

Synergia migdzy bakteriami rozpuszczajagcymi fosforany w glebie a szczepami
wigzgcymi azot atmosferyczny jest istotnym procesem wspomagajgcym wzrost ro-
slin. Koinokulacja pszenicy diazotroficznym szczepem Paenibacillus beijingensis
BJ-18 oraz rozpuszczajacym fosforany Paenibacillus sp. Bl istotnie zwickszata
wzrost roslin oraz zawarto$¢ fosforanow i azotu w ro$linie (korzeniach i pedach)
oraz w glebie (Li i in. 2020). Natomiast, zaszczepienie ciecierzycy Mesorhizobium
ciceri wigzacym azot, grzybem rozpuszczajacym fosforany (Penicillium WEF6)
i bakterig PSB Serratia T1 spowodowato zwickszona dostepnos¢ i pobor fosforanow
oraz pozytywnie wptynelo na wigzanie azotu (Zaidi i in. 2007). Co wigcej, badania
Patil 1 in. 2012 wskazuja np. ze grzyby solubilizujace fosforany Penicillium bilaji
i Penicillium spp. istotnie wplynety na wysoko$¢ kukurydzy, liczbe lisci, produkcje
suchej masy, dlugos¢ kolby, masg ziaren na kolbe, plon ziarna i zawarto$¢ sktadni-
kéw odzywcezych w tkankach (N, P, K, Zn i Fe). Stwierdzono, ze szczepienie PSF
wraz z nawozem P wykazato okoto 20-23% wyzsza wydajnos¢ wzrostu kukurydzy
w pordéwnaniu z kontrolg (Patil i in. 2012).

Bionawozy fosforanowe zawierajace PSM wsréd wielu preparatow mikrobio-
logicznych odgrywaja wazng rolg w zrownowazonym rozwoju agroekosystemow.
Inokulacja mikroorganizméw rozpuszczajacych fosforany do gleby wydaje si¢ by¢
skutecznym sposobem przeksztatcania nierozpuszczalnych zwigzkéw fosforano-
wych w formy biodostgpne, co skutkuje lepszym wzrostem, plonem i jako$cia ro-
slin. Pierwszy preparat mikrobiologiczny zawierajacy spory bakterii Bacillus mega-
terium var. phosphaticum zaadsorbowane na kaolinicie pod nazwg Fosfobakteryna,
zastosowano do inokulacji nasion lub doglebowo na obszarze ZSRR w latach 50.
ubiegtego wieku. Obecnie na rynku jest dostepnych wiele preparatoéw bazujacych
na mikroorganizmach PSM np. Biosuper (Thiobacillus spp.), Pr70Release (Penicil-
lium radicum), FosfoPower (szczepy bakterii PSB), bi fosfor (Bacillus megaterium)
(Siebielec i in. 2021, https://fosfopower.pl/; https://agrarius.eu/produkty/bi-fosfor/).
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8. PODSUMOWANIE

Wigkszo$¢ gleb rolniczych charakteryzuje si¢ ograniczong dostepnoscia fosforu,
co stanowi wyzwanie dla wspotczesnego rolnictwa. Dlatego konieczne jest opraco-
wanie wydajnych, ekonomicznych, przyjaznych dla srodowiska i wysoce stabilnych
alternatywnych strategii, aby zaspokoi¢ zapotrzebowanie roslin na fosfor. Efektyw-
no$¢ wykorzystania fosforanow w rolnictwie mozna poprawi¢ poprzez inokulacje
mikroorganizmami solubilizujagcymi fosforany (PSM), ktore zwigkszaja dostepnosé
fosforandw bez zakldcania sktadu biochemicznego gleby. Inokulacja gleby mikro-
organizmami rozpuszczajacymi fosforany wydaje si¢ by¢ skutecznym sposobem
przeksztatcania nierozpuszczalnych zwigzkow fosforanowych w formy biodostep-
ne, co skutkuje lepszym wzrostem, plonem i jako$cig roslin. Ogolnie, mobilizacja
fosforandw nieorganicznych odbywa si¢ przede wszystkim w wyniku syntezy kwa-
sow organicznych przez PSM, a mineralizacja fosforanow organicznych odbywa si¢
przez produkcje pozakomdrkowych enzymow. Zastosowanie PSM jako inokulantow
mikrobiologicznych to stosunkowo nowy kierunek badan w zakresie zwigkszania
produktywnosci roslin. Technologia PSM moze przyczyni¢ si¢ do powstania nisko-
naktadowych systemow rolniczych i czystszego srodowiska. Zatem wykorzystanie
PSM jako biopreparatoéw moze zwigkszy¢ produkcje zywnosci bez stwarzania za-
grozenia dla zdrowia ludzi i srodowiska. Istotne jest, aby naukowcy zglebiali wiedze
na temat mechanizméw lezacych u podstaw solubilizacji fosforanow i przektadali tg
wiedze¢ na forme, ktdra bedzie mogla by¢ tatwo wykorzystana przez rolnikow.
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PHOSPHATE SOLUBILIZING MICROORGANISMS AND THEIR POTENTIAL
FOR USE IN SUSTAINABLE AGRICULTURE

Summary

Keywords: phosphorus, solubilization, mineralization, soil nutrient management, microorganisms,

biopreparations, sustainable agriculture

Increasing the efficiency of global plant production is becoming a necessity resulting from
contemporary problems related primarily to feeding the growing human population and the
effects of climate change. Right after nitrogen, phosphorus (P) is the second most important
nutrient for plants and an element that regulates many biological processes. Currently, there
is excessive use of phosphorus fertilizers, which may cause, among others: pollution of
surface and groundwater and their eutrophication, loss of biodiversity and natural habitats.
The availability of P in most agricultural soils is often limited. It is estimated that only 0.1%
of phosphates in soil are available to plants. Therefore, it is necessary to develop alternative
ways to solve the problems of phosphorus availability and toxicity of mineral fertilizers
in order to achieve sustainable agricultural production and improve soil fertility. Such
a commonly accepted and ecological solution is the use of microorganisms specialized in P
circulation, such as phosphate solubilizing bacteria (PSB) and phosphate solubilizing fungi
(PSF), collectively known as phosphate solubilizing microorganisms (PSM). The mentioned
microorganisms are able to solubilize insoluble phosphate in the soil, making it available
to plants, and thus contribute to environmental protection by reducing the negative effects
of the use of agrochemicals. This work highlights the importance of phosphorus and reviews
the literature on P resources in soil and the factors determining its availability. Moreover,
the important role of PSM in plant growth was also highlighted and the prospects for the
use of PSM-based biopreparations in agriculture were presented, which should be treated
as a priority in future PSM applications.
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1. WSTEP

Powszechnie wystepujace w srodowisku naturalnym bakterie z rodzaju Bacil-
lus stanowig przedmiot badan wielu naukowcow, ze wzgledu na ich, jak si¢ wy-
daje, wcigz catkowicie nie poznany potencjat biotechnologiczny. Dzigki zdolno$ci
do tworzenia form przetrwalnikujgcych oraz odpornosci i tolerancji na szeroki za-
kres warunkow Srodowiskowych bakterie te stanowig zrodto licznych zwigzkow
stosowanych w przemysle oraz farmacji (Al-Thubiani i in. 2018, Demirkan i in.
2020). Bakterie z rodzaju Bacillus sp. wchodzg réwniez w sktad wielu produktow
stosowanych w rolnictwie i weterynarii (Castaldi i in. 2021, Hlordzi i in. 2020,
Pietraszek 1 Walczak 2014, Poveda i Gonzalez-Andrés 2021). Szerokie spektrum za-
stosowania tych mikroorganizméw wynika z ich zdolnosci do produkcji antybioty-
kow, zwigzkow przeciwdrobnoustrojowych, przeciwinsekcydowych, fitohormonow
oraz uczestnictwa w procesach biogeochemicznych zachodzacych w srodowisku
glebowym.

W niniejszym rozdziale opisano znaczenie tych bakterii w rolnictwie ze szcze-
gblnym wyrdznieniem preparatow wspomagajacych wzrost roslin.

2. CHARAKTERYSTYKA BAKTERII Z RODZAJU BACILLUS

Bakterie z rodzaju Bacillus to zazwyczaj tlenowe badz fakultatywnie beztlenowe
Gram-dodanie bakterie o ksztalcie laseczki/precikow, nalezace do typu Firmicutes
(rys. 1) (Logan i Vos 2015). Wyjatkiem jest B. infernus, ktory jest bezwzglednym
beztlenowcem (Boone i in. 1995). Bakterie z tego rodzaju sa zdolne do tworze-
nia form przetrwalnikowych — endospor (Minnaard i in. 1996). W kazdej komorce
bakteryjnej powstaje tylko jedna endospora. Zarodniki Bacillus sp. sa na czynni-
ki fizyczne i chemiczne, takie jak ciepto, zimno, wysychanie, promieniowanie UV
i jonizujace, srodki dezynfekujace, antybiotyki i inne czynniki. Dzieki tej zdolno$ci
bakterie mogg przetrwaé w niekorzystnych warunkach srodowiska np. w glebie ubo-
giej w sktadniki pokarmowe czy wode oraz zanieczyszczonej. W roku 1995 Cano
i Borucki opisali przypadek wyizolowanie zywego szczepu B. sphaercius z wymar-
lej pszczoty zachowanej w bursztynie, ktorego wiek okreslono na od 15 do 40 mi-
lionow lat.

Rodzaj Bacillus obejmuje bakterie o duzym zréznicowaniu genetycznym, fizjo-
logicznym i1 metabolicznym. Dzi¢ki temu sg one szeroko rozpowszechnione w na-
turze (Logan i Vos 2015, Pietraszek i Walczak 2014). Z wyjatkiem dwoch gatun-
kéw (B. schlegelii i B. tusciae), ktore sg fakultatywnymi chemolitotrofami, bakterie
zrodzaju Bacillus sg uznawane za chemoorganotrofy. Wymagania pokarmowe réznig
si¢ w zaleznosci od gatunku — mozna wyréznic¢ zarowno prototrofy, jak i auksotrofy,
a metabolizm moze si¢ odbywac na drodze oddychania tlenowego, fermentacji, jak
i potaczeniu tych dwoch proceséw (Logan 1 Vos 2015). Niektore bakterie sg ruchli-
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we, dzigki urzesieniu, a inne catkowicie nieruchliwe. Cechg charakterystyczng bak-
terii z rodzaju Bacillus jest zdolnos¢ do szybkiego wzrostu (Satyantini i in. 2019).

Rys. 1. Bakterie z rodzaju Bacillus (zdjecia whasne Zaktadu Mikrobiologii Rolniczej, [UNG-PIB)

2.1. WYSTEPOWANIE

Dzigki zdolnosci do tworzenia endospor Bacillus sp. sa bardzo odpornymi mi-
kroorganizmami, a ponadto wiele gatunkéw z tego rodzaju wykazuje szeroki zakres
zdolnosci fizjologicznych, co pozwala im zy¢ w kazdym $rodowisku naturalnym
(Logan i Vos 2015) (tab. 1). Bacillus sp. jest powszechnym rodzajem bakterii wyste-
pujacym na catym $wiecie - warto zaznaczy¢, ze B. thuringiensis zostal wyizolowa-
ny ze wszystkich kontynentéw w tym z Antarktydy (Forsyth i Logan 2000).

Wigkszos$¢ gatunkoéw Bacillus to saprofity wystepujace w Srodowisku natural-
nych, przede wszystkim w glebie, jednak wyr6znia si¢ wsrdd nich gatunki, ktore sa
oportunistycznymi lub obligatoryjnymi patogenami zwierzat, w tym ludzi, innych
ssakow i owadow (np. B. anthracis, B. cereus, B. thuringiensis).

Niektorzy przedstawiciele tego rodzaju to ekstremofile. Ze wzgledu na duze zr6z-
nicowanie w obrebie tego rodzaju mozna wyrdznic szczepy psychrofilne, termofilne,
acydofilne, alkalofilne, halotolerancyjne i halofilne (Logan i Vos 2015). Na przyktad,
B. infernus zostal wyizolowany z tupkow triasowych potozonych ok. 2,7 km pod po-
wierzchnig ziemi w Wirginii i okazat si¢ by¢ halotolerancyjnym termofilem (Boone
iin. 1995). termofilem okazat si¢ rowniez B. subterraneus wyziolowany z termicz-
nej warstwy wodonos$nej na glebokosci 2 km w Australii (Kanso i in. 2002).
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Tabela 1
Przyktady $rodowisk z ktorych wyizolowano przedstawicieli rodzaju Bacillus
(Logan i Vos 2015)
Srodowisko Przedstawiciele
Powietrze B. carboniphilus
Solanka B. haloalkaliphilus
Kompost B. circulans, B. coagulans, B. licheniformis

Ptasie pidra

B. cereus, B. licheniformis, B. pumilus, B. subtilis

Odchody

B. alkalophilus, B. badius, B. cohnii,

Wewnetrzne tkanki roslin

B. amyloliquefaciens, B. megaterium, B. pumilus, B. subtilis

Nabiat

B. cereus, B. coagulans, B. licheniformis

Sciotka i obornik kurzy

B. cereus, B. fastidiosus, B. halodurans, B. subtilis

Wodorosty

Bacillus algicola

Papier, tektura, masa papiernicza
z recyklingu

B. pumilus, B. amyloliquefaciens, B. cereus, B. circulans,
B. coagulans

Scieki i ich pochodne

B. funiculus, B. thermocloacae

Kiszonki

B. coagulans, B. siralis

Jeziora sodowe

B. agaradhaerens, B. cohnii, B. pseudofirmus, B. vedder

Podziemna woda i gleby

B. infernus, B. subterraneus

2.2. ZASTOSOWANIE

Bakterie z rodzaju Bacillus produkuja wiele roznych zwigzkéw chemicznych,
z ktorych cze$¢ moze by¢ wykorzystywana przez cztowieka do produkcji enzymow,
antybiotykow, insektycydow, witamin, hormonow wzrostu, interferonow, proinsuli-
ny, kwasu hialuronowego i in. (Pietraszek i Walczak 2014). Potencjal tych bakterii
sprawia, ze sg one stosowane w takich dziedzinach gospodarki, jak: przemyst che-
miczny, spozywczy, farmaceutyczny, tekstylny i papierniczy, rolnictwo i rybotow-

Stwo.

Podstawowe zastosowania Bacillus sp. obejmuja:

— produkcje enzymow;

— produkcj¢ antybiotykow i bakteriocyn;
— produkcje bioinsekycydow i biofungicydow;
— biotransformacje i biodegradacje zwigzkow chemicznych;

— fermentacje zywnoSci;

— produkcje substancji smakowych i zapachowych.

Najlepiej poznanym i powszechnie wykorzystywanym do produkcji enzymow
proteolitycznych gatunkiem jest B. subtilis. Badania wykazuja, ze enzymy produ-
kowane przez B. subtilis w wielu przypadkach sa skuteczniejsze niz enzymy pocho-
dzenia syntetycznego. Ponadto sa one bezpieczniejsze dla srodowiska. Na przyktad
Demirkan i wspotaut. wykazali, ze obrobka welny proteaza pochodzaca z B. subti-
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lis pozwolita na poprawe wlasciwosci fizycznych tkaniny welnianej w poréwnaniu
z enzymem komercyjnym (Demirkan i in. 2020). Aktualnie prowadzone badania
wskazuja, ze bakterie tego gatunku moga produkowac¢ duzg ilos¢ enzymdw proteo-
litycznych, w tym ciggle nie zbadanych, a ich charakter jest zalezny od srodowiska
bytowania mikroorganizmow (Homaei i [zadpanah Qeshmi 2022).

Natomiast B. circulans, B. cereus 1 B. licheniformis sa powszechnie wykorzysty-
wane do produkcji antybiotykow (tab. 2). Najnowsze badania dowodza, ze wcigz
istniejg zwigzki produkowane przez przedstawicieli Bacillus sp., ktorych jeszcze nie
opisano. Al.-Thubiani i wspotaut. odkryli nowy cykliczny zwigzek peptydowy dzie-
lacy podobienstwo strukturalne z bacytracyna z B. megaterium o szerokim spektrum
dziatania przeciwdrobnoustrojowego zarowno wobec bakterii Gram-dodatnich, jak
i Gram-ujemnych (Al-Thubiani i in. 2018).

Tabela 2
Przyktady zwiazkéw przeciwdrobnoustrojowych produkowanych przez bakterie z rodzaju
Bacillus (opracowanie wtasne na podstawie Tran i in. 2022)

Bakteria Zwiazek Dziatanie
Bacillus spp. mersacydyna przeciwko Staphylococcus aureus
B. amyloliquefaciens amylolizyna A przeciwko Enterococcus faecium
B. subtilis i B. amyloliquefaciens Bacylizyna przeciwko E. coli
B. subtilis i B. amyloliquefaciens | chlorotetaina przeciwko Candidzjgse[; p. oraz Aspergillus
B. licheniformis Bacytracyna przeciwko Streptococcus mutans
B. cereus Kanozamina przeciwk(.) Phytophthora medicaginis
i Candida albicans
B, subtilis Subtylina przeciwko bakteriom Gram-dodatnim,
Micrococcus luteus
B. halodurans Haloduracyna przeciwko bakteriom Gram'-dodatnim,
Lactococcus lactis
przeciwko bakteriom Gram-dodatnim,
B. subtilis e-Poly-L-lizyna Gram-ujemnym i grzybom (np. Ralstonia
solanacearum)
B. velesensis Plantazolicyna przeciwko klini(fznym patogenom, potencjat
przeciwko B. anthracis

Najwazniejszg linig zwigzkow produkowanych z wykorzystaniem B.
amyloliquefaciens, B. stearothermophilus, B. licheniformis, B. subtilis oraz nowo
odkrywane szczepy sa a-amylazy, stosowane w przemysle chemicznym, spozyw-
czym, farmaceutycznym, tekstylnym i papierniczym (Herndndez-Heredia i del Moral
2016, Pham i in. 2021). Amylaza wytwarzana przez B. atrophaeus ma zdolnos¢ do
degradacji skrobi, amylopektyny, glikogenu, amylozy (Abd-Elaziz i in. 2020). Amy-
laza produkowana przez B. subtilis uzyskana w badaniach Gebnga i in. wykazuje
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si¢ aktywnoscig w szerokim zakresie temperatur i pH, co wskazuje na mozliwo$¢ jej
zastosowania w przemysle i bioremediacji §ciekow z zaktadow przetworstwa spo-
zywcezego (David 1 in. 2017).

3. BAKTERIE Z RODZAJU BACILLUS W BIOPREPARATACH

Z punktu widzenia rolnictwa bakterie z rodzaju Bacillus mogg by¢ wykorzysty-
wane na kilka sposobow (rys. 2).

Rys. 2. Mozliwoéci zastosowan bakterii z rodzaju Bacillus w rolnictwie

Na liscie ,,Nawozowych produktow mikrobiologicznych” prowadzonej przez
IUNG-PIB znajduje si¢ 186 preparatow zawierajacych bakterie z rodzaju Bacillus
(stan na dzien 17.09.2024). Wickszos$¢ z nich jest okreslona ogo6lnie jako $rodki po-
prawiajace wlasciwosci gleby. Nalezy jednak zwroci¢ uwage na fakt, ze niektore
z nich mogg rowniez dziata¢ precyzyjnie jako fungicydy, insektycydy.

Zaleta bakterii z rodzaju Bacillus w kontekscie tworzenia i stosowania prepara-
tow jest niewatpliwie ich niewielki wptyw na rdzenny mikrobiom glebowy, tworze-
nie endospor (utatwia formulacji preparatu), a takze szeroki zakres tolerancji warun-
kow srodowiskowych (Castaldi i in. 2021).

3.1. PREPARATY DO OCHRONY ROSLIN

Wiele wtornych metabolitow bakterii z rodzaju Bacillus ma dziatanie prze-
ciwbakteryjne i przeciwgrzybicze, a szczepy stanowig skladniki zarejestrowa-
nych biokontroleréw w rolnictwie (Poveda i Gonzalez-Andrés 2021, Skubis 2017)
(tab. 3). Wsrod zwiazkow produkowanych przez Bacillus sp. nalezy wymienié pep-
tydy przeciwdrobnoustrojowe (np. surfaktyna, fengycyna, bacylizyna i bacylibakty-
na), poliketydy (np. makrolaktyna), czy cyjanowodor (Fazle Rabbee 1 Baek 2020,
Ngalimat i in. 2021).
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Pandey i1 Palni w 1997 zaobserwowali, ze B. subtilis 1 B. mycoides dominuja
w ryzosferze krzewow herbacianych, a szczepy B. mycoides wykazuja aktywnos¢
przeciwgrzybicza (Pandey i Palni 1997). Wykazano wigc, ze epifityczne szczepy
Bacillus moga pehi¢ funkcje ochronne w filosferze (Collins i Jacobsen 2003). Wy-
kazano skuteczno$¢ bakterii Bacillus spp. w zwalczaniu szarej plesni, czyli zakaze-
nia Botrytic cinerea (na pomidorach, papryce, ogoérkach i in.,). W biofungicydach
wystepuja przede wszystkim B. amyloliquefaciens, B. thuringiensis, B. subtilis,
B. megaterium. B. subtilis jest wykorzystywany do zwalczania plamistosci li§ci np.
buraka cukrowego, wywotywanej przez Cercospora beticola (Collins i Jacobsen
2003). W trakcie swoich badan Castaldi i in. (2021) wykazali, ze B. vallismortis
wyizolowany z ryzosfery jatowca (Juniperus sabina) wykazuje potencjat antagoni-
styczny wobec fitopatogennego grzyba Macrophomina phaseolina, powodujacego
zgnilizng sadzonek, todyg i korzeni (Castaldi i in. 2021). Wykazano, ze obecnos¢
B. velezensis jest zwigzana ze zwiakszong produkcja surfaktyny i w przypadku sa-
faty hamuje ona zakazenia Rhizoctonia solani (Chowdhury i in. 2015), a w upra-
wach tytoniu obniza stopien ci¢zko$ci choroby wirusa mozaiki tytoniu (Wang 2009).
B. amyloliquefaciens posiada dziatanie przeciwdrobnoustrojowe wobec szerokiego
zakresu patogenow glebowych poprzez produkcje lipopeptydoéw (np. bacillomycyny
D, fengycyny, surfaktyny) i bacylilibaktyny syderoforowej. Badania potwierdzaja,
ze wydzielane zwiazki dziatajg antagonistycznie wobec grzybow najczgsciej odpo-
wiedzialnych za choroby w uprawach: Verticillium dahliae kleb, Fusarium oxyspo-
rum, Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium solani i Phytophthora parasitica (Li 1 in.
2014). B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. licheniformis, B. cereus, B. velezensis
oraz B. thuringiensis okreslono jako przeciwgrzybiczne i skuteczne wobec m.in.
Pectobacterium, Pseudomonas, Xanthomonas, Agrobacterium, a takze jako nicenio-
i owadobdjcze (Logan i Vos 2015, Ngalimat i in. 2021).

Preparaty zawierajace B. thuringiensis byly pierwszymi insektycydami biolo-
gicznymi stosowanymi juz od poczatku lat 60 XX wieku na szeroka skale w celu
ochrony upraw (Malinowski 2000). Bakteria ta produkuje toksyng — d-endotoksy-
ne, ktora dziata na wiele gatunkow owadow, m.in. muchowki, motyle, chrzaszcze,
komary. Bakterie te dziataja wylacznie Zzotadkowo na larwy po dostaniu si¢ do ich
uktadu trawiennego. Dla przyktadu, badania IOR wykazaty, ze zastosowanie pre-
paratu z B. thuringiensis o 78% zmniejsza uszkodzenia liSci spowodowanych przez
stonke ziemniaczang.
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Tabela 3

Przyktady preparatow stosowanych w ochronie roslin zawierajacych bakterie
z rodzaju Bacillus zarejestrowanych w Polsce

megaterium

Preparat Skladnik Dzialanie Zastosowanie
Bacillus fungicyd; przeciwko suchej L
1 P S k
niegral Pro amyloliquefaciens zgniliznie kapusty fzepax ozimy 1 jaty
OstriniaSTOP Bacillus spp. 1nsektycyd_; przemwk(.) larwom kukurydza
omacnicy prosowianki
insektycyd; do zwalczania larw
DeliaSTOP Bacillus spp. smietki kapuscianej i innych uprawy warzywnicze
gatunkow z rodzaju Deli
. insektycyd;
Novodor SC Bc.zczl.lus . do zwalczania larw stonki ziemniak
thuringiensis . . .
ziemniaczanej
satata glowiasta,
roszponka i inne gatunki
. fungicyd; do zwalczania chordb warzyw hsc1owych,
Bacillus . truskawka, pomidor,
Amylo-X WG . . ro$lin powodowanych przez grzyby .
amyloliquefaciens . . oberzyna, papryka
i organizmy grzybopodobne .
(w uprawie pod
ostonami), pieczarka
(W uprawie pod ostonami)
fungicyd; przeciwko chorobom
grzybowym: szara ple$n, maczniak
. K baktervi .
Serenade ASO | Bacillus subtilis prawdglwy, rak ba tery]nyi zaraza uprawy sz'ldowmcz.e,
ogniowa, brunatna zgnilizna, warzywne i ogrodnicze
plamistos$¢ zgodzelowa, fuzarioza
zgorzelowa, zgnilizna twardzikowa
. Bacillus funglcyd; chr'o n przed Szarg uprawy warzywnicze
Serifel . . oraz zielona plesnia, a takze przed . .
amyloliquefaciens . . i sadownicze
zgnilizng twardzikowa
zwigksza odpornos¢ roslin na wiele
Zumba Plant Bacillus spp. chorobqfworczych uprawy warzywnicze
drobnoustrojow, w tym rasy i sadownicze
odporne grzybow patogennych
insektycyd; zwalcza ¢me
bukszpanowa oraz gasienice uprawy bardzo wielu
. Bacillus motyli: zwojka krzyzoweczka, ro$lin, ozdobnych,
Lepinox Plus L Sy . i
thuringiensis pietnowka kapustnica, tantni$ warzywnych oraz
krzyzowiaczek, bielinek kapustnik owocowych
iinne
. Bacillus insektycyd; selektywne zwalczanie | uprawy warzywnicze
Dipel DF N .. . . .
thuringiensis gasienic motyli i sadownicze
Bacillus subtilis, UDraWY Warzvwhicze
BacterPlant Bacillus ogranicza wystgpowanie chorob prawy Y

i sadownicze
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3.2. STYMULATORY WZROSTU ROSLIN I NAWOZY

Poza potencjatem ochronnym bakterie moga rowniez wspomaga¢ wzrost roslin
i stanowi¢ sktadniki biologicznych preparatow nawozowych, biostymulatoréw oraz
nawozow dolistnych. Wiele bakterii z tego rodzaju jest zaliczana do grupy tzw.
PGPR, czyli ryzobakterii sprzyjajacych wzrostowi roslin (ang. Plant Growth Pro-
moting Rhizobacteria). Bakterie z rodzaju Bacillus mogg poprawiac stan fizjologicz-
ny ro$lin w oparciu o rozne mechanizmy (rys. 3).

-;_

Spp

Rys. 3. Wlasciwosci bakterii z rodzaju Bacillus majace wplyw na rozwoj roslin

Wykazano miedzy innymi, ze B. subtilis moze poprawia¢ wchtanianie sktad-
nikow o niskiej rozpuszczalnosci — makro- i mikroelementow takich jak fosfor
i cynk. Bakteria B. subtilis jest obecna na rynku preparatow rolniczych od 1994
roku. Bakterie z rodzaju Bacillus wydzielaja enzymy — fosfatazy, ktoére rozpusz-
czaja sole fosforanowe do form anionowych fosforu bezposrednio przyswajalnych
przez ro$liny. M.in. B. megaterium uczestniczy w przeksztatcaniu zwigzkow fosforu
w glebie 1 zgodnie z deklaracjg producentow preparatow z tg bakteriag moze ona
uruchomi¢ do 3040 kg fosforu na hektar i przyspiesza rozktad resztek pozniwnych.

Badania wykazaly rowniez zdolno$¢ do wigzania azotu przez niektore gatunki
z rodzaju Bacillus (m.in. B. cereus, B. licheniformis, B megaterium, B sphaericus
1 B. azotofixans) wyizolowane z ryzosfery oraz z miejsc endofitycznych i mikoryz
(Rozyckiiin. 1999). Zdolno$¢ ta sprawia, ze bakterie te sg obiecujagcym sktadnikiem
preparatoéw wspomagajacych pobor azotu przez rosliny.

Bakterie z rodzaju Bacillus moga rowniez promowac wzrost roslin poprzez
(Medina i in. 2003, Poveda i Gonzalez-Andrés 2021, Zlotnikov i in. 2001) (rys. 3):

a) produkcje fitohormonow;

b) zwigkszanie dostepnosci sktadnikéw odzywcezych dla rosliny lub innych bak-

terii;

¢) tlumienie produkcji etylenu przez rosling w jej ryzosferze;
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d) interakcje z symbiotycznymi bakteriami i grzybami;

e) wzmocnienie nodulacji korzeni.

Gltowne gatunki Bacillus zidentyfikowane jako zdolne do syntezy fitohormonow
wzrostu roslin to B. subtilis, B. cereus, B. metylothrophicus oraz B. flexus (Lopes
i in. 2018, Poveda i Gonzalez-Andrés 2021). Produkcja fitohormonow przez bak-
terie ryzosferowe i endofityczne jest niezwykle istotna ze wzgledu na ich szeroki
zakres oddziatywania na rosliny (rys. 4). Fitohormony pochodzenia bakteryjnego
nie tylko wspomagaja wzrost roslin, ale takze pomagajg im w warunkach stresowych
i pobudzaja szlaki odpornosci (Ayaz i in. 2022, Sorokan i in. 2021).

Auksyny
Cytokininy
Gibereliny

Promocja wzrostu roslin
Pobudzanie kielkowania
Regulacja szlakéw endogennych fitchormonow

Kwas jasmonowy
Kwas salicylowy
Kwas abscysynowy

Indukowanie wewngtrznych mechanizméw ochronnych
Indukowanie tolerancji na stres: solny. suszy, termiczny
Indukowanie tolerancji na obecno$¢metali

Stymulacja wydzielania wysiekéw korzeniowych
Stymulacja tworzenia brodawek korzeniowych
Zwiekszenie wehianiania skladnikéw odzywezych
Rys. 4. Przyktady grup fitohormondéw produkowanych przez bakterie z rodzaju Bacillus
iich wptyw na ro$liny (opracowanie wlasne na podstawie (Ayaz i in. 2022, Lopes i in. 2018,
Poveda i Gonzalez-Andrés 2021)

Powyzej opisane wlasciwosci sa podstawa do tworzenia oraz formulacji licznych
biopreparatow do zastosowania w rolnictwie i ogrodnictwie (tab. 4).

Tabela 4
Przyktady mikrobiologicznych preparatéw nawozowych zarejestrowanych w Polsce
zawierajacych bakterie z rodzaju Bacillus

Preparat Skladniki mikrobiologiczne Dzialanie
seria preparatow Bacillus sp., Pseudomonas sp., L i
BaktoTarcza Lactobacillus sp., Streptomyces sp. do higienizacji upraw roslin
seria preparatow Bacillus sp., Pseudomonas sp., probiotyki wptywajace na lepsza
GARD Lactobacillus sp. zdrowotno$¢ upraw

Bacillus sp., Pseudomonas sp.,

Rewital Max Pro Lactobacillus sp. do rewitalizacji Srodowiska glebowego
seria STOP Bacillus sp. do higienizacji upraw i przeciwko
patogenom
zaprawa mikrobiologiczna higienizujaca
Geumano Control Bacillus sp., Pseudomonas sp. srodowisko glebowe roslin zbozowych

narazonych na porazenie przez zgorzel
podstawy zdzbta
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cd. tab. 4

Preparat

Skladniki mikrobiologiczne

Dzialanie

Glebostan

Bacillus sp.

odbudowuje warstwe prochnicza gleby,
zwigksza jej wlasciwosci sorpcyjne

bi azot

Bacillus azotofixans

przyspieszajacy rozktad materii
organicznej oraz wzbogacajacy glebe
w tatwo przyswajalny dla roslin azot
pochodzacy z atmosfery

bi fosfor

Bacillus megaterium

pomaga wzbogaca¢ gleb¢ w tatwo
przyswajalny dla ro$lin fosfor

bi protect

Bacillus subtilis

przyspiesza rozktad materii organicznej,
bierze udzial w tworzeniu struktury gleby,
poprawia stan fitosanitarny i udost¢pniania
sktadniki odzywcze roslinom

bi complex

Bacillus sp.

przyspiesza rozktad materii organicznej,
wzbogaca glebe w tatwo dostepny dla
ro$lin azot i fosfor, naturalnie poprawia
stan fitosanitarny gleby oraz dziata
wzmacniajaco na rosliny

bi safe

Bacillus sp. Trichoderma sp.,
Streptomyces sp.

poprawiajacy stan biologiczny gleby,
zwigkszajacy liczbe dostepnych form
makro i mikroelementoéw, przyczyniajacy
si¢ do rozwoju pozytecznej mikroflory i
poprawy struktury gleby oraz wspierajacy
wzrost i plonowanie roslin

bi stoma

Bacillus sp. Trichoderma sp.

przeznaczony do stosowania w celu
przyspieszania rozktadu resztek
pozniwnych i stomy

Badania dotyczace zastosowania bakterii z rodzaju Bacillus do stymulacji
wzrostu rzepy wykazaty zwigkszenie dtugosci korzenia o 80%, masy korzenia
0 100-120%, a dlugosci pedu o 100% (Ghosh i in. 2003). Réwniez badania doty-
czace wptywu Bacillus spp. na wzrost kukurydzy i soi wykazaly zwiekszong masg
pedow i korzeni oraz znaczny wzrost produktywnosci po zaprawieniu nasion bakte-
riami (Alves i in. 2021).

Bacillus sp. moga rowniez bezposrednio wplywa¢ na zyzno$¢ srodowiska gle-
bowego, poniewaz szczepy B. subtilis i B. licheniformis zostaty scharakteryzowane
przez badaczy jako wyspecjalizowane w szybkiej i efektywnej dekompozycji resz-
tek pozniwnych, a wigc uczestnicza w tworzeniu prochnicy i poprawie struktury
gleby (Rogowska 2018).



100 VI. Bakterie z rodzaju Bacillus jako sktadnik biopreparatow... — K. Furtak

4. OKOLOROLNICZE OBSZARY ZASTOSOWANIA BACILLUS SP.
4.1. BIOREMEDIACJA GLEB

Niektore bakterie z rodzaju Bacillus maja zdolno$¢ do gromadzenia jonéw me-
tali. Wykazano miedzy innymi, ze B. licheniformis moze akumulowaé jony ceru,
kobaltu i miedzi z wodnych i symulowanych roztworéw odpadow (Hafez i in. 2002).
Rowniez B. subtilis moze gromadzi¢ aluminium, kadm, zelazo i cynk oraz glino-
krzemiany (Urrutia i Beveridge 1995). Preparaty zawierajace te mikroorganizmy
moga by¢ wykorzystywane do przetwarzania odpadow, ale rowniez i do bioreme-
diacji gleb skazonych metalami.

Ponadto, Bacillus sp. biotransformujg rdézne zwiazki, w tym zwigzki amidowe,
ktore sg stosowane jako pestycydy (Talpur i in. 2023). Badania wykazaty, ze bakterie
nalezace do grupy operacyjnej B. amyloliquefaciens majg zdolno$¢ do usuwania
pestycydow fosforoorganicznych. (Meng i in. 2019). B. altitudinis zostat okreslo-
ny jako szczep zdolny do bioremediacji gleby z profenofosu (Mahajan i in. 2023),
a szczep Bacillus H27 wykazat zdolno$¢ do usuwania chloropiryfosu, ktéry charak-
teryzuje si¢ stosunkowo dtugim okresem pottrwania w glebie (Liu i in. 2024).

4.2. AKWAKULTURY

Bakterie z rodzaju Bacillus wykazuja duza zdolnos¢ do poprawy i utrzymy-
wania jakosci wody w akwakulturach. Obecno$¢ tych mikroorganizmow wplywa
na zawarto$¢ fosforu i azotu, pH, zasadowos¢ oraz réwnowage mikrobiologiczng
w takim srodowisku (Hlordzi i in. 2020). Bacillus sp. wykazat zdolno$¢ do usuwania
chemicznego zapotrzebowania na tlen (ChZT), azotu amonowego i azotanéw (Ren
iin., 2021).

Bakterie z rodzaju Bacillus moga by¢ stosowane w biotechnologii rybotowstwa,
jako element biokontroli, poniewaz nie tylko nie produkuja substancji toksycznych
wobec krewetek, ale rowniez produkujg antybiotyki, ktore moga hamowac Vibrio
parahaemolyticus (Satyantini 1 in. 2019) nawet przy stosunkowo niskim stezeniu
bakterii (Ren i in. 2021).

4.3. PROBIOTYKI DLA ZWIERZAT

Przedstawiciele rodzaju Bacillus moga stanowi¢ rowniez sktadnik preparatow
probiotycznych dodawanych do pasz dla zwierzat i ryb (Pereira i in. 2019). Przy-
ktadem takiego zastosowania jest szczep B. velezensis, ktory wptywa na poprawe
strawnosci 1 zatrzymywania azotu, co prowadzito do zwigkszonego przyrostu masy
ciata u owiec i bydta (Ngalimat i in. 2021). W karmieniu drobiu i trzody chlewnej
jest rowniez wykorzystywany szczep B. amyloliquefaciens (Ngalimat i in. 2021).
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B. amyloliquefaciens zostal rowniez okre§lony jako probiotyk wspomagajacy ho-
dowle krewetek oraz poprawiajacy ich odporno$¢ na patogeny (Llario i in. 2020).

5. PODSUMOWANIE

Mikrobiologiczne preparaty stosowane w rolnictwie stanowig obiecujacg alter-
natywe dla tradycyjnych metod nawozenia, a produkty zawierajace bakterie z ro-
dzaju Bacillus badz ich metabolity posiadaja szeroki zakres dziatania. Stosowanie
bakterii w rolnictwie to dbatos¢ o Srodowisko poprzez minimalizowanie zuzycia
nawozow chemicznych i pestycydow oraz ograniczanie emisji szkodliwych zwigz-
koéw. Efektem stosowania preparatow z bakteriami Bacillus spp. jest m.in. przyspie-
szony wzrost kietkowania, poprawa ukorzenienia roslin oraz rozbudowa systemu
korzeniowego, zwigkszony plon roslin, a takze wicksza odpornos¢ na dlugotrwate
warunki stresowe.

Obecne badania w zakresie tych mikroorganizméw dotycza przede wszystkim
optymalizacji ich hodowli oraz metod oczyszczania produkowanych przez nie
zwigzkow. Jednoczesnie badacze wcigz odkrywaja nowe szczepy i nieopisane jesz-
cze metabolity, ktore rowniez moga posiadac potencjat do promowania wzrostu ro-
$lin badz ich ochrony przed chorobami.
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1. WSTEP

Bakterie kwasu mlekowego stanowig przedmiot badan naukowcoéw ze wzgle-
du na ich powszechnos¢ wystepowania w przyrodzie oraz charakteryzujace je spe-
cyficzne wilasciwosci. Od zaranie dziejow bakterie te wykorzystuje si¢ w procesie
fermentacji zywnosci. Poza przemystem spozywczym, bakterie kwasu mlekowego
znajdujg zastosowanie w medycynie oraz rolnictwie miedzy innymi ze wzgledu na
swoje wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe oraz bezpieczenstwo stosowania przez
ludzi (Ramann 2022).

W rozdziale przedstawiono zastosowanie bakterii kwasu mlekowego ze szcze-
gblnym wyrdznieniem ich rolniczego wykorzystania.

2. CHARAKTERYSTYKA BAKTERII KWASU MLEKOWEGO

Bakterie kwasu mlekowego (z ang. Lactic Acid Bacteria — LAB) to grupa bakterii
zdolnych do beztlenowej fermentacji mlekowej (Sadowska i Grajek 2009). Bakte-
rie o tej zdolnosci nalezg do rodziny Lactobacteriaceae: do ziarniakdw z rodzaju
Enterococcus, Lactococcus Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococ-
cus, Tetragenococcus, Weissella, Vagococcus oraz do paleczek z rodzaju Lactoba-
cillus, Carnobacterium i Bifidobacterium (Pietraszek i in. 2014). Bakterie kwasu
mlekowego klasyfikowane sg jako wzglednie beztlenowe bakterie gram-dodatnie,
charakteryzujace si¢ niska zawartoscig zasad G+C. Nie tworza przetrwalnikow, nie
wytwarzaja katalazy oraz pozbawione sg zdolnosci ruchu (Bintsis 2018b; Gajewska
i Btaszczyk 2012, Murindangabo i in. 2023). Mikroorganizmy te charakteryzuja si¢
réwniez zwigkszong tolerancja na kwasowo$¢ (Laranjo i in. 2017). Bakterie kwa-
su mlekowego metabolizujg weglowodany na drodze homo- lub heterofermentac;ji.
Homofermentacja glukozy prowadzi wylacznie do powstania kwasu mlekowego.
W wyniku procesu heterofermentacji obok kwasu mlekowego powstaja rowniez
dwutlenek wegla oraz w zalezno$ci od warunkow etanol lub octan (Gajewska
i Blaszczyk 2012). Ponadto bakterie te posiadaja status GRAS (z ang. Generally
Recognised As Safe), czyli powszechnie uznawane sa za bezpieczne do stosowania
przez ludzi (Sadiq i in. 2019, Kluczynska 2013, Bintsis 2018a).
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Rys. 1. Bakterie kwasu mlekowego na podtozu z bigkitem chinskim i na podtozu MRS
(zdjecie wlasne Zaktadu Mikrobiologii, [UNG-PIB)

3. WYSTEPOWANIE

Bakterie kwasu mlekowego wystepuja powszechnie w $rodowisku. Ze wzgle-
du na wysokie zapotrzebowanie pokarmowe najczesciej znalez¢ je mozna w siedli-
skach zasobnych w weglowodany, aminokwasy i pochodne nukleotydow (Jurkowski
i Blaszczyk 2012). Wystepuja naturalnie na roslinach oraz w uktadzie pokarmowym
cztowieka i zwierzat (Sadowska i Grajek 2009). Bakterie kwasu mlekowego zosta-
ly odnotowane w jelicie cienkim, okreznicy, $linie (Jurkowski i Btaszczyk 2012),
drogach oddechowych (Liu i in. 2014) czy zenskim uktadzie ptciowym cztowieka
(Petrova i in. 2015, Miller i in. 2016). Znalez¢ mozemy je migdzy innymi w roz-
ktadajacych si¢ resztkach roslinnych, owocach, warzywach, w produktach mlecz-
nych, sokach, kiszonkach, sciekach, glebie. (Liu i in. 2014, Raman 2022), surowym
migsie oraz fermentowanych produktach miesnych (Ajao i in. 2018). Liczebnos¢
oraz roznorodno$¢ bakterii kwasu mlekowego w §rodowisku glebowym zalezy od
bogactwa wegla, ktorego wysoka zawartos$¢ znajduje si¢ miedzy innymi w glebach
spod upraw drzew owocowych, zwigzanych z dziatalnoscia hodowlang lub po za-
stosowaniu obornika (George i in. 2018). Bakterie kwasu mlekowego wystepuja
takze w $rodowisku morskim, gdzie biorg udziat w rozktadzie materii organiczne;j.
W okolicach Antarktydy stwierdzono obecnos¢ Carnobacterium funditum i Carno-
bacterium alterfunditum (Jurkowski i Blaszczyk 2012). Wyizolowane zostaty z wo-
dorostow, skorupiakow, gabek oraz ryb morskich (Camesasca i in. 2021), natomiast
japonscy badacze zidentyfikowali bakterie kwasu mlekowego w wodach jeziornych
(Yanagida i in. 2007). Paleczki kwasu mlekowego stwierdzono w filosferze, en-
dosferze oraz ryzosferze wielu gatunkow roslin (Lamont i in. 2017). Bakterie z ro-
dzaju Lactobacillus wystepuja jako endofity roslin uprawnych. Badacze stwierdzili
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obecnos¢ tych bakterii migdzy innymi w burakach cukrowych (Jacobs i in., 1985),
owocach truskawek (de Melo Pereira i in. 2012), pomidoréw (Shrestha i in. 2009)
czy nasionach pszenicy (Minervini i in. 2015). Szczeg6lna grupa bakterii kwasu
mlekowego sg mikroorganizmy, ktore jako gtowne zrodto wegla wykorzystuja fruk-
toze. Bakterie te zasiedlaja kwiaty, owoce oraz sfermentowang zywnos$¢ powstata
na bazie owocow. Wyizolowano je rowniez z przewodéw pokarmowych owadow,
ktorych dieta bogata jest w fruktoze — trzmieli, muszek owocowych oraz mrowek
Camponotus (Endo 2012, Endo i in. 2014).

4. METABOLITY BAKTERII KWASU MLEKOWEGO
ORAZ ICH ZNACZENIE

Bakterie kwasu mlekowego naleza do mikroorganizmow wytwarzajacych szereg
zwigzkow chemicznych. W rozdziale opisano cze$¢ metabolitoéw oraz ich znaczenie
biologiczne, szczegdlnie jako substancje przeciwdrobnoustrojowe. Podstawowymi
produktami szlaku metabolicznego bakterii kwasu mlekowego sa kwasy organicz-
ne. Kwas mlekowy jest gtownym produktem fermentacji mlekowej. Powoduje ob-
nizenie pH podtoza, co stwarza warunki niekorzystne dla rozwoju drobnoustrojow.
Jego niezdysocjowana, hydrofobowa posta¢ dyfunduje przez blone komorkowa.
Wewnatrz komorki ulega dysocjacji i uwalnia jony wodorowe powodujac zakwa-
szenie cytoplazmy. Niezdysocjowany kwas mlekowy powoduje réwniez obnizenie
gradientu elektrochemicznego, co prowadzi do zahamowania wzrostu podatnych na
to dziatanie mikroorganizméw (Schniirer i Magnusson 2005). Kwas octowy oraz
kwas propionowy roéwniez wykazujg wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe, jednak
ich dzialanie zalezy od niskiego pH, ktore obnizone zostaje przez kwas mlekowy.
(Roman i Lipinska 2012). Badania naukowe wykazaly, ze Kwas 3-fenylomleko-
wy (PLA) hamuje rozwoj bakterii Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
Enterococcus faecalis, Providentia stuartii oraz Klebsiella oxycota (Cortéz-Zavale-
ta i in. 2014) oraz wykazuje dziatanie przeciwgrzybowe wobec plesni Penicillium,
Aspergillus, Fusarium. Jego aktywno$¢ rowniez zwigzana jest z niskim pH (Roman
i Lipinska 2012). Kwas 3-fenylomlekowy produkowany jest przez szczepy bakte-
rii z rodzaju Lactobacillus miedzy innymi L. casei, L. fermentum., L. rhamnosus,
L. sakei (Klewicka i Lipinska 2016). Kwasy tluszczowe oraz hydroksylowane
kwasy tluszczowe wytwarzane przez cze$¢ szczepdéw bakterii mlekowych wykazu-
ja dzialanie przeciwgrzybowe. Przyktadem sg badania, w ktorych zwiazki te, beda-
ce produktami metabolizmu bakterii Lactobacillus plantarum, wykazaly antagoni-
styczne wlasciwosci przeciwko niektdorym gatunkom plesni i drozdzy (Sjogren i in.
2003). Kolejne do$wiadczenia udowodnity aktywno$¢ przeciwgrzybowa kwasow
thuszczowych wobec gatunkoéw z rodzaju Candidia (Souza i in. 2014). Nadtlenek
wodoru produkowany jest przez bakterie kwasu mlekowego w $rodowisku tleno-
wym. Jego przeciwdrobnoustrojowa aktywno$¢ polega na silnym dziataniu utlenia-
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jacym oraz degradacji struktur molekularnych biatek w komoérkach mikroorgani-
zméw (Schniirer i Magnusson 2005). Udowodniono, ze nadtlenek wodoru produko-
wany przez bakterie kwasu mlekowego wykazuje wtasciwosci bakteriobojcze prze-
ciwko drobnoustrojom chorobotworczym miedzy innymi Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus czy Salmonella typhimurium (Ratajczak i Piotrowska-Cyplik
2017). Diacetyl produkowany jest przez czg¢s¢ szczepdw bakterii z rodzaju Lactoba-
cillus, Leuconostoc oraz Streptococcus. Jest to lotny, niepolarny diketon wykazuja-
cy wilasciwosci przeciwdrobnoustrojowe wzgledem czgsci bakterii Gram-ujemnych
(Ratajczak i1 Piotrowska-Cyplik 2017). Udowodniono jego dziatanie antybakteryjne
przeciwko Escherichia coli, Listeria monocytogenes oraz Staphylococcus aureus.
Dodatkowo zwiazek ten wptywa na smak wielu produktéw spozywczych, nadajac
im wyrazny maslany smak (Lanciotti i in. 2003). Egzopolisacharydy (EPS) wy-
dzielane sg na zewnatrz komorki w postaci $luzu lub tworza otoczke na powierzchni
komorki bakteryjnej (Gorska i in. 2007). Bakterie z rodzaju Lactobacillus wytwa-
rzaja egzopolisacharydy, ktore odznaczaja si¢ duzg réznorodnoscig struktur (Badel
iin. 2011). Wchodzg w sktad biofilmu, ktory umozliwia adhezje komorek do roz-
nych powierzchni oraz wzajemnie do siebie (Samaszko- Fiertek i in. 2016). Egzopo-
lisacharydy bakteryjne chronig komoérki mikroorganizméw przed niesprzyjajacymi
warunkami srodowiska (susza, stres osmotyczny, pH), przed czynnikami biologicz-
nymi (bakteriofagi, pierwotniaki) oraz przed dziataniem $rodkow czyszczacych
i antybiotykow (Zannini i in. 2016). Bakteriocyny czyli rybosomalne substancje
o charakterze peptydowym to zwigzki chemiczne o aktywnos$ci przeciwdrobno-
ustrojowej. Hamuja rozwoj bliskospokrewnionych gatunkow mikroorganizmow
(Oldak i Zielinska 2017). Zwiazki te wykazuja dziatanie zblizone do antybiotykow
dlatego moga w przysztosci stanowi¢ alternatywe dla tej grupy lekow. Bakteriocy-
ny wytwarzane przez bakterie kwasu mlekowego wykazuja takze dziatanie prze-
ciwwirusowe oraz hamuja wytwarzanie biofilmu (Pérez-Ramos i in. 2021). Jedna
z najpopularniejszych bakteriocyn jest nizyna wytwarzana przez Lactococcus lac-
tis (Otdak i Zielinska 2017). Inne bakteriocyny produkowane przez bakterie kwasu
mlekowe to miedzy innymi acidolina, reuteryna, laktolina czy enterocyna. Zwigzki
te wykazuja dziatanie antybakteryjne przeciwko Escherichia coli, Staphylococcus
aureus oraz bakterii z rodzaju Listeria i Klebsiella (Trzeciak i in. 2016). Plantarycy-
ny produkowane przez szczepy bakterii Lactobacillus plantarum cechuje dziatanie
przeciwdrobnoustrojowycm, ktore skutecznie hamuje rozwdj szczepow przyczynia-
jacych si¢ do psucia produktow spozywczych (Szafranska i Polak-Berecka 2020).
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5. ZASTOSOWANIE BAKTERII KWASU MLEKOWEGO

Ze wzgledu na swoje wlasciwosci oraz bezpieczenstwo stosowania bakterie kwa-
su mlekowego wykorzystywane sg przez cztowieka w wielu dziedzinach gospodarki.

5.1. PRZEMYSL SPOZYWCZY

Bakterie kwasu mlekowego nadaja smak i posta¢ produktom ferementacji oraz ha-
mujg rozwoj drobnoustrojow, ktore przyczyniaja si¢ do psucia zywnosci (Gajewska
i Btaszczyk 2012). Mikroorganizmy te majg dtuga histori¢ bezpiecznego stosowa-
nia w wytwarzaniu produktow fermentowanych takich jak jogurt, kefir, zakwas czy
fermentowane warzywa. Bakterie wykorzystywane w tej produkcji naleza gtdwnie
do rodzaju Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus i Streptococcus
(Mani-Lopez i in. 2022). Przyktadowo Streptococcus thermophilus oraz Lactoba-
cillus deldrueckii spp. bulgaricus wykorzystywane sg przy wytwarzaniu jogurtow
oraz serow twardych (Samaszko-Fiertek i in. 2016). Bakterie fermentacji mlekowej
sa takze powszechnie stosowane do produkcji wedlin surowych dojrzewajacych
(Laszkiewicz i in. 2019), natomiast Oenococcus oeni wykorzystywany jest w proce-
sie fermentacji wina, do rozktadu kwasu jabtkowego (Wagner i in. 2005). Bakterie
kwasu mlekowego stanowig podstawowy sktad mikroflory kiszonek (Ratajczak i in.,
2017). W procesie kiszenia kapusty bierze udziat Leuconostoc meseteroides, Lacto-
bacillus brevis, 1 rodzaj Pediococcus. (Satora 1 in. 2017). L. plantarum wykorzysty-
wany jest w procesie kiszenia kapusty, ogorkéw oraz oliwek (Todorov i de Melo
Franco 2010). Bakterie kwasu mlekowego znajduja zastosowanie w piekarnictwie
jako tzw. kultury starterowe. Stanowig one wyselekcjonowane szczepy baterii oraz
drozdzy. Bakterie kwasu mlekowego, ktore wchodza w sktad kultur nalezg gtéwnie
do rodzaju Lactobacillus. Przyktadowo sg to L. acidophilus, L. casei, L. plantarum,
L. brevis czy L. buchneri. Stosowanie odpowiednich kultur starterowych hamuje roz-
woj mikroorganizméw stanowigcych zanieczyszczenie produktow stosowanych do
wyrobu pieczywa oraz wptywa na jego jakos$¢ (Michalska i Wasowicz 2002). Egzo-
polisacharydy produkowane przez bakterie kwasu mlekowego (Lactococcus lactis,
Streptococcus thermophilus) poprawiajg konsystencje oraz zapobiegaja synerezie
produktéw fermentacji. Dodatkowo EPS-y pozostajg dtuzej w uktadzie pokarmo-
wym i przyczyniaja si¢ zasiedlania tych obszarow przez bakterie o dziataniu probio-
tycznym (Samaszko-Fiertek i in. 2016). Natomiast bakteriocyny wytwarzane przez
bakterie kwasu mlekowego maja wlasciwosci konserwujace. Nizyna produkowa-
na przez Lactococcus lactis jest na dzien dzisiejszy jedyna bakteriocyna stosowang
w przemysle spozywczym jako $rodek konserwujacy (Soltani i in., 2021). Wyko-
rzystywana jest miedzy innymi w produkcji serow do zahamowani wzrostu zarod-
nikow Clostridium tyrobutyricum (Szafranska 2018) oraz Clostridium botulinum
(Kumariya i in. 2019). Ogranicza rozwdj bakterii z rodzaju Lactobacillus w piwie
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i winie oraz bakterii z rodzajow Bacillus 1 Clostridium w konserwach (Jurkowski
i Blaszczyk 2012).

5.2. PRZEMYSE CHEMICZNY

Kwas mlekowy — glowny produkt bakterii kwasu mlekowego wykorzystywa-
ny jest w przemysle na szeroka skale. Znajduje swoje zastosowanie w produktach
kosmetycznych ($rodki do pielggnacji skory) i farmaceutycznych (sktadniki protez
i szwow chirurgicznych). Stosowany jest rowniez do wytwarzania rozpuszczalni-
kow 1 srodkow czyszczacych (Jurkowski i Blaszczyk 2012). Kwas mlekowy wy-
korzystywany jest do produkcji polilaktydu (PLA) — biodegradowalnego tworzywa
sztucznego, wykorzystywanego do produkcji np. agrowlokien, folii ogrodowych,
doniczek, workéw na $mieci i innych produktéw jednorazowego uzytku (Piertaszek
iin. 2014).

5.3. MEDYCYNA

Bakteriocyny wytwarzane przez bakterie kwasu mlekowego wykazujg dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe i moga w przysztosci stanowi¢ zamiennik dla antybioty-
kéw (Pérez-Ramos 1 in. 2021). Jednak badania wykazuja, ze bakteriocyny moga
mie¢ rowniez szersze przeznaczenie. Nizyna oprocz stosowana w infekcjach bakte-
ryjnych i chorobach jamy ustnej moze by¢ stosowana w terapii nowotwordéw (Shin
iin. 2016). Bakterie kwasu mlekowego stosowane sg jako probiotyki. Wedtug obec-
nie obowigzujacej definicji probiotyki to zywe drobnoustroje, ktore podane w odpo-
wiedniej ilosci wykazujg korzystny wplyw na zdrowie gospodarza. Bakterie kwa-
su mlekowego uznawane sg powszechnie za bezpieczne dlatego mikroorganizmy
stosowane komercyjnie jako probiotyki nalezg gtéwnie do rodzaju Lactobacillus-
migdzy innymi L. acidophilus, L. rhamnosus, L. casei, L. plantarum, L. bulgaricus,
L. delbrueckii, L. helveticus (Florou- Paneri i in., 2013. Jako probiotyk w opiece
zdrowotnej stosowany jest takze Lactobacillus reuteri (Vollenweider i Lacroix 2004,
Goémez-Torres 1 in. 2014). Gatunek ten wytwarza reuteryng- zwigzek chemiczny
o wlasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych wobec niektorych bakterii Gram-do-
datnich i Gram-ujemnych, grzybdéw oraz pasozytow (Urbanska i Szajewska 2014).

5.4. ROLNICTWO

Pasze objetosciowe stanowig podstawowsa forme zywienia przezuwaczy w go-
spodarstwach rolnych i powinny odznacza¢ si¢ odpowiednig jakoscig, warto$cig
odzywcza oraz czystoscig mikrobiologiczna (Suterska i in. 2009). Kiszenie jest tra-
dycyjna, szeroko rozpowszechniong metoda konserwacji pasz. Proces ten zachodzi
samoistnie i naturalnie dzigki obecno$ci mikroorganizméw na materiale roslinnym,
ale moze by¢ rowniez wspomagany poprzez dodawanie preparatéw mikrobiolo-
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gicznych tzw. kultury starterowej (Zielinska i in. 2013). W sktad preparatow prze-
waznie wchodzg bakterie kwasu mlekowego nalezace do rodzajow Lactobacillus,
Enterococcus, Pediococcus, Lactococcus oraz Leuconostoc. W preparatach tego
typu oprocz samych bakterii moga znajdowac si¢ enzymy, ktore zwickszajg ilos¢
cukrow rozpuszczalnych (Wrobel 2012). Zastosowanie dodatku powoduje obnizenie
pH, zahamowanie wzrostu szkodliwych drobnoustrojow oraz zachowanie wartosci
odzywczej paszy. Uwaza sie, ze zywienie przezuwaczy kiszonkami, ktore zostaty
poddane dziataniu bakterii kwasu mlekowego, poza poprawa ich wydajnosci, wy-
wotuje dzialanie probiotyczne (Florou-Paneri i in. 2013). Przykltadowo w bada-
niach Paradhipta i wspotaut. stosowano dodatek szczepow Lactobacillus brevis oraz
L. buchnerii do kiszenia kukurydzy. Wykazano pozytywny wplyw tych bakterii na
zahamowanie wzrostu Fusarium graminearum oraz na trwatos¢ paszy (Paradhipta
iin. 2021). Badania z zastosowaniem tych dwoch gatunkow bakterii przeprowadzi-
ta Suterska wraz z zespolem. Stwierdzono synergistyczne oddzialywanie szczepow
L. plantarum 1 L. buchnerii jako dodatkow do kiszenia runi akowej na obnizenie
liczby plesni w kiszonkach oraz na zmniejszenie zawartosci ochranotoksyny A
(Suterska i in. 2009). Zhang i wspoétaut. badali wptyw szczepu Lactobacillus rham-
nosus GG na jakos¢ fermentacji kiszonki z kukurydzy. Po inokulacji szczepem
badacze odnotowali zahamowanie wzrostu grzybow powszechnie wystepujacych
w todygach kukurydzy, wiazanie mykotoksyn oraz zmniejszenie strat sktadnikow
odzywczych, co wplywato na jakos$¢ kiszonki (Zhang 1 in. 2023).

Na rynku dostepne sg preparaty mikrobiologiczne tzw. zakiszacze, ktore sg stoso-
wane do zakiszania pasz objetoSciowych (tab. 1.)

Tabela 1
Przyktady zakiszaczy bakteryjnych dostepnych na rynku

Preparat Sklad Roslina

Lactobacillus buchnerii
Propionibacterium thoenii
Propionibacterium acidilactici

Lactobacillus plantarum trawy, kukurydza, lucerna
Lactobacillus reuteri
Lactobacillus pentosus
Pediococcus pentosaceus

Zakiszacz premiks dodatkow
do kiszonki, Bosmed

EM Zakiszacz. Greenland wyspecjalizowane bakterie kwasu trawy, lucerna, kukurydza,

mlekowego mitéto, wystodki
Lactobacillus plantarum
Pediococcus acidilactici lucerna, trawy, zielonka z zyta,
Silomax, Osadowski Lactobacillus casei kukurydza, mieszanki ro$linne,
Lactobacillus brevis wystodki buraczane

Enterococcus faecium

Lactobacillus Paracasei
Farma Sil, Farma Pediococcus acidilactici
Lactobacillus plantarum

trawy, kukurydza, koniczyna,
zboza




Monografie i Rozprawy Naukowe 113

cd. tab. 1
Preparat Sklad Roslina
Enterococcus faecium
Pediococcus acidilactici zielonka z traw, lucerny,

Microsile, Polsil Lactobacillus plantarum mieszanek traw z motylkowymi

Lactobacillus casei 1 kukurydzy

Lactobacillus brevis
Microsile Stabilizator, Polsil Lactobacillus buchneri kukurydza

Enterococcus faecium
Lactobacillus casei
Zakiszacz Polmasil Extra Lactobacillus plantarum kukurydza
Pediococcus spp.
Lactobacillus buchneri

Coraz bardziej powszechne staje si¢ wykorzystywanie probiotykow jako dodat-
kéw do pasz dla zwierzat hodowlanych. Stosowane sa jako zamienniki dla wycofa-
nych w 2006 roku antybiotykowych stymulatorow wzrostu (Niwinska i in. 2018).
Jako probiotyki dla zwierzat stosowane sg miedzy innymi bakterie z rodzajow:
Lactobacillus (L. acidophilus, L. amylovorus, L. brevis, L. casei, L. fermentum.,
L. plantarum., L. ramnosus), Bifidobacterium (B. animals, B. lactis, B. longum, B. ter-
mophilliu), Streptococcus (S. infantarius, S. termophilus), Enterococcus (E. fecium,
E. faecalis), Pediococcus (P. acidilactici, P. pentosaceus), Lactococcus (L. lactis
subsp. cremoris, L. lactis subsp. lactis), Leuconostoc (L. citreum, L. lactis) (Galus-
Barchan i in. 2018). Probiotyki majg korzystny wptyw na sktad bakterii jelitowych,
co wiaze si¢ z efektywniejszym wykorzystywaniem skladnikéw pokarmowych za-
wartych w paszy. Skutecznie wplywaja na wzrost i rozwdj zwierzat, podnoszac efek-
tywno$¢ produkcji zwierzecej, a takze zmniejszaja podatno$¢ na infekcje (Kukier
i1in. 2018).

Badania naukowe wskazuja, ze bakterie kwasu mlekowego wykazuja dziatanie
antybakteryjne oraz przeciwgrzybicze, ktére moze znalez¢ zastosowanie w ochro-
nie ro$lin (Gwiazdowski i in. 2013). Powierzchnia produktéw rolnych skoloni-
zowana jest przez szereg drobnoustrojow. Zboza sg czesto narazone na porazenie
przez plesnie z rodzaju Fusarium, Penicillium czy Aspergillus. Zagrozenie stanowig
nie tylko same drobnoustroje patogenne, ktore moga uszkadza¢ ro$liny ale takze
produkowane przez nie mykotoksyny, ktére sg zwigzkami szkodliwymi dla ludzi
(Kluczynska 2013). Skazenie zywnoSci i pasz przez grzyby Fusarium graminearum
oraz produkowane przez nie toksyny uznaje si¢ za najwicksze globalne zagrozenie
(Ben Salah-Abbes i in. 2021). W wielu badaniach stwierdzono skuteczno$¢ szcze-
poOw Lactobacillus plantarum w zahamowani wzrostu grzybow i produkcji myko-
toksyn oraz w eliminacji istniejacych juz mykotoksyn poprzez ich wigzanie lub de-
gradacje (Li 1 in. 2023). Quattrini 1 wspodtaut. wykazali skuteczno$¢ szczepow tego
gatunku wyizolowanych ze zbdz i produktow mlecznych przeciwko grzybom Peni-
cillium roqueforti, Mucor circinelloides, Aspergillus flavus, A. niger oraz Fusarium
verticillioides. Ponadto stwierdzili umiarkowany spadek biodostepnosci alfatoksyny
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AFBI (Quattrini i in. 2018). W swoich badaniach Guimaraes i wspotaut. stwierdzili,
ze gatunek ten moze skutecznie hamowac wzrost Aspergillus flavus oraz produkcije
alfatoksyn (Guimaraes i in. 2018), natomiast Lappa wraz zespotem wykazali sku-
tecznos¢ L. plantarum wobec szczepow Aspergillus carbonarius, wyizolowanych
z owocOw winogron. Stwierdzili rowniez ograniczenie wytwarzania toksyn przez te
grzyby (Lappa i in. 2018). W kolejnych badaniach nad szczepami bakterii L. planta-
rum stwierdzono ich pozytywny wplyw na zahamowanie wzrostu grzyboéw z rodzaju
Fusarium. Pod wptywem dziatania tych bakterii stwierdzono zahamowanie wzrostu
Fusarium graminearum oraz produkcje mykotoksyn — zeareleonu (Ben Salah-Ab-
beés 1 in. 2021) oraz deoksyniwalenolu (Cao i in. 2021). W do$wiadczeniach Wei
oraz zespotu wykazano skutecznos$¢ L. plantarum w degradacji patuliny — mykotok-
syny wytwarzanej przez grzyby z rodzaju Aspergillus 1 Penicillium, wyst¢pujacej
gléwnie na jabtkach (Wei i in. 2020), natomiast De Simone i wspotaut. odnotowali
skutecznos¢ czesci badanych szczepow L. plantarum przeciwko Botrytis cinerea,
grzybowi wywotujacemu szara plesn na owocach (De Simone i in. 2021). Baffoni
i wspotaut. badali efektywnos¢ synergistycznego dzialania szczepow bakterii Lac-
tobacillus plantarum oraz Bacillus amyloliquefaciens na wzrost grzyboéw z rodza-
ju Fusarium. Stwierdzili skuteczno$¢ wspdlnego dziatania tych dwoch gatunkow
na rozwoj grzybow w warunkach polowych (Baffoni i in. 2015). Rowniez Gwiaz-
dowski i wspotaut. wykazali fungicystyczne dziatanie bakterii kwasu mlekowego
na grzyby z rodzaju Fusarium (Gwiazdowski i in. 2013) oraz na patogeny rzepaku
— Alternaria alternaria, A.brassicae, Leptosphaeria maculans, Pythium spp. oraz
Thanatephorus cucumeris (Gwiazdowski 1 in. 2015). Laury-Shaw oraz wspotaut.
zaobserwowali wyrazne zmniejszenie si¢ liczebnosci Escherichia coli na liSciach
szpinaku po zastosowaniu na ich powierzchni inokulum bakterii kwasu mlekowe-
go (Laury-Shaw i in. 2019). Shrestha wraz z zespotem wykazali antagonistyczne
oddzialywanie szczepu bakterii Lactobacillus sp., wyizolowanego z ryzosfery po-
midora, przeciwko patogennym bakteriom Ralstonia solanacearum, wywolujacym
chorob¢ o nazwie $luzak warzyw psiankowatych. Doswiadczenie przeprowadzone
zostalo na pomidorach oraz papryce, ktore zraszano roztworem badanego szczepu
(Shrestha i in. 2009). Blainski i wspotaut. zastosowali egzopolisacharydy (EPS) wy-
twarzane przez Lactobacillus plantarum w celu zwalczaniana pomidorach bakteryj-
nej plamisto$ci wywotanej przez Xanthomonas gardneri. Zaobserwowano znacznie
zmniejszenie nasilenia choroby w poréownaniu z probg kontrolng. Badania pokazaty
jednak, ze ochrona przed plamistoscig dotyczyta jedynie miejsc bezposredniej apli-
kacji EPS, w tym przypadku lisci pomidora (Blainski i in. 2018).

W literaturze mozemy rowniez znalez¢ doniesienia na temat wykorzystywania
bakterii kwasu mlekowego jako stymulatorow wzrostu. Limanska wraz zespotem
wykazata przyspieszenie kietkowania nasion pomidora po zastosowaniu moczenia
ich w zawiesinie Lactobacillus plantarum. Po inokulacji bakteriami zwigkszyla si¢
dlugos¢ pedow korzeni gltéwnych, pobocznych oraz wlosnikow (Limanska i in.
2013). Podobne badania przeprowadzili Konappa i wspotaut., w ktorych wykazano
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wzrost kietkowania nasion pomidora po zaprawieniu ich izolatami bakterii kwasu
mlekowego. Ponadto zastosowanie tych bakterii indukowato zwigkszenie produkcji
enzymow bioracych udziat w syntezie zwiazkow fenolowych o dziataniu antybak-
teryjnym. (Konappa i in., 2016). W badaniach Kang i zespolu zastosowano zaszcze-
pienie ogérka mikroorganizmami Rhodobacter sphaeroides, Lactobacillus planta-
rum i Sacharomyces cerecisiae. Stwierdzono znaczacy wplyw szczepienia na wzrost
oraz zawartos$¢ chlorofilu w roslinie (Kang i in. 2015).

Na liscie nawozowych produktow mikrobiologicznych IUNG-PIB znajduje si¢
16 preparatow zawierajacych bakterie kwasu mlekowego (tab. 2). Zaledwie w jednej
grupie preparatow — EmFarma, Ema5, EmFarma Plus — wystepuje pojedynczo Lac-
tobacillus plantarum. W pozostatych preparatach bakterie kwasu mlekowego sta-
nowig element konsorcjum z innymi mikroorganizmami. Lactobacillus plantarum
wykorzystywany jest do produkcji kiszonek. Jest to gatunek mezofilny, zdolny do
wzrostu w temperaturach 15-45°C oraz przy wartosci pH migdzy 4 a 9. Wykazuje
dziatanie ochronne przeciw drobnoustrojom patogennym (Todorov i Franco 2010).
Jest zdolny do produkcji bakteriocyn, majacych dziatanie zblizone do antybiotykow.
Dzigki swoim wilasciwosciom L. plantarum jest wszechstronnym mikroorganizmem
wystepujacym w réznych srodowiskach (Seddik i in. 2017).

Tabela 2
Przyktady preparatow zawierajacych bakterie mlekowe wspomagajacych wzrost roslin
(na podstawie wykazu nawozowych produktow mikrobiologicznych, IUNG-PIB)

Preparat Sklad Zastosowanie Dzialanie
(wg producenta)

szybszy rozktad organicznej

polowe, biomasy na prochnicgi
. warzywnicze, c%ostf;pne dla roéh{l.skladmklr .
bakterie kwasu sadownicze, rosliny odz.ywczle; w;rost roznorod}}osm

Fundamental oD ozdobne, trawniki, blOIOgIC.ZI.leJ dr(?bnopstrOJow

Saccharomyces sp. L0 w glebie; zaktocenie cyklu

Rhodopseudomonas sp. uzytki 21.elone, zycia patogenow glebowych;
ogrodnictwo wigksza dostepnos¢ sktadnikow
hobbystyczne, odzywczych; poprawa struktury

gleby
fungicyd; pobudzenie
naturalnego systemu obronnego
ro$liny;
Lactobacillus fermentum polowe, konkurencja z grzybem o

BioKURATOR Lactochzllus casei warzywnicze, skla(iifn%(l odzywcze c'loste;pne

Lactobacillus plantarum | sadownicze, rosliny na lisciu — zaburzenie cyklu

Saccharomyces sp. ozdobne Zyciowego patogenicznego

grzyba; redukcja ,,stresu
sadzeniowego”’; szybszy rozktad
resztek pozniwnych
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cd. tab. 2

Preparat

Sklad

Zastosowanie

Dzialanie
(wg producenta)

BaktoTarcza O

Bacillus sp.
Pseudomonas sp.
Lactobacillus sp.
Streptomyces sp.

warzywnicze,

sadownicze, rosliny

ozdobne, pod
ostonami,

probiotyk dla roslin; poprawia

zdrowotnos$¢; stymuluje wzrost

ro$lin; wspomaga regeneracje
roslin po czynnikach stresowych

BaktoTarcza P

Bacillus sp.
Pseudomonas sp.
Lactobacillus sp.

polowe

probiotyk dla roslin; poprawia

zdrowotno$¢; stymuluje wzrost

ro$lin; wspomaga regeneracje
roslin po czynnikach stresowych

Gard G

Bacillus sp.
Pseudomonas sp.
Lactobacillus sp.
Streptomyces sp.

pod ostonami

probiotyk dla roslin; stymuluje
wzrost i rozwoj roslin, indukuje
naturalng odpornos¢, korzystnie
wplywa na wysokosc¢ 1 jakosé
plonu

Gard T

Bacillus sp.
Pseudomonas sp.
Lactobacillus sp.

polowe

odbudowuje fylosfere roslin,
wzrost jakosci 1 iloéci plonow,
redukcja wystepowania chorob
ro$lin, stymulacja wzrostu
ro$lin, lepsze odzywienie
ro$lin, ograniczenie stosowania
srodkéw ochrony rolin, redukcja
wystepowania mykotoksyn
W ziarnie, wspomaganie
regeneracji roslin

Ema5

Lactobacillus plantarum

polowe,
warzywnicze,
sadownicze,
ro$liny ozdobne,
trawniki, uzytki
zielone, uprawy
ekologiczne

tworzy biofilm, ktory
zabezpiecza rosliny przed
stresem abiotycznym, dba
o rownowage w mikrobiomie
ro$liny i gleby, intensyfikuje
procesy mikrobiologiczne
w glebie, ogranicza patogenna
mikroflorg w glebie i na
ros$linie, przywraca do obiegu
trudnodostepne sktadniki

EmFarma,
EmFarma Plus

Lactobacillus plantarum

polowe,
warzywnicze,

sadownicze, rosliny
ozdobne, trawniki,

uzytki zielone

optymalizuje rozktad materii
organicznej, kondycjonuje glebe,
zwigksza zawarto$¢ prochnicy
i wody w glebie, intensyfikuje
procesy mikrobiologiczne
w glebie i przywraca do obiegu
trudno dostgpne sktadniki,
aktywuje fermentacj¢ gnojowicy,
obornika i odciekow, poprawia
proces kompostowania,
przyspiesza rozktad pozostatosci
po pestycydach w glebie
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Bacillus sp.

cd. tab. 2
Preparat Sklad Zastosowanie Dzialanie
(wg producenta)
Lactobacillus sp. ) ) ) )
Lacticaseibacillus sp. polowe, ograniczenie rozwoju patogenow
Limosilactobacillus warzywnicze, grzy'bo.wych‘l bakteryjnych,
Microbiotix sp. Rhodococcus sp. | sadownicze, rosliny przys]pj) 1fszegle blergraQaCJl
Complex Rodhopseudomonas ozdobne, trawniki, prS;y:p?;cZJ; (;ff:glslf rz(l)léelji’n
Janowiec uzytki zielone, lasy, | qostarcza cennych sktadnikéw
Saccharomyces sp. remediacja gleb dlla medlin
Bacillus sp.
Bifidobacterium animalis
Bifidobacterium bifidum
Limosilactobacillus
fermentum . .
Lacticaseibacillus polowe, poprawa zyznosct 1 struktut."y
hamMNosus warzywnicze, gleby, neutrallzgcla bak’teru
Elbio Terra Ivo | Lactobacillus plantarum | sadownicze, rosliny odgleb(?wych ! ng)./bow .
.. .” | chorobotworczych, zwigkszenie
Rhodopseudomonas ozdobne, trawniki, dostepnosci skladnikéw
palustris uzytki zielone, lasy
Saccharomyces pokarmowych
cerevisiae
Bacillus subtilis
Bacillus licheniformis
Lactobacillus fermentum polowe,
Lactobacillus casei warzywnicze, tworzy film biologiczny,
Lactobacillus plantarum sadownicze, roéliny kt(')ry nie pozwala na ekspansj@
Microbiotix Entherococcus faecium | ozdobne, trawniki, grzybow 1 bakterii
Prevent Saccharomyces uzytki zielone, chorobotworczych, przyspiesza
cerevisiae lasy, remediacja | wzrost roslin, dostarcza cennych
Bacillus subtilis gleb, uprawy sktadnikow dla roslin
Bacillus lichenifirmis ekologiczne
Lactobacillus sp. polowe biologiczna ochrona przed
Elbio Entherococcus sp. S chorobami grzybowymi;
Fungibactis Saccharomyces sp. “;Zi:gggg;:’ ogranicza pozostato$ci

mykotoksyn

Badania wykazuja, ze dodatek izolatow bakterii z rodzaju Lactobacillus plan-
tarum, L. acidophilus, L. buchneri. L. delbrueckii, L. paraplantarum, L. pentosus,
Bifidobacterium bifidus zwigksza w roslinie zawarto$¢ weglowodanow, sktadnikow
odzywczych takich jak magnez, azot i fosfor, substancji przeciwutleniajacych oraz
chlorofilu i karotenoidow. Prowadzi to do poprawy jakosci ro$lin oraz zwigkszenia
produktywnosci i plonu (Hamid i in. 2021).
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6. PODSUMOWANIE

Stosowanie w uprawie roslin nawozow mineralnych oraz srodkéw ochrony roslin
stanowi zrodto zanieczyszczen gleby oraz wod powierzchniowych i podziemnych.
Preparaty mikrobiologiczne zyskujg coraz wicksza popularno$¢ poniewaz stanowig
alternatywe dla konwencjonalnego nawozenia. Corocznie odnotowuje si¢ wzrost
ich sprzedazy, jednak nadal stanowig one utamek w poréwnaniu do sprzedazy che-
micznych $rodkow ochrony roslin (Sosnowska 2019). Bakterie kwasu mlekowego
sg wykorzystywane jako sktadnik preparatow mikrobiologicznych, ze wzgledu na
swoje wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe oraz bezpieczenstwo stosowania. Chro-
nig ro$liny przed rozwojem mikroorganizméw patogennych i mogg by¢ stosowane
jako profilaktyka zakazen.
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1. WSTEP

Grzyby sa krolestwem zaliczanym do eukariantow wykazujacym szereg roznic
morfologicznych oraz ekologicznych. Szacuje si¢, ze wérod grzyboéw wyrdznia si¢
od 1,5 do 7,1 miliona gatunkow z czego okoto 60 000 zostato juz opisane. Wysoka
liczebnos¢ grzybow odzwierciedla ich réznorodnos¢. Zalicza si¢ tu jednokomorko-
we organizmy jak drozdze czy wielokomodrkowe organizmy jak grzyby strzepkowe,
w tym grzyby makroskopowe tworzace owocniki. Grzyby zasiedlajg wigkszo$¢ sro-
dowisk chociaz gtownie sg to ekosystemy ladowe.Biora udziatw obiegu sktadnikow
odzywczych. Moga by¢ patogenami, pasozytami lub symbiontami innych organi-
zméw. Badacze coraz czgéciej podejmujg si¢ wykorzystywania grzybow jako po-
tencjalnych czynnikow biokontroli. Przeprowadzane dotychczas eksperymenty do-
tycza grzybow mykoryzowych, grzybow endofitycznych oraz grzybow entomopato-
genicznych gltdwnie ze wzgledu na mozliwosé skutecznego zwalczania patogenow
i szkodnikow roslinnych oraz pozytywanego dziatania na sama rosling.

2. GRZYBY MYKORYZOWE

Stowo mykoryza zostato poraz pierwszy uzyte w 1885 roku przez niemieckie-
go badacza A.B. Franka (Zydlik 2013, Nath i Meena 2018). Pochodzi od greckich
stow ,,mycos” czyli grzyb i ,,thiza” czyli korzenie (Krupa 2010, Nath i Meena 2018,
Santoyo iin. 2021). Mykoryza jest zatem silnym zwigzkiem symbiotycznym miedzy
grzybami zyjacymi w glebie a korzeniami roslin (Dighton 2009, Nath i Meena 2018,
Bertini i Azevedo 2022). Powstajaca dzigki mykoryzie struktura umozliwia czerpa-
nie korzySci obu partnerom, stad ich zwigzek ma charakter mutualistyczny (Krupa
2010, Poonam i in. 2014, Nath i Meena 2018). Wyr6zniamy cztery typy mykoryzy:
mykoryze zewngtrzng (ektomykoryze), mykoryze wewnetrzna (endomikoryzg), ek-
tendomykoryze oraz mykoryzeperytroficzng (Krupa 2010, Poonam i in. 2014).

Ektomykoryza tworzona jest przez grzyby nalezace do Basidiomycotina, Asco-
mycotina 1 niektore Zygomycotina. Wigkszo$¢ z nich to pospolite grzyby lesne
(np. Russula, Hebeloma, Cortinarius, Lactarius, Laccaria, Amanita 1 Lycoperdon)
oraz trufle (np. Tuber) (Dighton 2009, Dominguez-Nuiiez i Albanesi 2020). Wyste-
puja gtéwnie w chtodniejszych regionach i ekosystemach o niskiej réznorodnosci
gatunkowej gospodarzy, np. w lasach strefy umiarkowanej i borealnej (Brundrett
2009, Gorzelak i in. 2015). Znajdziemy ja u roslin okrytozalagzkowych i nagoza-
lazkowych (Krupa 2010), gtownie wsroddrzew takich jak sosna, dab i buk (Kuyper
iin. 2023). Strzepki grzybow ektomykoryzowych tworza ptaszcz ostonkowy (muf-
ke) w postaci luznego splotu lub ustrukturyzowanej wielowarstwowej warstwy ko-
morek nazywanych tkanka pseudoparenchymatyczng. Ptaszcz ostonkowy transpor-
tuje wode do gospodarza roslinnego. Strzgpki tworza réwniez struktur¢ nazywang
siecig Hartiga, ktora u roélin okrytonasiennych rozwija si¢ wokot komoérek naskorka
z kolei u ro$lin nagonasiennych rozwija si¢ wokol komorek naskorka i kory. War-
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stwa ta przenika w kierunku endodermy i transportuje sktadniki odzywcze do obu
partnerow (Dighton 2009, Dominguez-Nuiiez i Albanesi, 2020, Mishra i in. 2023).

Relacja migdzy grzybami ektomykoryzowymi a rosling moze mie¢ rozny charak-
ter. Mykoryza obligatoryjna jest niezbedna ro§linom do przetrwania i osiagniecia doj-
rzato$cirozrodczej. Gatunkami obligatoryjnymi sa sosnazwyczajna, dab szyputkowy,
swierk pospolity i buk zwyczajny. Gatunkami fakultatywnymi sa olsza czarna, brzoza
brodawkowata i wierzba. Powstanie mykoryzy fakultatywnej zalezy od warunkow
srodowiska, szczegolnie od warunkéw glebowych. Rosliny niemykoryzowe to takie
ktorych korzenie hamujg kolonizacje przez grzyby mykoryzowe, przynajmniej gdy
sagmtode i zdrowe. Rzadko do roslin niemykoryzowych zalicza si¢ drzewa. Wilacza si¢
do nich rosliny rolnicze i ogrodnicze nalezace do rodzin Chenopodiaceae, Amaran-
thaceae, Caryophyllaceae, Polygonaceae, Brassicaceae, Scrophulariaceae, Com-
melinaceae, Juncaceae i Cyperaceae (Brundrett 1 in. 1996, Grzywacz 2007, Krupa
2010, Jas i Matolepsza 2017, Laska i in. 2017).

Endomykoryza nazywana jest mykoryza wewnetrzng lub mykoryzaabulskular-
ng, dawniej nazywana takze mykoryza pecherzykowo-albuskularng (Szabla i Pabian
2003, Lack i Evans 2003, Ghosh i Panja 2021). Grzyby endomykoryzowe domi-
nuja w cieptym klimacie i ekosystemach bogatych wréznegatunki ro$lin, takich
jak lasy tropikalne (Figueiredo i in. 2021). Mykoryza abuskularna cze¢sto opisywa-
na jest wsrod roslin uprawnych (Velmourougane i in. 2017) w tym warzyw oraz
ros$lin ogrodniczych. Szacuje si¢, ze rosliny wchodzace w relacje symbiotyczne
z grzybami mykoryzyarbuskularnej stanowig ponad 70% roslin ladowych (Akhtar
i Abdullah 2014, Emmanuel i Babalola 2020).Powszechnymi rodzajami grzybow
tworzacymi mykoryze albuskularng sa: Acaulospora, Glomus, Gigaspora, Entro-
phospora 1 Scutellospora (Kaur i Garg 2022). Przytwierdzenie grzyba mykoryzo-
wego do powierzchni epidermy korzenia rosliny jest mozliwe dzigki wytwarzanym
przez zarodnik hyfopodium (Jas i Matolepsza 2017). W skutek mikoryzy arbuskular-
nej powstajg wewnatrzkomorkowe arbuskuty lub zwoje strzepekw komorkach kory
korzenia, strzepki miedzykomoérkowe w korze oraz rozciagajaca sie¢ w glebie grzyb-
nia. Arbuskule oraz zwoje strzepek sa aktywne przez okoto 7 dni i odpowiedzialne
za wymiang substancji odzywczych z gospodarzem ros§linnym. Niektore endomy-
koryzowe grzyby sa zdolne do wytwarzania pecherzykow nazywanych wezikula-
mi. Powstaja w komorkach kory korzenia lub pomigdzy nimi. Jako organy bogate
w lipidy petnig funkcje magazynujace (rys. 1) (Sullia i in. 1991, Begum i in. 2019,
Dey i1 Ghosh 2022, Gabardii in. 2022, Marschner 2022).
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Kietkujacy zarodnik grzyba
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Rys. 1. Droga wnikania strz¢pek grzyba mykoryzowego do wnetrza korzenia rosliny

Ektendomykoryza charakteryzuje si¢ wystepowaniem struktur charakterystycz-
nych dla ektomykoryzy oraz endomykoryzy. Grzyby wytwarzaja ptaszcz ostonko-
wy, migdzykomorkowa sie¢ Hartiga oraz strzepki wnikajagce do wnetrza komorek.
Wigkszo$¢ symbioz ektendomykoryzowych jest determinowana przez grzyby Asco-
mycetes z rodzaju Wilcoxina oraz przez przedstawicieli z rzedow Pezizales 1 Le-
otiales. Gospodarzami roslinnymi tych grzybow sa najczesciej Ericaceae, Pinaceae
i Monotropaceae (tab. 1) (Szabla i Pabian 2003, Krupa 2010, Gabardi i in. 2022).

W mykoryzie perytroficznej grzyby rosna na powierzchni roslin lub strefie przy-
korzeniowej. Nie obserwuje si¢ jednak wiezi anatomicznej pomiedzy partnerami.
Ten typ symbiozy dzieki wydzielanym przez grzyby substancjom zmienia sktad
chemiczny gleby co oddziatuje na strefe przykorzeniowa roslin. Stad czesto pet-
nig role buforéow glebowego pH (Manka 2005, Krupa 2010, Hotubowicz-Kliza
i Niedzwiecki 2021).

Grzyby mykoryzowe rzadko sa specyficzne wytacznie dla jednego gospodarza,
oznacza to, ze jeden gatunek grzyba mykoryzowego jest w stanie skolonizowac kil-
ka gatunkow roslin. Po kolonizacji grzybnia jest w stanie rosna¢ na duze odlegtosci
w glebie przez co moze zasiedla¢ korzenie roslin sasiednich tego samego lub r6z-
nych gatunkéw. Rosliny te staja si¢ potaczone przez tzw.wspolna sie¢ mikoryzowa
(CMN ang. Common Mycorrhizal Networks) (Figueiredo i in. 2021), ktéra uwazana
jest za podstawowy sktadnik ekosystemu ladowego. Czynniki takie jak zyznos$¢ gle-
by, dostepnos¢ zasobow, genotyp zywiciela lub mykosymbionta, zmienno$¢ sezono-
wa decyduja o powstawaniu i charakterze sieci. CMN umozliwia transport fosforu
oraz azotu na duze odleglosci przez ekosystemy glebowe i wymiang sygnatow mig-
dzy polaczonymi roslinami. Tworza ja rosliny autotroficzne, myko-heteretrofyoraz
czgsciowe myko-heteretrofy. Te potaczenia zapewniaja wiekszg szans¢ na przetrwa-
nie i wzrost, co daje réznorodnej gatunkowo grupie wspolna stabilnos¢ w zmienia-
jacych sie warunkach srodowiska (Simard i in. 2012, Biicking i in. 2016, Begum
iin. 2019).
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Tabela 1
Poréwnanie ektomykoryzy, endomykoryzy oraz ektendomykoryzy ze wzgledu na sposob
kolonizacji, charakterystyczne struktury, srodowisko wystepowania oraz gospodarzy

Endomykoryza Ektendomykoryza
Ektomykoryza (Mykoryza (Mykoryza Literatura
arbuskularna) erikoidalna)
Kolonizacja
Sposob Kolonizacja Kolonizacja zewnatrzkomorkowa
kolonizacji pozakomoérkowa | wewnatrzkomorkowa oraz
wewnatrzkomorkowa
Plaszez - Plaszcz ostonkowy
Charakterystyczne ostonko - Arbuskuty - Sie¢ Hartiga )
struktury Sieé Harvriya - Wesikuty - Strzepki Man.ka 2005,
& wewnatrzkomorkowe | Dighton
. 2009,
Przewaza .
w chlodniejszym Taylor i
o Dominuje . in. 2009,
‘ . klimacie np. . . . Torfowiska
Srodowisko w cieptym klimacie . . Sumorok
w lasach strefy . i wrzosowiska ..
. . np. lasy tropikalne iin. 2009,
umiarkowanej
i borealne;j Krupa 2010,
Marschner
Cf}()wnie 2012,
s Pinaceae, Krzewy iroéliny | Ericaceae, Pinaceae | Boeraeve
Gospodarz ro$liny Betulaceae, o . iin. 2022
lisciaste i Monotropaceae :
Fagaceae,
Salicaceae
Basidiomycota,
Gospodarz A'scc.)my (,:Ota Glomeromycota Ascomycetes
grzybowy i niektore
Zygomycota

2.1. WYKORZYTANIE GRZYBOW MYKORYZOWYCH
W PRAKTYKACH ROLNICZYCH

Coraz wigksze zainteresowanie zrownowazonym rozwojem systemow produkeji
warzyw prowadzi do ograniczenia stosowania chemicznych srodkéw ochrony ro-
$lin z jednoczesnym uzyskaniem wysokiej jakosci upraw (Abdul-Baki i in. 1996).
W tym celu opracowuje si¢ biopreparaty, ktérych sktadnikami sg zywe organizmy
lub produkty ich metabolizmu. Poszukuje si¢ mikroorganizméw wywierajacy ko-
rzystny wptyw na uprawy (Guo i in. 2020, Toader i in. 2020). Preparaty na bazie
grzybdéw mykoryzowych dostgpne sa w postaci statej (proszku lub granulatu) oraz
w postaci plynnej przy czym dominujaca formg jest proszek. Inokulanty mozna sto-
sowac doglebowo, z zaprawionymi nasionami, jednocze$nie z nawozami chemicz-
nymi lub zastosowa¢ dowolny sposrod wymienionych sposobow aplikacji. Sku-
tecznos¢ komercyjnych inokulantéw grzybdéw mykoryzowych uzalezniona jest od
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jakosci i ilosci inokulantow, zgodnosci z wlasciwosciami gleby, gatunkow uprawia-
nych roslin, rodzimych spoteczno$ci dorbnoustrojow, czynnikow srodowiskowych
i praktyk zarzadzania zyznoscig gleby rodzimej (Basiru i in. 2021).

Stosuje si¢ dwie techniczne metody wykorzystania grzybow mykoryzyarbusku-
larnej w praktykach rolniczych. Podejscie redukcjonistyczne zwane kontrolowang
mykoryzacja rozpoczyna si¢ od selekcji potencjalnych symbiontéw grzybowych,
ktéra dokonuje si¢ na podstawie przystosowania do specyficznych warunkéw $ro-
dowiska oraz uprawianej rosliny docelowej. Nastepnie inokuluje si¢ glebe uprawnag
i obserwuje reakcje rosliny gospodarza. Do oceny skuteczno$ci uzywa si¢ wskaz-
nikow takich jak odzywianie mineralne roslin, zdrowie ro$lin oraz fizjologia stre-
su roslinnego. W podejsciu holistycznym dokonuje si¢ mieszania gatunkow roslin
w systemie upraw, rotacji rosliny straczkowe/zboza oraz uprawy migdzyplonowe;j
ro$lin straczkowej 1 zboz. Przeprowadza si¢ zwigkszenie infekcyjnosci mykorzy-
owej gleby co daje zachowanie lub przywrocenie ushug ekosystemowych zaleznych
od grzyboéw mykoryzyarbuskularnej (Nasslahsen i in. 2022).

Dziatalno$¢ grzybow mykoryzowych jest wspomagana przez MHB (ang. Mycor-
rhizae helper bacteria). Do MHB zalicza si¢ bakterie zwigzane z korzeniami i grzy-
bami mykoryzowymi selektywnie promujace rozwdj symbiozy mykoryzowej albo
bakterie promujace interakcje ,,korzen-grzyb mykoryzowy”. Dzieli si¢ je na dwie
grupy: Gram-ujemne Proteobacteria oraz Gram-dodatnie Firmicutes i Actinobca-
teria (Tabela 2). Podstawg do rozrozniania tych bakterii jest r6zna lokalizacja wo-
kot systemow korzeniowych. MHB promujace mykoryzearbuskularng znajdziemy
w $cianach i cytoplazmie zarodnikow. Czynnikami wplywajacymi na kolonizacje¢
grzybow przez MHB s3a: sktad mikrobiomu glebowego, struktura gleby, konkurencja
o sktadniki odzywcze, stresy biotyczne i abiotyczne, specyficzno$¢ relacji migdzy
bakteriami a grzybami mykoryzowymi oraz mi¢dzy gatunkami i szczepy a takze
z korzeniami roslin. Trwaja badania nad wplywem MHB na kietkowanie zarodni-
kéw, wzrost grzybni, kolonizacje korzeni, roznorodno$¢ metaboliczng i biokontro-
lgchorob przenoszonych przez glebe. Poznana zostata rola MHB w wytwarzaniu
czynnikow wspomagajacych wzrost roslin, dzigki czemu zwigkszaja dostepnosé
sktadnikow odzywczych w glebie i ich pobieranie przez rosling (Rigamonte i in.
2010, Nasslahsen 1 in. 2022, Sangwan i Prasanna 2022, Shi i in. 2023). Paeniba-
cillusfavisporusi Paenibacillus rhisopherae sa bakteryjnym symbiontem grzyba
Glomus intraradices wchodzacego w mykoryze z Solanum lycopersicum. Udowod-
niono pozytwny wptyw bakterii na promowanie wzrostu korzenia, wzrost biomasy
oraz produkcj¢ IAA (Bidondo i in. 2011). Symbiontem grzyba Gigospora margari-
ta okazaty si¢ bakterie Bacillus sp. Gospodarzami roslinnymi sa Medicago sativa,
Sorghum bicolor, Zea mays. Zaobserwowano, ze MHB wptywaja na kietkowanie
zarodnikéw, poprawe wzrostu strzgpek, solubilizacje zdegradowanej chityny, Swie-
73 1 suchg masg liSci oraz §wiezg mase¢ korzeni (Long i in. 2017).
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Tabela 2
Podziat bakterii wspomagajacych mykoryze (MHB)
(Frey-Klett i in. 2007, Nasslahsen i in. 2022)

MHB
Gram-ujemne Gram-dodatnie
Proteobacteria Firmicutes Actinobcateria
Agrobacterium,
Azospirillum,
Azotobacter,
Burkholderia, Bacilluc, Rhodococcus,
Bradyrhizobium, Brevibacillus, Streptomyces,
Enterobacter, Paenibacillus Arthrobacter
Pseudomonas,
Klebsiella,
Rhizobium

2.2. ZNACZENIE INTERAKCJI GRZYB MYKORYZOWY-ROSLINA

Plantacje rolne rosnace w niesprzyjajacych warunkach wykazuja ograniczony
wzrost oraz zaburzony metabolizm wynikajace z ograniczenia pobierania makroele-
mentow i mikroelementow co przektada si¢ na spadek prawdopodobienstwa prze-
trwania populacji (Riaz i in. 2021). Wéréd roslin wchodzacych w relacjez grzyba-
mi mykoryzowymi obserwuje si¢ zwiekszong odpornos¢ na wptyw niekorzystnych
czynnikéw zewnetrznych m.in. podwyzszonego st¢zenia metali ciezkich w glebie
(Krupa 2010). Stopien zanieczyszczenia gleby zalezy od rodzaju metali cigzkich,
izolatu grzyba oraz gatunku ros$liny. Ztagodzenie toksycznosci metali cigzkich za-
chodzi poprzez zwickszona akumulacje w roslinach. Akumulowane sa m.in. cynk
(Zn), kadm (Cd), arsen (As) i selen (Se). Wyzsza zawartos¢ metali ciezkich stwier-
dza si¢ w korzeniach mykoryzowych, gdzie gromadzone sa gtownie w wewnatrz-
komoérkowych strukturach grzyboéw. Proces immobilizacji metali ciezkich w ko-
rzeniach roslin nazywa si¢ fitostabilizacja. Grzyby mykoryzowe moga ograniczaé
transport metali ciezkich do gospodarza roslinnego poprzez unieruchomienie ich
w grzybni zewnatrzkomodrkowej. Ponadtozabiegi mykoryzowe wptywaja na roz-
twor glebowyzmieniajac stopien rozpuszczalnosci metali ciezkich. Grzyby mykory-
zowe tagodza wplyw stresu metalicznego na rosliny poprzez stymulowanie odpor-
nosci roslin, zmiang toksycznosci metali cigzkich oraz promowanie wzrostu roslin
(Ferrol i in 2016, Kumar i Saxena 2019, Dahalaria i in. 2020, Riaz i in. 2021). Ba-
dania przeprowadzone przez Gonzales-Chavez i in. (2002) potwierdzity zdolnos¢
do gromadzenia Cu w grzybni zewnatrzkomoérkowej przez grzyby z rodzaju Glo-
mus. Do akumulowania Cu dochodzi w zewngtrznych $cianach strzepek, $cianie
komoérkowej strzepek i wewnatrz cytoplazmy strzgpek. Na podstawie innych badan
przeprowadzonych przez Turnau i Haselwandter (2002) okre$lono, ze okoto 70%
korzeni Fragaria vesca w glebie zanieczyszczonej Zn zostalo skolonizowanych
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przez Funneli formismosseae. Z kolei w badaniach przeprowadzonych przez Pirsa-
randib i in. (2022) stwierdzono, ze zwickszenie zawartosci Pb i Ni w glebie zmniej-
sza kolonizacj¢ korzeni przez grzyby mykoryzyarbuskularnej. Mimo to odnotowa-
no poprawe wzrostu oraz cech morfologicznych roslin mykoryzowych rosnacych
w zanieczyszczonej glebie w poréwnaniu z ros$linami niemykoryzowymi rosngcymi
w zanieczyszczonej glebie.

Arbuskularne grzyby mykoryzowe moga ochroni¢ rosling przed negatywnym
dziataniem suszy. Dzi¢ki tworzonej przez nie symbiozie potrafig zwigkszy¢ wymia-
ne gazowa, stosunek wody w lisciach, przewodnictwo w aparatach szparkowych
oraz szybko$¢ transpiracji (Morte 1 in. 2000, Mena-Violante i in. 2006). Utrzymuja
integralnos$¢ btony komoérkowej, poprawiajg pobor sktadnikow odzywczych i wody,
chronig aparat fotosyntetyczny przed stresem oksydacyjnym wywotanym suszg. Po-
prawiaja wydajno$¢ fotosyntezy, pozwalaja na akumulacj¢ hormonéw, osmolitow
i fenoli, a takze zmniejszajagromadzenie reaktywnych form tlenu (ROS) poprzez
zwigkszenie aktywnos$ci antyoksydacyjnej i ekspresji genow (Tang i in. 2022). Po-
nadto w natychmiastowych warunkach suszy poprawiaja wielkos$¢ i wydajnos¢ sys-
temu korzeniowego, wskaznik powierzchni liSci oraz biomase (Al-Karaki i in. 2004,
Gholamhoseini i in. 2013). Li 1 in. (2019) ocenili wptyw grzybéw mykoryzyarbu-
skularnej na tagodzenie stresu wywotanego suszg u traw C3 (Leymus chinensis) i C4
(Hemarthria altissima). Otrzymane wyniki sugerujg roznice w fizjologicznej odpo-
wiedzi na stres wodny migdzy podanymi roslinami. Ponadto wykazano, ze grzyby
mykoryzyarbuskularnej sg wazniejsze w odpornosci na stres wodny u L. chinensis
(roslina C3) niz u H. altissima (roslina C4). Rosliny typu C4 efektywnie pobie-
rajag wode i azot oraz wykazuja wigksza adaptacje do deficytu wody co wigze si¢
z wicksza odpornos¢ na susz¢ w poréwnaniu do roslin typu C3. Z kolei Lehnert i in.
(2018) przeprowadzili fenotypowanie 94 gatunkow pszenicy Triticumaestivum L.
w warunkach suszy i dobrego nawodnienia oraz w obecnosci i bez mykoryz. Oce-
nie poddawano plon ziarna, sktadniki plonu, cechy wynikajace z wystapienia suszy
i odpowiedz na mykoryzg. RoGwnoczesnie przeprowadzono genotypowanie, ktorego
wyniki wykorzystano do badan asocjacyjnych catego genomu. Badania pozwoli-
ly na zaobserwowanie poprawy tolerancji na stres suszy przez pszenice inokulo-
wang grzybami mykoryzowymi. Ponadto potwierdzono obecno$¢ regionow QTL
(ang. Quantitative Trait Loci) skorelowanych z odpowiedzia na stres suszy w obec-
no$ci mykoryzy.

Zasolenie gleby jest jednym z najwigkszych problemow wptywajacych na wy-
dajno$¢ rolnictwa. Dostgpne raporty wskazuja, ze uprawianie roslin na glebach
zasolonych prowadzi do stresu osmotycznego, pogroszeniafizycznych warunkow
gleby, zaburzenia odzywiania i toksyczno$ci oraz zmniejszonych plonow (Etesami
i Noori 2019). W zwiazku z tym poszukuje si¢ sposobéw na zwickszenie produkcji
roslinnej w glebach zasolonych. Jednym z nich jest wykorzystanie mykoryzyarbu-
skularnej (Santander i in. 2019). Badania przeprowadzone przez Ait-El-Mokhtar i in.
(2019) oceniaty wptyw zasolenia srodowiska na Phoenix dactylifera L.inokulowa-
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nego grzybami mykoryzyarbuskularnej. Kolonizacja korzeni przez grzyby pozwo-
lita ztagodzi¢ zmniejszenie zawartosci K, P i Ca. Poprawily si¢ stosunki Ca/Na 1 K/
Na. Wywarto to réwniez korzytsny wptyw na szybkosc¢ fotosyntezy, przewodnictwo
aparatow szparkowych i stosunki wody w liSciach rosliny.

Czynnikiem wplywajagcym na wydajnos¢ rolnictwa jest rowniez temperatura.
Wahania temperatury wptywaja negatywnie na procesy fizjologiczne roslin, szcze-
golnie fotosynteze, transpiracj¢, oddychanie i wydawanie plonow (Parthasarathi i in.
2022). Mykoryza arbuskularna wspomaga wzrost roslin w warunkach zbyt niskiej
oraz zbyt wysokiej temperatury w porowniu z roslinami, ktére nie wchodza w ten typ
reakcji symbiotycznej (Begum i in. 2019). Gavito i in. (2005) oceniali wptyw trzech
izolatow grzybdéw mykoryzowych: G.intraradices-DC1, G. proliferum-DC2 oraz
G. cerebriforme-DC2 na ro$liny w warunkach szoku temperaturowego. Uzyskane
dane pozwolity na okreslenie, Ze niskie temperatury (<15°C) negatywnie wplywaja
na rozw0j trzech izolatow. Wysoka temperatura (>24°C) negatywnie wptywa na je-
den izolat. Zaobserwowano, ze gospodarz roslinny w towarzystwie grzyboéw myko-
ryzowych wykazywal bezposrednie i posrednie odpowiedzi na zmiany temperatury,
niezaleznie od stanu fizjologicznego lub morfologicznego. Okreslono rowniez, ze
do mechanizmoéw odpowiedzi grzybow mykoryzowych na niestandardowe tempe-
ratury nalezy zmniejszone przemieszczanie si¢ C do odlegtych strzgpek pozakomor-
kowych.

Grzyby endomykoryzowe oraz ektomykoryzowe wyksztatcily rozne metody
ochrony korzeni roslin przed patogenami (Krupa 2010, Felfoldi i in. 2022). Kon-
kurujg z mikroorganizmami chorobotworczymi o sktadniki odzywcze produkowane
przez rosliny i miejsca kolonizacji w korzeniach. Stymuluja rosling do produkcji
i wydzielania zwigzkowo charakterze obronnym takich jak fitoeleksyny, feno-
le, kwas szczawiooctowy i inne. Produkuja biobdjcze dla patogenéw antybiotyki
(Krupa 2010, Sikes 2010, Dey i Ghosh 2022, Goiceoechea 2020). Grzyby ekto-
mykoryzowe tworza z roslinami mutke, ktora zabezpiecza korzen przed infekcja
powodowang przez patogeny np. Phytophthora Guercina atakujaca korzenie dgbu
(a w szczegolnosci Quercus robur) (Rudawska 2000, Krupa 2010). Wsréd drobno-
ustrojow przed ktorymi rosliny sg chronione przez grzyby endomykoryzowe znaj-
duja sie Fusarium oxysporym (atakujace truskawke, ogorki, ciecierzyce), Armillari
amellea w winorosli, Phytophthora parasitica w pomidorach, Aphanomyces eute-
iches w grochu lub Rhizoctonia solani w fasoli (Goiceoechea 2020).

3. GRZYBY ENDOFITYCZNE

Grzyby, ktore odbywaja swoj cykl zyciowy lub jego czes¢ wewnatrz tkanek ro-
slinnych bez wywotywania objawow chorobowych w gospodarzach nazywane sa
endofitami (z greckiego: endo — wewnatrz i phytos — roslina). Pojecie to zostato po
raz pierwszy wprowadzone przez de Bary’ego. Dzigki niemu odrdzniano endofity od
epifitow, czyli mikroorganizmow wystepujacych na powierzchni roslin (Kowalski
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i Tokarczuk 1993, Aly i in. 2013, Mikotajczak i in. 2021). ,,Typem dzikim” nazywa
si¢ endofity naturalnie wystepujace w przyrodzie. Cechujg si¢ zdolnoscig do nega-
tywnego oraz pozytywnego oddziatywania. Producenci preparatow mikrobiologicz-
nych dazg do uzyskania najwiekszych korzysci wynikajacych z wykorzytsaniaendo-
fitow jako czynnikow kontroli biologicznej. Wyeliminowanie negatywnych skutkow
mogacych wynika¢ ze stosowania tych mikroorganizmow stato si¢ glownym zada-
niem. W zwiazku z tym prowadzone sg prace nad wyselekcjonowaniem genotypow
o pozadanych cechach. Mimo duzego potencjatu komercjalizacja endofitdéw zostaje
ograniczona przez dtugotrwate procesy rejestracyjne (Koczwara i in. 2015).

Do cech charakterystycznych endofitow grzybowych nalezy wysoka biorozno-
rodno$¢. Ten sam gatunek rosliny moze by¢ zasiedlany przez rézne grzyby co zalezy
od czynnikow tj. warunki srodowiskowe oraz wiek gospodarza. Wystepuja w roz-
nych siedliskach — srodowiskach arktycznych, goracych pustyniach oraz lasach na-
morzynowych, tropikalnych i umiarkowanych. Chadha i in. (2015) oraz Lugtenberg
iin. (2016) podali, Ze poznanie roznorodnosci i rozmieszczenia na duzych obszarach
geograficznych pozostaje na wczesnym etapie i mozna potwierdzi¢ tylko niektore
informacje — obserwuje si¢ wysoka roznorodno$¢ grzybow endofitycznych w tro-
pikach w poréwnaniu do wyzszych szerokosci geograficznych. Grzyby endofitycz-
nenajczesdciej zaliczane sg gromady Ascomycota, gtdwnie do klas Sordariomycetes
i Dothideomycetes. Tworza interakcje z rosling o charakterze mutualistycznym za-
siedlajac komorki roslin oraz przestrzenie migdzykomorkowe. WedtugFesel 1 Zuc-
caro (2016) definicja endofitow nie odnosi si¢ wylacznie do ich funkcji 1 mikro-
organizmy te oprocz symbiontdéw komensalistycznych mogg by¢ patogenami lub
saprotrofami. Wykazujg genetyczne podobienstwo do patogendéw, co pozwala im
na stymulacje odporno$ci roslin. Do ich transmisji dochodzi w sposéb pionowy —
z rodzicoOw na potomstwo lub poziomy — migdzy dwoma osobnikami. W ciele go-
spodarza jednoczesnie moze znajdowac si¢ wiele mikroorganizméw endofitycz-
nych.Wigkszo$¢ wspotczesnych badan wskazuje na znaczenie tych mikroorgani-
zmdéw w przetrwaniu i zdrowiu ro$lin (Hartley i Gange 2009, Hodgson i in. 2014,
Koczwara 2015, Shahzad i in. 2018, Baron i Rigobelo 2021).

Ze wzgledu na ekologi¢ grzyby endofityczne dzieli si¢ na dwie grupy oraz IV
klasy. Pierwsza grupa to Clavicipitaceous (C) do ktorej zalicza si¢ klase 1. Naleza
tu grzyby Balansia spp., Acremonium coenophialum, Epichloe spp., Neotyphodium
coenophialum 1 Epichloe festucae. Ro$liny zywicielskie zalicza si¢ do rodziny Hy-
pocreales (trawy 1 turzyce). Druga grupa to Non-Clavicipitaceous (NC-endofity) do
ktorej nalezg pozostate klasy (11, III i IV). Specyficznymi endofitami grzybowymi sg
Fusarium culmorum, T. diccocoides, Curvularia protuberate, Colletotrichum spp.
i A. sharonensis, natomiast zywicielami rosliny nienaczyniowe, paprocie i drzewa
iglaste (Abramczyk i Gatazka 2016, Burragoni i Jeon 2021, Adeleke i in. 2022).
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3.1. INTERAKCJA GRZYB ENDOFITYCZNY-PATOGEN

Do mechanizmoéw obronnych wykazywanych przez grzyby endofityczne nale-
73 bezposrednio: konkurencja, antybioza i mykopasozytnictwo oraz posrednio: in-
dukcja odpornosciroslin (Akram i in. 2023). Konkurencja uniemozliwia patogenom
przeprowadzenie procesu kietkowania oraz infekcji dzigki wspotzawodniczeniu
z czynnikami biologicznej ochrony ro$lin o sktadniki odzywcze oraz miejsce wnik-
nigcia do organizmu gospodarza (Kordowska-Wiater 2011). Najczesciej zachodzi
w polaczeniu z innymi mechanizmami obronnymi. Ze wzgledu na lokalne dziata-
nie endofitow w konkurencji konieczne jest systematyczne kolonizowanie tkanek
w celu zwickszonej ochrony przed fitopatogenem (Fadiji i Babalola 2020). Wy-
kazano, ze grzyby endofityczne Heteroconium chaetopsira w wyniku kolonizacji
korzeni roslin oleistych ograniczaja objawy kity kapusty powodowanej przez pier-
wotniaka Plasmodiophora brassicae (Lahlali 1 in. 2014). Antybioza to zdolnos¢
grzybow endofitycznych do wytwarzania wtornych metabolitow, dzicki ktorym
potrafig kontrolowac patogeny roslinne (Adeleke i in. 2022). Szlaki syntezy grzy-
béw endofitycznych i powstajace dzigki nim substancje nie zostaly wystarczajaco
scharakteryzowane (Baron i in. 2022). Dla lepszego poznania budowy chemicznej
niektorych metabolitow wtornych zaleca si¢ przeglad Lugtenberga i in. (2016). In-
tensywnos$¢ wytwarzania metabolitow wtornych, w tym antybiotykow w §rodowi-
sku glebowym jest ograniczona w poréwnaniu z czystymi kulturami in vitro. Ko-
relacja ta zwigzana jest z dostepnoscig sktadnikow odzywczych. Dlatego obecnos¢
metabolitow wtormych produkowanych przez grzyby jest charakterystyczna dla
nisz ekologicznych bogatych w substraty niezb¢dne do ich produkcji (Wojtkowiak-
-Gebarowska 20006). Sclerotinia sclerotiorum jest grzybem powodujacym bia-
Ia plesn fasoli zwyklej (Phaseolusvulgaris L.). Przy sprzyjajacych warunkach dla
wzrostu powoduje nawet 100% straty w plonach. Dzigki wytwarzaniu i uwalnianiu
enzymow zewnatrzkomorkowych Purpureocillium lilacinum jest przyktadem grzy-
ba wykazujacym antybioz¢ w stosunku do S. Sclerotiorum (Elsherbiny i in. 2019).
Zaleznos$¢ grzyba pasozytniczego wzgledem grzyba zywiciela okresla si¢ jako my-
kopasozytnictwo (Kim i Vujanovic 2016), ktére obejmuje interakcje nekrotoro-
ficzne oraz biotroficzne. Mykopasozyty biotroficzne czerpia pozywienie z zywych
strzepek zywiciela, z ktorymi mogg zy¢ w zréwnowazonym zwigzku przez dluzsze
etapy ich cykli zyciowych. Zwykle wykazuja waski zakres zywicieli. W przeciwien-
stwie do biotrofow, mykopasozyty nekrotroficzne sa bardziej destrukcyjne i czgsto
niewyspecjalizowane. Wykazuja szeroki zakres zywicieli wsérod ktorych mozemy
znalez¢ patogeny roslinne. W skutek inwazji i wydzielania szkodliwych zwigzkow
zabijaja zywiciela, aby czerpa¢ uwolnione sktadniki odzywcze. Dzigki tym wtasci-
wosciom grzyby nekrotroficzne znalazty zastosowanie w biologicznym zwalczaniu
chordb roslin. Interakcja hemibiotroficzna taczy cechy dwoch powyzszych i polega
na poczatkowym utrzymywaniu przy zyciu zywiciela, by potem go zabi¢ (Kemen
i Jones 2012, Wojtasik i Kulma 2016, Karlsson i in. 2017, Rajarammohan 2021).
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W badaniach przeprowadzonych przez Cao i in. (2009) zaobserwowano mykopa-
sozytniczy charakter trzech grzyboéw wyizolowanych z Phragmitesaus tralis, ktore
penetrowaly i1 zwijaty si¢ wokot strzgpek patogenow glebowych w celu degrada-
cji cytoplazmy. Wykazano, ze w proces ten byly zaangazowane B-1,3-glukanazy
i zewnatrzkomorkowe enzymy degradujace $ciang komorkows.

Badania wskazuja, ze w zwalczaniu patogendéw endofity grzybowe wykorzystuja
potaczenie co njamniej dwoch mechanizméow. W zwigzku z przewazajaca lokalng
metoda kontroli obecnosci szkodliwych drobnoustrojow endofity musza systema-
tycznie kolonizowac czesci gospodarza o podwyzszonym narazeniu na atak patoge-
na (Fadiji i Babalola 2020). Lahlali i in. (2014) udowodnili, ze kolonizacja korzeni
rzepaku przez Heteroconium chaetospira nie byla skuteczna wobec zapobiegania
objawow wywotywanych przez maczniaka. Wskazuje to na ograniczenia w biokon-
troli spowodowane m.in. duzg liczbg mikroorganizmow wywolujacych chorobe.
Ponadto w badaniach Arnolda i in. (2003) zaobserwowano zredukowanie objawow
Phytopthora sp. przez zastosowanie dolistnych mieszanin endofitow lisci kakaowca,
co $wiadczy o konkurencji jako mechanizmie obrony. Stwierdzono rowniez wytwa-
rzanie aktywnych metabolitow przez niektore szczepy, co wskazuje na mozliwos¢
wystapienia dodatkowego mechanizmu obronnego poza konkurencja.

Grzyby endofityczne wykazuja zdolno$¢ do indukowania odporno$ci nabytej ro-
slin. Odporno$¢ ta przebiega w roznych obszarach rosliny stad dzielimy jg na od-
porno$¢ lokalng (LAR, ang. Local Acquired Resistance) zachodzaca w komorkach
otaczajacych miejsce infekcji oraz odpornos¢ systemiczng wystepujaca w czesciach
ros$linnych oddalonych od miejsca infekcji (Wojtasik i Kulma 2016). Odpornosé
systemiczna dzieli si¢ na trzy rodzaje, co wynika z réznic w $ciezkach regulacyj-
nych oraz rodzaju elicytora, czyli zwigzku uwalnianego przez grzyby indukujacego
mechanizmy odpornosci. Odpornos¢ ISR (ang. Induced Systemic Resistance) czyli
Indukowana Odpornos¢ Systemiczna jest skuteczna wobec patogendéw nekrotro-
ficznych, zalezy od kwasu jasmonowego oraz sygnalizacji etylenowej. SAR (ang.
Systemic Acquired Resistance), czyli Nabyta Odpornos$¢ Systemiczna jest skuteczna
wobec patogendéw biotroficznuch i jest aktywowana przez nagromadzenie kwasu
salicylowego. IR (ang. InducedResistance) czyli Odporno$¢ Indukowana jest sku-
teczna wobec patogendow biotroficznych i nekrotroficznych. IR jest stymulowana
przez kwas B-aminomastowy (BABA) a role czasteczki sygnalizacyjnej petni kwas
abscysynowy (ABA) (Choudhary i in. 2007, Jaroszuk-Sciset i Kurek 2012, Hartman
i1in. 2016, Nowaki in. 2022, Tyskiewicz 1 in. 2022, Reglinski i in. 2023).

3.2. INTERAKCJA ENDOFIT-ROSLINA

Grzyb w wyniku kontaktu z rosling moze dziata¢ jako patogen lub endofit,
a rodzaj relacji jaka tworzg zalezy od lokalnych abiotycznych czynnikow streso-
wych oraz genotypu zywiciela. W przewazajacej ilosci przypadkow grzyby zasie-
dlaja rosling jako endofity. Kolonizacja tkanek zywiciela przez endofity rozpoczyna
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si¢ wydzielaniem czasteczek sygnalowych przez rosling zywicielskg w skutek ataku
endofita 1 rozpoznania go przez gospodarza. Wysieki z korzeni roslin zywicielskich
sktadajace si¢ z licznych biomolekut, sktadnikow odzywczych i wody aktywuja od-
powiedZz chemotaktyczng endofitow przyciagajac je. Wptyw na wnikanie korzyst-
nych mikroorganizméw majg rowniez uktad odpornosciowy rosliny oraz roslinna
regulacja ekspresji genomu przeprowadzajacych kolonizacje drobnoustrojow endo-
fitycznych. Takze genotyp rosliny zywicielskiej znaczagco wptywa na spolecznos¢
mikrobiomow endosfery w roslinach zywicielskich (Akram i in. 2023). Powstajaca
interakcja pozytywnie wplywa na rosling. Obserwuje si¢ zwigkszong wrazliwo$¢ na
patogeny spowodowang aktywacja produkcji zwiazkéw obronnych oraz indukcja
odpornosci. Endofity grzybowe wytwarzaja zwiazki bioaktywne oraz enzymy ze-
wnatrzkomorkowe. Stymulujg wzrost rolin (PGP ang. Plant Growth Promoting)
poprzez produkcje fitohormonow np. gibereliny, kwasu indooctowego, cytokininy
oraz solubilizacj¢ fosforanow. Jednoczes$nie poprawiaja odzywianie przez dwukie-
runkowy transfer sktadnikow pokarmowych. Grzyby endofityczne reguluja wptyw
stresOw abiotycznych negatywnie oddziatujacych na rosling. Zwicksza tolerancje na
metale ciezkie (Cu, Zn i Pb), susze¢ oraz skutecznie konkuruja z grzybami saprobo-
wymi (rys. 2). Zwigzki produkowane przez endofity grzybowe znalazly zastosowa-
nie w obszarach pozamedycznych m.in. w rolnictwie (Abramczyk i1 Galgzka 2016,
Adnan 1 in. 2018, Khare i in. 2018, Rana i in. 2019, Getinger-Panek i Bednarek
2022, Akram i in. 2023).

Choroby pnia winorosli (GTD, ang. GrapevineTrunkDiseases) wywotywane sa
przez grzyby nalezace do rodzin Botryosphaeriaceae, Phaeomoniellaceae, Togni-
niaceae, Helotiales, Hymenochaetaceae, Stereaceae, Diatrypaceae, Pleurostomata-
ceae, Diaporthaceae. Grzyby te kolonizujg drewno organéw wielotnich co objawia
si¢ martwicg drewna, odbarwianiem drewna, infekcjami naczyniowymi i biatym
rozktadem. Do zewnatrznych objawow naleza m.in. opdznione pgkanie pakdw, ob-
umarte paki, zamieranie, zahamowanie rozwoju i chloroza. Choroba ta przyczynia
si¢ do utraty produktywnosci i ostatcznie $mierci winorosli (Mondello i in. 2018).
Wigkszos$¢ chorob pnia winoro$li (GTD) bylta kontrolowana przez stosowanie arse-
nianu sodu. Z wzgledu na negatywny wplyw arsenianiu sodu na zdrowie zostal on
zakazany co utrudnia zarzadzanie GTD przez brak metod o podobnej skutecznosci
(Trouvelot i in. 2023). Wykazano, ze grzyby endofityczne sa skuteczne w zwalcza-
niu GTD. Poprzez kolonizacj¢ zdrowych tkanek i brak wylowyania objawoéw cho-
robowych, potrafia nadawac¢ tolerancje¢ roslinom na stres srodowiskowy i patogeny.
Przyktadami grzybow zwalczajacymi patogeny GTD sa: Fusarium oxysporum, Tri-
choderma sp., Aspergillus niger, Penicillium sp., Clonostachysrosea i Epicocumni-
grum. Ich dziatanie polega na rywalizacji o sktadniki pokarmowe oraz przestrzen
do rozwoju z patogenami, dziatajac jako inhibitory wzrostu GTD (De Almeida i in.
2020).
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Korzyéci kolonizacji roslin przez grzyby endofityczne

‘ Bezpoirednie ‘ ‘ Poirednie
Dostarczaniz skladnilodw odiywezyeh- makroslementow Wtorne metabolity (Alkaloidy, steroidy, terpencidy i inne
1 mikrozlementos zawizrajaces lotnezwiazki orzaniczns

Altvwacja systemiczns] odpronoéci (ISR 1 SBAR)

Produlkeja fitohormongew (Kwas indolilooctowy, gibereliny,
evtokimy)

Siderofory

Ochrona przed stresami abiotyezmymi (susza, zasolaniz
temperatura i metals ciazld=)

Ochrona przed stresami biotveanyvmi (patogeny, roslino=roy
i nicizniz)

Rys. 2. Bezposrednie i posrednie korzysci roslinwynikajace z kolonizacji przez grzyby endofityczne
(Opracowanie wtasne na podstawie Baron i Rigobelo 2021, Akram i in. 2023)

4. GRZYBY ENTOMOPATOGENICZNE

Powaznym zagrozeniem dla rolnictwa sa szkodniki owadzie. Poprzez zerowa-
nie na podziemnych i nadziemnych czgsciach roslin wyrzadzaja znaczne szkody
w waznych gospodarczo uprawach. Ponadto niektére owady przenosza choroby ro-
$lin (Islam 1 in. 2021). Utrate globalnej rocznej produkcji roslinnej spowodowang
przez owady szacuje si¢ na 18—-26%, przy czym najwigksze straty (13—16%) obser-
wuje sie na polu, przed zniwami (Mantzoukas i Eliopoulos 2020). Entomopatoge-
nami okresla si¢ czynniki drobnoustrojowe (wirusy, bakterie, grzyby i pierwotnia-
ki) kontrolujace populacje szkodnikow owadzich (Roy i Cottrell 2008, Herzig i in.
2014, Jeer 2022). Terminem ,,grzyby entomoatogeniczne” okresla si¢ organizmy,
ktore wykazuja wlasciwosci chorobotworcze lub zaleznosci o charakterze pasozyt-
niczym wzgledem zywych stawonogow, glownie owadow i roztoczy. Ocenia sig, ze
choroby epizootyczne owadow i innych stawonogéw powodowane sa przez grzy-
by entomopatogeniczne w okoto 60%, co czyni je jednymi z najbardziej znanych
mikroorganizméw atakujacych szkodniki roslin (Zimowska i Krol 2019). Przeto-
mowym momentem w produkcji biopreparatéw z grzybami entomopatogeniczny-
mi byly badania przeprowadzone przez Miechnikova w 1872 r. Rosyjski badacz
wykorzystat Metarhizum anisopliae do zwalczania natanka (Anisoplia eaustiaca)
na zbozach. Jego wspotpracownik Krasilshichik w 1884 r. wykorzystat tego grzy-
ba do pozyskania zarodnikow, ktore zastosowatl w zwalczaniu szaraka komos$nika
(Bothynoderespunicti vetris) na burakach. Byly to pierwsze na $wiecie preparaty
mikrobiologiczne pozwalajace zwalcza¢ szkodniki roslin. W Polsce badania oce-
niajace wptyw szkodnikoéw na buraka prowadzili Danysz i Wize. Wydarzenia te za-
poczatkowaty poszukiwania skutecznych w zwalczaniu szkodnikow roslin izolatow
grzybowych (Sosonowska 2005).
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Stosowanie grzybow entomopatogenicznych jako sktadnik $rodkéw owado-
bojczych stalo si¢ powszechne dzigki tatwej dystrybucji, fatwym technikom pro-
dukcji oraz dostepnosci duzej liczby zidentyfikowanych szczepéw. W porownaniu
z chemicznymi $rodkami ochrony roslin sg precyzyjne, bezpieczne i zrobwnowa-
zone ekologicznie. Grzyby w przeciwienstwie do wiruséw i bakterii maja szeroki
zakres zywicieli. Infekuja szkodniki zyjace w glebie i poza nia (Deka i in. 2021,
Sharma i Sharma 2021). Podczas selekcjonowania szczepow bedacych sktadnikami
biopreparatow wazny jest wysoki poziom ich wirulencji. Istniejg rozne formy za-
stosowania grzybow entomopatogenicznych. Zarodniki sa stosowane w uprawach
zagrozonych masowym pojawianiem si¢ szkodnikow. Istnieje mozliwos¢ zastoso-
wania produkowanych przez grzyby toksycznych zwigzkow. Trwaja prace nad opra-
cowyaniem preparatow na ich bazie. Istotnym jest znalzenie metabolitow toksycz-
nych dla szkodnikéw owadzich i jednoczesnie bezpiecznych dla innych organizmow
(Wasilewska-Nascimento 2021).

Wsrdéd 31 rodzajow istniejagcych owadow, u 20 stwierdza si¢ znaczny stopien
zakazenia grzybami entomopatogenicznymi. Infekcji moga ulec wszystkie stadia
rozwojowe owada od jaj przez larwy, poczwarki, nimfy i osobniki doroste (Islam
iin. 2021). Szczepy grzybow najczesciej uzywane jako skladnik preparatow zwal-
czajacych owady atakujgce uprawy rolnicze nalezg do rodzajow Beauveria, Metarhi-
zium, Isaria, Hirsutella i Lecanicillium. Najczg$ciej badanymi gatunkami grzybow
sa: Beaveria bassiana, Isaria fumosorosea, Metarhizium anisopliae 1 Lecanicillium
Lucanii (Litwini in. 2020, Bamislie i in. 2021).

Stawonogi zostajg zainfekowane przez grzyby entomopatogeniczne przez kon-
takt z zarodnikami, ktore spotka¢ mozna na powierzchni roslin, w glebie oraz
w powietrzu. Moga zostaé przenoszone przez wiatr lub za posrednictwem martwych
cial owadow. Infekcja jest skuteczna wylacznie przy spetnieniu odpowiednich wa-
runkow tj. temperatura i wilgotno$¢ powietrza oraz bezposredni kontakt z cialem zy-
wiciela. Proces zakazenia jest dtugi i trwa od 6 do 14 dni. Cykl zyciowy rozpoczyna
si¢ od wykietkowania zarodnikéw na oskorku zywiciela. Nastgpnie powstaja struk-
tury penetracyjne np. appressoria, ktore przebijaja naskorek owada czgsto w miej-
scach gdzie powtoka ochronna jest ciensza. Etap ten wymaga wykorzystania przez
grzyby mechanizméw degradacji enzymatycznej (proteazy, esterazy, lipazy i chity-
nazy) oraz nacisku mechanicznego. Miejsca penetracji pojawiaja si¢ jako ciemne
i melanotyczne obszary naskorka. Grzyb namnaza si¢ w owadzim hemocelu poprzez
nitkowate strzepki, ktore przeksztalcajg si¢ w ciala strzgpkowe o cienkich $cianach
przypominajace drozdze lub protoplasty, ktore krazag w hemolimfie. Podczas infek-
cji zywiciel jest w stanie przemieszczac si¢ i zerowaé. Grzyby czesto wytwarzaja
toksyny inicjujace reakcje obronne przyspieszajac Smier¢ owada lub hamuja konku-
rencje ze strony innych drobnoustrojow. Po $mierci owada 1 wykorzystaniu sktad-
nikow odzywczych strzgpki wydostaja si¢ przez egzoszkielet w celu wytworzenia
i rozprzestrzenienia zarodnikow (rys. 3) (Shang i in. 2015, Mondali in. 2016, Sinha
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iin. 2016, Zimowska i Kroél 2019, Mantzoukas i Eliopoulos 2020, Sharma i Sharma
2021, Bava i in. 2022).

Ziemniak (Solanum tuberosum L.) jest jedna z najczgsciej uprawianych rosli-
nych bulwiastych. Zajmuje czwarte miejsce w rankingu najwazniejszych roslin
uprawnych i plasuje si¢ tuz przed pszenica, ryzem i kukurydzg. Ziemniak nalezy
do rodziny psiankowatych i rodzaju Solanum. Jego znaczenie wynika z szerokie-
go spektrum zastosowan jako: warzywo, sktadnik Zwynos$ci przetworzonej, sub-
strat w produkcji skrobi oraz napojow alkoholowych (Reddy i in. 2018). Stonka
zmieniaczana (Leptinostarsadecemilneata) jest jednym ze szkodnikdéw zerujacych
na ziemniakach. W Polsce po raz pierwszy odnotowano wystapienie stonki ziem-
niaczanej 50 km od Gorzowa w roku 1944 (Sosonowska i in. 2009). Doroste osob-
niki i larwy szkodnika Zeruja na liSciach ziemniakéw i moga powodowacé catkowita
defoliacje roslin ziemniaka, ze znacznymi stratami plonow siggajacymi nawet 60%
(Jacques 1 Fasulo 2015). Baki i in. (2021) ocenili skutecznos$¢ czternastu izolatow
grzybow entomatogenicznych Beauveriabassiana przeciwko stonce ziemniaczanej
(Leptinotarsa decemlineata). Na podstawie uzyskanych wynikow badan potwier-
dzono skutecznos$¢ niektorych z testowanych izolatow B. bassianaw zwalczaniu
stonki ziemniaczanej. Wykazano jednak réznice w zjadliwosci izolatow testowa-
nych na podtozach statych. Stwierdzono réwniez r6zng wrazliwos¢ stadiow stonki
ziemniaczanej na izolaty B. bassiana. Jaja miaty ogarniczong podatnos¢ na infekcje
natomiast osobniki doroste wykazywaly podatno$¢ nizsza niz larwy. Wyzszg $mier-
telnos¢ uzyskano u larw mtodszych w poro6wnaniu z najstarszymi.

Cykl zyciowy
grzybow entomopatogenicznych
na owadach

LN

Przyczepicnic zarodnikow

A\t

Smieré owada i zarodnikowanie

L

Kielkowanie zarodnikow i penetracja
Rys. 3. Schemat infekcji owadow przez grzyby entompatogeniczne

(opracowanie wlasne na podstawie Sinha i in. 2016)

Oprdczdziataniaowadobdjczego grzybyentomopatogenicznepetnigrolgendofitow,
gatunkdw antagonistycznych oraz wspomagaja wzrost roslin i kolonizacje ryzosfery.
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W ten sposob zapewniaja ochrong przed stresami biotycznymi (dziataniem szko-
dnikow 1 choréb) oraz stresami abiotycznymi (deficyt wody, niedobor sktadni-
kéw odzywcezych i inne) (Zimowska 1 Krél 2019, Quesada-Moraga 2020). Bing
i Lewis (1991) jako pierwsi opisali endofityczny charakter grzybow entomopato-
genicznych wyizolowanych z kukurydzy wykazujacych potencjal do biokontroli.
Traktowanie roslin w czasie siewu lub uprawy szczepami endofitycznymi pozwala
na trwatg ochrong ros$lin przez szkodnikami i patogenami (Bruck 2010, Zimowska
i Krol 2019). Na stopien kolonizacji tkanek i organow oraz trwalos¢ grzyba w cza-
sie wptywajg czynniki takie jak gatunek rosliny, szczep grzyba entomopatogenne-
go oraz sposob kolonizacji tkanek roslinnych (od miejscowej do ogoélnoutsrojowe;j)
(Quesada-Moraga i in. 2022).

Bauveria bassiana zostata zidentyfikowana jako endofit u okoto 25 gatunkéw
ro$lin. Kolonizuje na przyktad cebulg, pomidory, winogrona, pszenice, kukurydzg,
fasole czy ziemniaki. Potrafi zwalcza¢ szkodniki oraz grzybicze patogeny roslin.
Jej obecnos¢ stwierdza si¢ w lisciach oraz pedach rosliny — gospodarza co wzmac-
nia odpornos$¢ na owady oraz pozytywnie wptywa na reakcje obronne rosliny i thu-
mi czynniki chorobotworcze. Wykazuje r6zne mechanizmy antagonizmu takie jak
konkurencja, antybioza, mykopasozytnictwo i indukowana odporno$¢ systemowa.
Dzigki tworzeniu ztozonych relacji z roslinami wspomaga ich wzrost. Uwaza sig, ze
B. bassiana dostarcza swojemu zywicielowi (roslina) azot pochodzacy z zaatakowa-
nych owadow, zywiciel w zamian dostarcza substancje bogate w wegiel (Zimowska
1 Krol 2019, Barra-Bucarei 1 in. 2020, Litwin 1 in. 2020, Sharma i Sharma 2021,
Liu i in. 2022). Do endofitycznych grzybow chorobotworczych dla owadow nale-
73 Metarhizium spp.. Charakteryzuja si¢ szerokim zakresem zywicieli stawonogow
i dobrym przystosowywaniem do agroekosystemow. Kilka z nich naturalnie taczy
si¢ z korzeniami traw, krzewow, zi6t i drzew w warunkach polowych. Udowodnio-
no, ze Metarhizium robertsii jest endofitem pomidora, soi, pszenicy, bobu, kapusty
oraz fasoli szparagowej (Meylin i Eilrnberg 2007, Fisher i in. 2011, Wyrebek 1 in.
2011, Tiago i in. 2014, Ponchon i in. 2022). Ahmad i in. (2022) przeprowadzili ba-
dania, w ktorych ocenili modulowanie mechanizméw obronnych kukurydzy zaka-
zonej Cochliobolus heterostrophus przez M. robertsii. Uzyskane wyniki sugeruja,
ze endofityczne M. robertsii moze promowac¢ wzrost kukurydzy i ograniczaé roz-
woj potudniowej zarazy lisci kukurydzy (SCLB, ang. Southern Corn Leaf Blight)
prawdopodobnie przez indukowang opornos¢ ogdlnoustrojowa, w ktoérej posredni-
czy modulacja fitohormonow i ekspresja gendw zwigzanych z obrong i wzrostem
w kukurydzy. Nalezy podkresli¢, ze obecne badania odnosza si¢ do oceny dzialania
pojedynczych szczepow grzybow entomopatogenicznych na bakterie, grzyby czy
wirusy atakujace rosliny. Stwarza to potrzebe przeprowadzenia szczegotowego prze-
testowania interakcji ronych szczepow pod wzgledem dziatania synergistycznego
(Senthilkumar i in. 2014).



Monografie i Rozprawy Naukowe 141

5. PODUSMOWANIE

W zwiazku z rosngcym zapotrzebowaniem na produkcje zywno$cioraz nega-
tywnym wptywem na srodowisko oraz konsumentow poszukuje si¢ alternatywnych
w stosunku do chemicznych metod ochrony upraw rolnych. Srodki biologicznej
ochrony oprocz bezpieczenstwa zawieraja naturalne sktadniki, sg skuteczne wzgle-
dem zwalczania patogenow oraz wspomagajg wzrostroslin. Coraz cz¢stszymi sktad-
nikami biopreapartdowzostaja grzyby lub ich metabolity. W biopreparatach spotyka
si¢ grzyby mykoryzowe, grzyby ednofityczne oraz grzyby entomopatogeniczne.
Wsrdod grzybow mykoryzowych najpopularniejszymi sg grzyby mykoryzyarbusku-
larnej. Ocenia si¢ ich wplyw na zmniejszenie negatywnych skutkow zanieczysz-
czenia metalami cigzkimi gleby, suszy, zasolenia, temperatury oraz patogenow.
Grzyby endofityczne oprocz zwalczania patogenow pozytwnie wptywajg na rosling.
Poprawiajg jej odzywnianie przez stymulowanie wytwarzania fitohormonéw oraz
zmniejszaja wpltyw negatywnych czynnikéw srodowiska. Grzyby entomopatoge-
niczne skutecznie chronig uprawy przed szkodnikami czesto dodatkowo spetniajgc
role grzybow endofitycznych.Nalezy jednak pamigtac, ze skuteczno$é preparatow
z grzybami w warunkach in vitro moze ro6zni¢ si¢ od skutecznosci in vivo zaleznej
w duzym stopniu od czynnikow abiotycznych oraz biotycznych. Ponadto trzeba se-
lekcjonowac¢ mikroorganizmy i wybiera¢ te wywotujace najmniejsze reakcjeszkodli-
we. Ograniczenia ekonomiczne, spoteczne oraz polityczne sg kolejnymi aspektami
wplywajacymi na wdrazenie preparatoéw mikrobiologicznych.
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MYCORRHIZAL FUNGI, ENDOPHYTIC FUNGI
AND ENTOMOPATHOGENIC FUNGI AS A KOMPONENT
OF MICROBIAL PREPARATIONS USED IN AGRICULTURE

Summary

Keywords: Fungi, mycorrhiza, endophytic, entomopatogenic, microbialpreparation, agriculture

Fungi are a kingdom classified as eukaryotes showing a number of morphological
and ecological differences. It is estimated that tere are between 1.5 and 7.1 million species
of fungi, of which approximately 60,000 have already been described. Due to their high
abundance, fungi include unicellular organisms such as yeasts or multicellular organisms such
as filamentous fungi, including macroscopic fungi that form fruiting bodies. Fungi are found
in most environments although mainly in terrestrial ecosystems. They participate in nutrie
nt cycling. They can be pathogens, parasites or symbionts of other organisms. Application
of microbial preparation witch contain microorganism or their metabolites enable reduce
chemical inputs (such as fertilizers, pesticides, herbicides, etc.). Thus, microbial preparations
are playing an important role in soil ecosystems to achieve sustainable agriculture. Researchers
are increasingly attempting to use fungi as potential biocontrol agents. Experiments carried
out so far focus on mycorrhizal fungi, endophytic fungi and entomopathogenic fungi mainly
because of their ability to effectively control plant pathogens and pests and to have a positive
effect on the plant itself.

Endophyticfungi and mycorrhizal fungi bring similar benefits to plants. They provide
nutrients. They increase resistance to adverse external influences: the presence of heavy
metals, temperature, drought and salinity. In addition, they support the plant in its fight
with pathogens. The difference is due to the way in which the host tissues are colonised.
Mycorrhizal fungi enter into a mutualistic relationship with plant roots, while endophytic
fungi live in the above Grodnu parts of plants.

Entomopathogenic fungi are used as an ingredient in preparations to control crop pests.
Spores hitting the body of the insect allow infection. The funguj multiplies in the insect
haemocell. During infection, the host is able to move and feed. After the insect has died
and nutrients have been utilised, the hyphae escape through the exoskeleton to produce and
spread spores. Additionally, there are studiem that confirm their ability to colonise plant
tissues and act as endophytic fungi.
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1. WSTEP

W ostatniej dekadzie nastgpit wzrost $wiadomosci spoteczenstwa na temat zagro-
zen zwigzanych z nadmiernym stosowaniem pestycydow zarowno dla zdrowia ludzi
jakis$rodowiska. Przyjete przez Komisj¢ Europejska strategie w ramach Europejskie-
go Zielonego Ladu, ograniczajg w znacznym stopniu dotychczas stosowane chemicz-
ne $rodki ochrony roslin i nawozy (COM 2020). Regulacje Unii Europejskiej ktada
nacisk na zwigkszenie bezpieczenstwa produkowanej zywnosci oraz ochrong upraw
i srodowiska. Obecny plan dziatania jak rowniez przyjete w 2009 roku wymogi UE
w kwestii stosowania integrowanej ochrony roslin, sktaniaja do poszukiwania no-
wych metod wspomagania wzrostu, plonowania oraz ochrony roslin z ogranicze-
niem do minimum lub bez udzialu $rodkow chemicznych, przy jednoczesnym za-
chowaniu wysokiej jako$ci plonu, wolnego od substancji szkodliwych dla cztowieka
(Dz.Urz. UE L 309 z 24.11.2009). Obecnie, alternatywa dla srodkow chemicznych
staja si¢ preparaty biologiczne oparte m.in. na mikroorganizmach antagonistycznych
takich jak grzyby z rodzaju Trichoderma (rys. 1).

Sordariomycetes
Rzad Hypocreales
Hypocreaceae
Ruces) Trichoderma spp.

Rys.1. Systematyka Trichoderma spp. (wg Index Fungorum, 20.09.2023)

Gatunki nalezace do rodzaju Trichoderma sa szeroko rozpowszechnione na ca-
tym $wiecie i fatwo je izolowac z gleby, rozktadajacego si¢ drewna i innych form ro-
slinnej materii organicznej. W wigkszosci zalicza si¢ je do grzybow niedoskonatych,
poniewaz nie majg znanego stadium ptciowego (Monte 2001, Howell 2003). Jednak
niektore gatunki Trichoderma sa morfologicznie zblizone do anamorfy Hypocrea,
co zostato potwierdzone genetycznie (Hermosa i in. 2000, Monte 2001).



154 IX. Wykorzystanie grzybow z rodzaju Trichoderma spp.... — B. Abramczyk

Potencjal gatunkow Trichoderma w biologicznej ochronie roslin zostal od-
kryty po raz pierwszy na poczatku lat trzydziestych XX wieku (Weindling 1932),
a w kolejnych latach lista doniesien na temat ich pozytecznego wptywu na rosliny,
zaczeta si¢ wydtuzac. Obszerne informacje na ten temat zostaty zebrane w kilku naj-
nowszych opracowaniach przegladowych (Zin i Badaluddin 2020, Sood i in. 2020,
Ferreira i Musumeci 2021, Tyskiewicz i in. 2022, Saldana-Mendoza i in. 2023, Yao
i in. 2023). Trichoderma posiada szereg cech, ktore sprawiaja, ze grzyby te ciesza
si¢ ogromnym zainteresowaniem wsrod badaczy: szybko rosng i rozmnazajg sie,
potrafig przetrwac bardzo niesprzyjajace warunki srodowiska, efektywnie wykorzy-
stuja sktadniki odzywcze a takze maja zdolnos¢ do modyfikacji ryzosfery. Ponadto,
wykazuja wlasciwosci antagonistyczne wobec fitopatogendéw oraz zdolnosci promo-
wania wzrostu roslin i wzbudzania mechanizmow obronnych w roslinach (Benitez
2004, Zin i Badaluddin 2020, Tyskiewicz i in. 2022, Yao i in. 2023). Dodatkowo,
gatunki Trichoderma to szybko rosnace grzyby, naturalnie odporne na wiele zwigz-
kow toksycznych, w tym herbicydy, fungicydy i zwigzki fenolowe (Chet i in. 1997).
Najbardziej rozpowszechnione i doktadnie zbadane gatunki wykorzystywane w bio-
logicznej ochronie roslin to m. in.: 7. virens, T. viride i T. harzianum (Benitez i in.
2004). Wykazano skutecznos$¢ réznych szczepow w zwalczaniu grzybow chorobo-
tworczych dla roslin, np. Rhizoctonia solani, Alternaria alternata, Sclerotinia scle-
rotiorum, Fusarium spp., Botrytis cinerea, Pythium spp. i Ustilago maydis (Harman
iin. 2004, Druzhinina i in. 2011, Harwoko i in. 2019).

2. WLASCIWOSCI ANTAGONISTYCZNE TRICHODERMA SPP.

Antagonistyczne wlasciwosci Trichoderma spp. opieraja si¢ na aktywacji wie-
lu mechanizmoéw zaangazowanych w atakowanie innych grzyboéw. Mechanizmy
te obejmujg a) rywalizacje o przestrzen i sktadniki pokarmowe (Elad i in. 1999),
b) mykopasozytnictwo (Haran i in. 1996), oraz c) wytwarzanie zwigzkow dzialaja-
cych hamujaco na fitopatogeny (Sivasithamparam i Ghisalberti 1998) (rys. 2). Ak-
tywacja kazdego mechanizmu pociaga za sobg produkcje okreslonych zwigzkow
i metabolitow, takich jak hormony wzrostu roslin, enzymy hydrolityczne, siderofory,
antybiotyki oraz permeazy wegla i azotu (Benitez i in. 2004).
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Rys. 2. Najwazniejsze whasciwosci grzybow z rodzaju Trichoderma spp.
2.1. KONKURENCJA O SKEADNIKI ODZYWCZE I PRZESTRZEN

Grzyby z rodzaju Trichoderma moga konkurowaé z patogenami o nisze ekolo-
giczne lub miejsca infekcji na korzeniach roslin, a takze o sktadniki pokarmowe
(Oszust i in. 2020, Btaszczyk i in. 2014, Wojtkowiak-Gegbarowska 2006, Benitez
i in. 2004). Brak dostepu do sktadnikow pokarmowych jest najczestsza przyczy-
ng $mierci mikroorganizmow, dlatego tez rywalizacja o gtdéwne substraty odzywcze
takie jak wegiel, azot i zelazo, odgrywa wazna rol¢ w interakcjach miedzy grzy-
bami pozytecznymi i patogenicznymi (Vinale i in. 2014). W przypadku wiekszo-
Sci grzybow strzgpkowych pobieranie zelaza jest niezbedne do przezycia (Eisendle
i in. 2004, Miethke 2013). W srodowisku tlenowym zelazo wystepuje gtdwnie
w postaci Fe3+ i ma tendencj¢ do tworzenia nierozpuszczalnych wodorotlenkow
i oksywodorotlenkdw, przez co staje si¢ niedostepne dla mikroorganizméw (Miethke
2013). Jedynie mikroorganizmy, ktore wydzielajg siderofory, sa w stanie rosngc
w naturalnych srodowiskach wykorzystujac resztki niedostgpnego zelaza (Johnson
2008). Do takich naleza niektore szczepy Trichoderma, ktore dzigki wytwarzaniu
sideroforéw, wychwytuja jony zelaza ze srodowiska i tym samym hamuja rozwoj
patogenow roslin, m.in. Botrytis cinerea, Pythium i Fusarium poprzez pozbawienie
ich zrodet tego pierwiastka (Btaszczyk i in. 2014, Wojtkowiak-Gebarowska 2006,
Benitez i in. 2004, Vinale i in. 2014). Siderofory wytwarzane przez mikroorgani-
zmy oprocz transportu zelaza, pelnig inne funkcje, w tym wzmacnianie patogennosci
i magazynowanie zelaza wewnatrzkomorkowego (Miethke 2013). Trichoderma spp.
moze rowniez konkurowaé z innymi grzybami w ryzosferze o zrodla wegla 1 azotu.
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Zapotrzebowanie na wegiel 1 energi¢ pokrywaja cukry proste i zlozone oraz pu-
ryny, pirymidyny, aminokwasy, tiamina, aldehydy i kwasy organiczne, zwlaszcza
dlugotancuchowe kwasy tluszczowe, a nawet metanol i metyloamina. Najczesciej
stosowanym zrodlem azotu jest amoniak, ale aminokwasy, mocznik, azotyny, azota-
ny rowniez mogg zapewnic¢ obfity wzrost wegetatywny. Wraz ze wzrostem st¢zenia
azotu w podtozu liczne szczepy Trichoderma spp. rozpoczynaja masowg produkcje
konidiow i chlamydospor (Papavizas 1985, Zivkovi¢ i in. 2010).

2.2. ANTYBIOZA

Aktywno$¢ biologiczna Trichoderma wynika rowniez z produkcji szerokiej
gamy metabolitow wtdrnych, ktore maja toksyczny lub hamujacy wptyw na fitopa-
togeny (Reino 1 in. 2008, Ghisalberti 2002). Metabolity wtorne pehnig kilka funkcji
biologicznych i odgrywaja wazna role w regulowaniu interakcji miedzy organizma-
mi (Hanson 2003). Niektore z nich moga rowniez modyfikowaé wzrost i metabo-
lizm roslin, podczas gdy inne wydaja si¢ by¢ ukierunkowane na okreslone procesy
zyciowe grzybow, takie jak sporulacja i wydtuzanie strzgpek (Keller i in. 2005).
Poczawszy od odkrycia gliotoksyny przez Weindlinga i Emersona (1936), na prze-
strzeni lat odnotowano opisy licznych substancji wydzielanych przez grzyby z ro-
dzaju Trichoderma, przy czym szacuje si¢, ze grzyby te wytwarzaja znacznie ponad
1000 zwigzkow (Hermosa i in. 2014). Wsrdd nich, do najlepiej zbadanych nale-
73: peptaibole (np. trichokoniny, alametacyna), mate peptydy nierybosomalne (np.
gliotoksyny, siderofory), poliketydy (np. aspinolidy, trichodermaketony), terpeny
(np. trichoteceny) i pirony (np. 6-pentylo-2H-piran-2-on (6-PP) (Mukherjee i in.
2013, Hermosa i in. 2014). Gatunki Trichoderma sa rowniez zdolne do wytwarzania
enzymow rozktadajacych $ciang komorkowa, takich jak celulaza, ksylanaza, pek-
tynaza, glukanaza, lipaza, amylaza, arabinaza i proteaza (Strakowska i in. 2014).
U grzybow z rodzaju Trichoderma dziatanie antybiotykow czesto taczy si¢ z dziala-
niem enzymow litycznych, co skutkuje wyzszym poziomem antagonizmu niz uzy-
skiwany przy wykorzystaniu kazdego z tych mechanizméw osobno (Howell 1998,
Monte 2001, Blaszczyk i in. 2014). W ponizszej tabeli 1 przedstawiono przyktady
metabolitow wtornych wyizolowanych z Trichoderma spp. ktore wykazujg bioak-
tywno$¢ wzgledem fitopatogenow.
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Tabela 1
Bioaktywne metabolity pochodzace z réznych gatunkow Trichoderma spp.
Nazwa metabolitu | Gatunek grzyba Bioaktywnos$¢ antygrzybowa Publikacje
Hamowanie wzrostu: Rhizoctonia
bataticola
(ED,, of 0.03 g/mL), Macrophomina
phaseolina (ED, of 1.76 g/mL),
Pythium deharyanum L
Gliotoksyna T, virens ITC-4777 (ED,, of 29.38 g/mL), Shy;glohsl n
Pythium aphanidermatum (ED of
12.02 g/mL), Sclerotium rolfsii
(ED,, of 2.11 g/mL),
Rhizoctonia solani
(ED,, of 3.18 g/mL)
. . Hamowanie wzrostu Rhizoctonia Nakano i in.
T. longibrachiatum .
o solani 1990
Glioviryna ; .
T virens Hamowanie wzrostu Howell i in.
’ Pythium ultimum 1983
Trichokonina VI Hamowanie wzrostu: R. solani,
Trichokonina VII T. koningii SMF2 Fusarium oxysporum, Verticillium Yan i in. 2006
Trichokonina VIII dahliae, B. cinerea
Silne dzialanie przeciwgrzybowe wobec
. . L. Ascochyta citrullina, B. cinerea, F. L.
Trichokonina VI T. pseudokoningii Shiiin. 2012

oxysporum, Phytophthora parasitica,
oraz umiarkowane wobec V. dahliae

6-pentyl-a-piron
(6-pp)

Trichoderma
harzianum IMI
288012

R. solani (zahamowanie wzrostu
$rednicy kolonii o 69,6%)
Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici
(zahamowanie wzrostu $rednicy
kolonii o 31,7% oraz catkowite
zahamowanie kietkowania zarodnikow)

Scarselletti i in.
1994

Trichoderma spp.

B. cinerea — w przypadku
przechowywanych owocow kiwi
zastosowanie pironu 6-PP w dawce od
0,4 do 4 mg/ml znaczaco ograniczyto
gnicie owocoOw

Poole iin. 1998

Zrbéznicowany stopien zahamowanie
wzrostu wielu gatunkow Fusarium spp.

Jelen iin. 2014

5-hydroxy-2,3-
dimethyl-7-
methoxychromone

Trichoderma
harzianum M10

R. solani (45% zahamowania wzrostu

po 24 h inkubacji w stgzeniu 100 ng )

Staropoli i in.
2023
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Nazwa metabolitu | Gatunek grzyba Bioaktywno$¢ antygrzybowa Publikacje

Catkowite zahamowanie wzrostu
przy réznych dawkach podanych w
nawiasie: Gaeumannomyces graminis
var. tritici (1 pg),

R.solani (10pg),

Pythium ultimum (100 pg)

T22azaphilon T. harzianum T22

Vinale i in.
2006

Hamowania wzrostu R.solani,
Pythium ultimum, oraz
T39 butenolid catkowite zahamowanie wzrostu
Gaeumannomyces graminis var. tritici
przy stezeniu /00 pg

T. harzianum T39

Hamowania wzrostu R.solani,
Pythium ultimum, oraz
Harzianolid catkowite zahamowanie wzrostu
Gaeumannomyces graminis var. tritici
przy stezeniu 200 pg

Hamujace dzialanie na R. solani,
T. brevicompactum | (EC50 0.25 pg /mL(-1)), B. cinerea
(EC50 0f2.02 pg/ mL(-1))
Hamujace (98,2%) i terapeutyczne
T. harzianum (97,4%) dziatanie na B. cinerea w Shi i in. 2009
dawce 150mg/1

Shentu i in.
2014

Trichodermin

2.3. MYKOPASOZYTNICTWO

Mykopasozytnictwo jest jednym z waznych mechanizméw biologicznej aktyw-
nosci Trichoderma spp. Szczepy Trichoderma spp. maja zdolnos¢ wykrywania fito-
patogenow a nastepnie rosng w ich kierunku. Strzgpki Trichoderma spp. owijaja si¢
wokot strzepek fitopatogenu, nastepnie za pomocg appressorium przyczepiajg si¢ do
powierzchni jego tkanek (Howell 2003, Steyaert i in. 2003). Trichoderma spp. dzig-
ki wytwarzanym enzymom, takim jak chitynazy, glukanazy i proteazy, ostatecznie
niszczy $ciang komorkowa fitopatogenu (Harman i in. 2004, Steyaert i in. 2003).
Chitynaza i -1,3-glukanaza rozktadaja polisacharydy $ciany komoérkowej na krot-
kie oligomery 1 w ten sposob utatwiaja gatunkom 7richoderma spp. penetracje do
cytoplazmy fitopatogenow (Cruz i in. 1995). Podczas catego procesu Trichoderma
spp. aktywuje rowniez synteze antybiotykow, ktore moga oddziatywac synergistycz-
nie z enzymami litycznymi, co znacznie wzmaga proces destrukcyjny (Btaszczyk
i in. 2014, Naher i in. 2014). W badaniach Zivkovi¢ i in. (2010) wykazano antago-
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nistyczne wilasciwosci 7. harzianum przeciwko Colletotrichum acutatum i C. glo-
eosporioides, sprawcom antraknozy w uprawach sadowniczych. W do$wiadczeniu
in vitro, polegajacym na wspdolnym wzroscie badanych grzybow w kulturach dwu-
organizmowych z 7. harzianum, zanotowano zmniejszenie $rednicy kolonii testo-
wanych fitopatogendéw o ponad 38% w stosunku do kolonii kontrolnych. Przy czym
nie zaobserwowano wyraznych stref inhibicji migdzy badanymi grzybami (Zivkovi¢
i in. 2010). Ponadto, 7. harzianum spowodowat rowniez ponad 86% zahamowanie
kietkowania konidiow, ktore dodatkowo skurczyly sie i zmienity ksztatt (Zivkovié
iin. 2010). W przytoczonych badaniach, wskazano rowniez na mykopasozytnictwo,
jako glowny mechanizm antagonistycznego dziatania 7. harzianum w stosunku do
C. acutatum 1 C. gloeosporioides. Strzepki T. harzianum rosty poczatkowo obok,
nastepnie owijaty si¢ wokot strzgpek fitopatogendw ostatecznie niszczac testowane
grzyby (Zivkovié i in. 2010).

3. WSPOMAGANIE WZROSTU ROSLIN

Gatunki Trichoderma to w wigkszosci oportunistyczne symbionty zasiedlajace
korzenie roslin (Benitez i in. 2004, Harman i in. 2004, Harman 2006, Btaszczyk i in.
2014). Wykazano, ze niektore szczepy wystepujace w ryzosferze majg bezposredni
wplyw na rosliny, zwigkszajac ich potencjat wzrostu i pobieranie sktadnikow odzyw-
czych, efektywnos$¢ wykorzystania nawozow, procent i tempo kietkowania nasion
oraz stymulacj¢ mechanizméw obronnych roslin przed uszkodzeniami biotycznymi
i abiotycznymi (Shoresh i in. 2010). Trichoderma spp. wnika w zewngtrzne warstwy
epidermy i nawigzuje interakcje chemiczng z ro$ling. Poczatkowo, grzyb jest ,,0d-
gradzany” przez ro$ling, ale nie zabijany (Harman 2011). Zdolno$¢ do kolonizacji
korzeni roslin w duzym stopniu zalezy od tolerancji danego szczepu na wydzielane
przez rosling substancje obronne (Hermosa i in. 2012). Szczepy Trichoderma sa od-
porne na zwigzki toksyczne wytwarzane przez ro$liny, m.in. fitoaleksyny, flawono-
idy, terpenoidy i fenole, ktore maja za zadanie chroni¢ rosling i zapobiega¢ koloniza-
cji korzeni przez fitopatogeny (Btaszczyk i in. 2014, Benitez 2004). Aby sthumi¢ lub
tolerowa¢ mechanizmy obronne gospodarza, Trichoderma syntetyzuje biatka, ktore
zapobiegaja dzialaniu reaktywnych form tlenu, inaktywuja peptydy przeciwdrob-
noustrojowe i hamujg proteazy wytwarzane przez rosliny (Esparza-Reynoso i in.
2020). Dowiedziono rowniez, ze Trichoderma moze wytwarzac fitohormony, takie
jak auksyny, cytokininy i gibereliny (Martinez-Medina i in. 2016). Cho¢ wydaje
sie, ze Trichoderma moze manipulowa¢ uktadem odpornosciowym roslin, jej ko-
lonizacja ogranicza si¢ jedynie do epidermy korzeni i pierwszej warstwy komorek
korowych. Dzieje si¢ tak, dzigki systemowi sprzezenia zwrotnego, w ktoérym 7vi-
choderma spp., kolonizujac przestrzenie migdzykomorkowe indukuje pobliskie ko-
morki do wytwarzania zwigzkéw fenolowych, ktore zapobiegaja rozwojowi grzyba
wewnatrz korzeni (Martinez-Medina i in. 2016). Harman i in. (2004), wykazali ze
inokulacja roslin kukurydzy szczepem 7. harzianum T22, moze znaczaco pobudzié
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ich wzrost, zmieni¢ strukture i zwickszy¢ aktywnos¢ korzeni. Podobne wiasciwosci
zaobserwowano w badaniach jednorocznych sadzonek Pinus sylvestris var. mon-
golica inokulowanych szczepami 7. harzianum E15 i T. virens ZT05 (Halifu 1 in.
2019). Ponadto, inokulacja szczepami Trichodermg wptyneta na wzrost zawartosci
sktadnikow odzywczych w glebie 1 aktywnos$¢ enzymow w glebie ryzosferowej sa-
dzonek P. sylvestris var. mongolica. Inokulacja miata rowniez znaczacy wptyw na
strukture zbiorowisk grzybow w glebie ryzosferowej sadzonek sosny, szczegolnie na
poziomie rodzaju (Halifu i in. 2019). Niektore szczepy Trichoderma spp. rozpusz-
czajg i udostegpniajg roslinom rézne sktadniki odzywcze, takie jak fosforany, zelazo,
miedz, mangan i cynk, ktore moga by¢ niedostepne dla roslin w niektorych glebach.
T harzianum T-22 redukuje utlenione jony metali, zwickszajac ich rozpuszczalnosé,
a takze wytwarza siderofory, ktore chelatujg zelazo (Altomare i in. 1999, Benitez
i in. 2004, Vinale i in. 2008). Ponadto, szczepy Trichoderma spp. wytwarzaja kwas
indolilo-3-octowy (IAA) — auksyng, ktora stymuluje procesy podziatu, wydtuzania
i roznicowania komorek, zwigkszajac tym samym wzrost 1 plon rosliny zywiciel-
skiej (Jiiin. 2019).

4. INDUKCJA ODPORNOSCI ROSLIN

Obecnos¢ Trichoderma spp. stymuluje w roslinach indukcj¢ odpornosci sys-
temicznej (Induced Systemic Resistance — ISR) (Benitez i in. 2004; Vinale i in.
2008). Grzyby te byly w stanie korzystnie modyfikowa¢ odpowiedz roslin z ro-
dziny Poaceae, Solanaceae i Cucurbitaceae na infekcje przez grzyby (R. solani,
B. cinerea, Colletotrichum spp., Magnaporthe grisea, Phytophthora spp., Alternaria
spp. itp.), bakterie (Xanthomonas spp., Pseudomonas syringae itp.), a nawet wi-
rusy (wirus mozaiki ogoérka) (Woo i in. 2006). Wykazano réwniez, ze inokulacja
gleby lub wstepne traktowanie roslin szczepami Trichoderma spp., na przyktad po-
przez zaprawianie nasion, zwigksza ich odporno$¢ na porazenie przez fitopatogeny
(Harman i in. 2004). Co wigcej, odporno$¢ indukowana przez szczepy Trichoderma
spp. kolonizujace korzenie ros$lin, nie ogranicza si¢ jedynie do korzeni, ale obej-
muje wszystkie organy roslinne, dzialajac ogélnoustrojowo (Harman i in. 2004).
Przyktadem jest 7. harzianum szczep T22, ktoéry dodany do sadzonek pomidorow
na poczatku sezonu wegetacyjnego spowodowat, ze dojrzale rosliny byly znacznie
mniej podatne na wczesng zaraze¢ lisci (Harman i in. 2004). Z kolei, badania Vitti
i1in. (2015) potwierdzity, skuteczno$¢ wezesnej inokulacji roslin 7. harzianum T-22
w indukcji ogoélnoustrojowej odpornosci u S. lycopersicum var. cerasiforme prze-
ciwko wirusowi mozaiki ogorka (CMV), poprzez interakcje z hormonami roslin-
nymi. Ponadto szczep T22 byt skuteczny w polepszeniu wydajnosci fotosyntezy
i promowaniu wzrostu ro$lin (Vitti i in. 2015). Zatem, szczepy Trichoderma spp. nie
tylko kontrolujg choroby poprzez wytwarzanie metabolitow toksycznie oddziatuja-
cych na fitopatogeny, ale rowniez sktaniajg rosling do zmiany jej fizjologii i metabo-
lizmu na wytwarzanie zwiazkéw warunkujacych jej odpornos¢ (Harman i in. 2004).
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Na przyktad T virens i Tatroviride wydzielaja biatka Sm1 i Epll , ktore indukuja
systemiczng odporno$¢ roslin pomidora na grzyby Alternaria solani i Botrytis cine-
rea, oraz na patogeniczng bakteri¢ Pseudomonas syringae pv. tomato (Salas-Marina
iin. 2015). Badania Salas-Marina i in. (2015) wykazaly rowniez, ze T. atroviride i T.
virens promuja wzrost ro$lin pomidora, przy czym szczep T. virens jest bardziej sku-
teczny niz T. atroviride w promowaniu przyrostu biomasy Solanum lycopersicum.

5. TRICHODERMA SPP. JAKO SRODEK KONTROLI BIOLOGICZNEJ

Szczepy Trichoderma spp. sa powszechnie stosowane jako biopestycydy, biona-
wozy czy stymulatory wzrostu i odpornosci roslin (Woo i in. 2014). Jednym z naj-
wazniejszych czynnikéw okreslajacych potencjat szczepow Trichoderma spp. jako
czynnikéw biologicznej kontroli jest ich zdolno$¢ do rozmnazania si¢ i tworzenia
z korzeniami ro$lin asocjacji przypominajacych mykoryze (Benitez i in. 2004,
Hohmann i in. 2011). Ponadto, grzyby te potrafia dostosowa¢ si¢ do ré6znych wa-
runkow $rodowiska oraz wykazuja synergizm z wieloma powszechnie stosowany-
mi srodkami ochrony roslin i innymi $rodkami kontroli biologicznej, umozliwiajac
w ten sposob redukcje stosowanych dawek pestycydow (Lorito i in. 1996, Woo i in.
2002, Schirmbock i in. 1994). Idealnym zastosowaniem sg rodzime szczepy Tri-
choderma spp. izolowane ze $rodowiska, w ktorym beda wykorzystane, gdyz sa
one przystosowane do specyficznych warunkow, takich jak temperatura, wilgotnosé
i dostepnos¢ sktadnikow pokarmowych. Eliminujemy tym samym obawy zwigzane
z wprowadzaniem do danego $rodowiska gatunkéw egzogennych (Howell 2003).
Obecnie na polskim rynku dostepnych jest kilka biopreparatow wykorzystujacych
roézne gatunki i szczepy Trichoderma. Jednym z takich produktow jest Trianum
P (Koppert BV, Holandia), zawierajacy zarodniki 7. harzianum szczep T-22, kto-
re s3 zdolne do kietkowania i wzrostu w réznych glebach o odczynie w zakresie
pH =4-8,5. Biopreparat redukuje czestos¢ porazenia roznych gatunkoéw roslin przez
grzyby z rodzaju Fusarium sp., Rhizoctonia sp., Pythium sp. Gatunek T. harzianum
znany jest ze swoich zdolno$ci do wytwarzania antybiotykow, wspomagania wzro-
stu korzeni i stymulowania systeméw obronnych roslin (Benitez i in. 2004). Kolejny
produkt, TRICHODERMA (GBR dr inz. Robert Cysewski) to preparat mikrobiolo-
giczny zawierajacy zarodniki grzybow z rodzaju Trichoderma np.: T. atrobrunneum,
T. koningii, T. atroviride czy T. harzianum stosowany w uprawach roslin straczko-
wych, zbozowych, okopowych, oleistych oraz warzyw, a takze w sadownictwie, le-
$nictwie 1 pielggnacji roslin ozdobnych (https://trichoderma.agro.pl/, Gospodarstwo
Badawczo Rozwojowe dr inz. Robert Cysewski, data dostgpu:12.07.2023). TRI-
CHOFIT (BIOFELD) to biopreparat poprawiajacy wtasciwosci gleby. Moze by¢ sto-
sowany w uprawach roslin owocowych, warzywnych, ozdobnych oraz zboz (https://
enzim-biofeld.eu/trichofit/, data dostgpu: 12.07.2023). VITAL PLUS (ROLMIX)
zawiera szczep grzyba Trichoderma viride B35, ktory chroni system korzeniowy
ro$liny przed patogenami. Wspomaga rowniez naturalne mechanizmy odpornoscio-



162 IX. Wykorzystanie grzybow z rodzaju Trichoderma spp.... — B. Abramczyk

we 1 wzrost rosliny. Stosowany w uprawach truskawek, warzyw, roslin ozdobnych,
oraz drzew i krzewoéw owocowych i ozdobnych, jako dodatek do podtozy i zaprawa
sadzonek przed posadzeniem (http://www.rolmix.pl/vital-plus.html, data dostepu:
12.07.2023). Ponadto, istnieje szereg biopreparatow na bazie 7. harzianum o po-
dobnym dziataniu, dostepnych w innych krajach, sa to: SUPRESIVIT w Czechach,
T-GRO w USA, ROOTSHIELD WP w Australii, TRICHODEX w Nowej Zelandii
(Woo i in. 2014, Pylak i in. 2019). Dodatkowo, na rynku europejskim dostepne sg
réwniez preparaty zawierajagce w swym sktadzie inne gatunki Trichoderma spp. mig-
dzy innymi: REMEDIER (Isagro S.p.A) na bazie 7. asperellum ICC 012; XEDAVIR
(Xeda Italia S.r.l ) na bazie T. asperellum TV1; TRI-SOIL (Certis Europe) na bazie
T atroviride 1-1237; AVENGELUS (MycoSolutions) na bazie 7. atrobrunneum
T720 (Martinez i in. 2023). Szczegétowa lista zarejestrowanych w Polsce biologicz-
nych §rodkow ochrony roslin i biopreparatow, znajduje si¢ na stronie Ministerstwa
Rolnictwa i Rozwoju Wsi, pod linkiem: https://www.gov.pl/web/rolnictwo/rejestr-
-rodkow-ochrony-roslin.

6. PODSUMOWANIE

Konwencjonalne praktyki rolnicze wykorzystujg pestycydy do zwalczania cho-
rob roslin i szkodnikow. Niestety, niekontrolowane stosowanie chemicznych $rod-
kéw ochrony roslin i nawozow szczegdlnie w duzych dawkach, przyczynia si¢ do
powstawania bardziej odpornych form patogenow i szkodnikow (Mahmood i in.
2016). Nadmierne stosowanie pestycydow w rolnictwie moze roéwniez powodowac
niepozadane skutki uboczne dla ludzi i srodowiska naturalnego (Heong i in. 2015).
Zatem, wyzwaniem, przed jakim stoi wspotczesne rolnictwo, jest uzyskanie jak
najwigkszych plonow w sposob przyjazny dla srodowiska. Dlatego alternatywa dla
srodkow chemicznych stajg si¢ preparaty biologiczne, posiadajace w swym sktadzie
szczepy z rodzaju Trichoderma, uznawane za skuteczne narzedzie biologicznego
zwalczania licznych patogendéw i szkodnikow roslin. Co wigcej, obecne odkrycia
wykazaty, ze grzyby te wprowadzone do gleby wspomagaja wzrost roslin oraz in-
dukuja systemiczng odpornos¢ ros$lin, co prowadzi do zwigkszenia plonow (Zin
i Baddaludin 2020). Ponadto, odpornos$¢ Trichoderma spp. na powszechnie stoso-
wane pestycydy oraz synergizm z wieloma srodkami kontroli biologicznej, umoz-
liwia tgczenie tych grzybow w preparatach o niskim stezeniu réoznych zwigzkow
chemicznych, co pozwala na zmniejszenie stosowanych dawek. Zatem, zastoso-
wanie antagonistycznych szczepow Trichoderma jako srodka kontroli biologicznej
w uprawach polowych moze przynies¢ wiele korzysci.
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THE USE OF FUNGI OF THE GENUS TRICHODERMA SPP.
IN MICROBIOLOGICAL PREPARATIONS

Summary
Keywords: Trichoderma, antagonisms, biological control, biopreparations

Species belonging to the genus Trichoderma are widely distributed throughout the
world and are easily isolated from soil, decaying wood, and other forms of plant organic
matter. Trichoderma has a number of features that make these fungi of great interest among
researchers. They show antagonistic properties against phytopathogens, have very fast growth
and are naturally resistant to many toxic compounds, including pesticides. Some strains
found in the rhizosphere have a direct effect on plants, increasing their growth potential and
nutrient uptake, and stimulating plant defense mechanisms against biotic and abiotic damage.
This chapter describes the antagonistic properties of Trichoderma spp. and the possibility
of using these fungi in the form of microbiological preparations as a factor promoting plant
growth and biological crop protection.



Sylwia Siebielec

X POTENCJAL WYKORZYSTANIA BAKTERII

" DO WSPOMAGANIA EFEKTYWNOSCI
REMEDIACJI SKLADOWISK | GLEB
ZANIECZYSZCZONYCH METALAMI

Zaktad Mikrobiologii

Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa
Panstwowy Instytut Badawczy,

ul. Czartoryskich 8, 24-100 Putawy,

tel. (0-81) 4786958,
e-mail:ssiebielec@iung.pulawy.pl



Monografie i Rozprawy Naukowe 169

1. WSTEP

Srodowisko sklada si¢ z ladu, atmosfery ziemskiej i wody. System Ziemi de-
finiujg cztery sfery: biosfera (organizmy), atmosfera (powietrze), litosfera (lad)
i hydrosfera (woda). Jest to zbior komponentow wzajemnie powiazanych ze soba.
Zanieczyszczenia srodowiska, ktore przypadkowo Iub przy okazji celowych dziatan
przedostajg si¢ do $rodowiska, powoduja zaburzenia panujgcej w nim rownowagi
(Martin i Johanson 2012, Briffa i in. 2020). Niezbe¢dne jest zrownowazone zarza-
dzanie srodowiskiem przyrodniczym, w tym konieczne jest ograniczanie dyspersji
szkodliwych zanieczyszczen, ktore majg wptyw na wszystkie organizmy zywe. Na-
lezy postrzega¢ ochrong srodowiska przyrodniczego jako promocje zdrowia ludzi
i zdrowia ekosystemow, ktore sg ze sobg nierozerwalnie potaczone (Delany-Crowe
iin. 2019).

2. ZANIECZYSZCZENIA W SRODOWISKU PRZYRODNICZYM

Zanieczyszczenie definiuje si¢ jako wprowadzenie do Srodowiska substancji
szkodliwych dla ludzi i innych organizmoéw zywych. Zanieczyszczenia to szkodliwe
ciala state, ciecze lub gazy wytwarzane w wyzszych niz zwykle stg¢zeniach, ktore
obnizaja jako$¢ srodowiska przyrodniczego. Rewolucja przemystowa byta wielkim
sukcesem pod wzgledem technologicznym, spotecznym i bytowym, jednak rozwoj
ten spowodowat rowniez produkcj¢ ogromnych ilosci zanieczyszczen emitowanych
do powietrza, gleby i wody. Urbanizacja i industrializacja osiagngty bezpreceden-
sowe 1 niepokojgce rozmiary na catym $wiecie. Konsekwencje w postaci zmian kli-
matycznych oraz wprowadzenie zanieczyszczen do gleb i wod wptynety na funkcjo-
nowanie wielu ekosystemdw, powodujac powazne, niekiedy niecodwracalne zmiany,
a w perspektywie dlugoterminowej negatywnie wptywajace na dobrobyt cztowieka
(Moores 2009, Marlon i in. 2019, Hewelke i Graczyk 2016). Zanieczyszczenia gleb
dotycza nie tylko terenow przemystowych, ale rowniez gruntdw wykorzystywa-
nych do produkcji rolniczej. Grunty rolne sg nadal dos¢ czesto potozone w grani-
cach miast i w sgsiedztwie obszaréw przemystowych i poprzemystowych, same sg
réwniez narazone na zanieczyszczenia pochodzace z intensywnej produkcji rolnej
($rodki ochrony roslin) lub z rozproszonych zrodet emisji. Jednym z podstawowych
celow Misji Gleba (Soil Deal for Europe) jest ograniczenie procesOw zanieczysz-
czenia gleb, regeneracja gleb zanieczyszczonych oraz powszechne wdrozenie reme-
diacji tych gleb, aby ograniczy¢ powierzchni¢ gruntéw skazonych. Misja Gleba jest
jedng z pigciu misji finansowanych w ramach unijnego programu badan i innowacji
Horyzont Europa. Jej celem jest stworzenie 100 Zywych Laboratoriow (Living Lab)
i Latarni Morskich (Lighthouse) do 2030 r. w celu promowania zrownowazonego
zarzadzania glebami na obszarach miejskich, wiejskich, lesnych i przemystowych.

Jednym ze sposobow rozwigzania §wiatowego problemu jakim sg zanieczyszcze-
nia $rodowiska jest wicksza $wiadomos¢ spoteczna w potaczeniu z multidyscypli-
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narnym podejsciem naukowym (Manisalidis i1 in. 2020). Juz dzi$§ wiemy, ze wkra-
czamy w nowa epoke geologiczng — epoke antropocenu, ktora charakteryzuje sie
znacznym wplywem dziatalnosci cztowieka na ekosystem. Antropocen charakte-
ryzuje szereg unikalnych cech, w tym zmiany klimatu, spadek bior6éznorodnosci,
a takze zanieczyszczenia srodowiska i brak skutecznej polityki gospodarowania od-
padami (Zalasiewicz i in. 2011).

Wzrost poziomu zanieczyszczen generowanych i uwalnianych do srodowiska
przyrodniczego w wyniku dziatalnos$ci antropogenicznej, takiej jak procesy prze-
mystowe lub produkcja rolnicza wzbudza zainteresowanie spoteczenstwa. Niestety,
liczne obserwacje potwierdzaja, iz uwaga opinii publicznej czesto nie jest wystar-
czajgco przyciggana i podtrzymywana, co wynika z do$¢ powolnej z reguty degrada-
cji zdrowia ludzkiego w wyniku oddziatywania zanieczyszczen. Nalezy podkreslic,
iz narazenie na toksyczne substancje lub metale moze stanowi¢ powazne zagrozenie
dla zdrowia publicznego, ale zbyt czesto pozostaje w duzej mierze niezidentyfiko-
wane badz rozpoznane zbyt pozno. Badania srodowiskowe powinny koncentrowac
si¢ na zapewnianiu odpowiedniej identyfikacji, oceny i charakterystyki zanieczysz-
czen oraz sposobdw remediacji srodowiska przyrodniczego (Olawoyin i in. 2018,
Baby i in. 2019).

3. PIERWIASTKI SLADOWE WPLYW NA GLEBE I ROSLINE

Zanieczyszczenie gleb pierwiastkami $§ladowymi pochodzi zaréwno z natural-
nych zrodet, tzn. obecnosci pierwiastkdéw w skale macierzystej gleby, jak i zrodet
antropogenicznych, takich jak emisja pytow z obiektow przemystowych lub niewta-
sciwej gospodarki odpadami (Khan i in. 2008). Losy 1 dalsza migracja pierwiastkow
w glebie istotnie zalezy od formy w jakiej trafity do gleby, ich postaci chemicz-
nej oraz wlasciwosci gleb. W glebie potencjalne toksyczne pierwiastki sladowe sa
w pewnej czgsci adsorbowane lub wytracane w szybkich reakcjach (minuty, godzi-
ny), a nastegpnie podlegaja powolnym przemianom ulegajac redystrybucji w formy
chemiczne o r6znej biodostepnosci i mobilnosci, a w efekcie rowniez toksycznosci
(Shiowatana i in. 2001). Pojgcie mobilnoséci metali w glebie obejmuje zagadnienie
ryzyka zanieczyszczenia innych elementow srodowiska, np. w wyniku wymywa-
nia zanieczyszczen. Pojecie biodostepnosci okresla ryzyko absorpcji danego za-
nieczyszczenia przez organizmy. Poziom uwstecznienia potencjalnie toksycznych
pierwiastkow sladowych w glebie, a tym samym ich mobilno$¢ i biodostgpnosé,
zaleza od wielu wtasciwosci gleby, do ktorych zaliczy¢ mozna m.in. uziarnienie, za-
warto$¢ materii organicznej, odczyn, pojemnos¢ sorpcyjna, zawarto$¢ makro- 1 mi-
kroelementow, potencjal oksydacyjno-redukcyjny i aktywno$¢ mikroorganizmow.
Wszystkie te czynniki decyduja o procesach sorpcji, kompleksowania, wytracania
i okluzji pierwiastkow w glebie (Kabata-Pendias i in. 1995, Ashworth i Alloway
2004).
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Toksycznos¢ pierwiastkow dla ro§lin moze mie¢ duze znaczenie dla mozliwosci
przyrodniczego zagospodarowania skazonych gleb i obszarow poprzemystowych.
Poprzez ewolucje rosliny wystepujace w siedliskach bogatych w metale wytworzy-
ly cechy adaptacyjne, takie jak unikalne cechy morfologiczne i fizjologiczne, ktore
umozliwiajg tolerowanie wysokich ilo§ci metali (Woch i in. 2016, Wojcik iin. 2017).
Metalofity to rosliny zdolne do rozwoju na gruntach o bardzo wysokiej koncentracji
metali. Mozna je podzieli¢ na trzy gtdéwne grupy:

I — ro$liny wykluczajace metale (z ang. metal excluders),

II — hiperakumulatory (z ang. hyperaccumulators),

IIT — metaloindykatory (z ang. metalindicators).

»Metal excluders” to rosliny, ktore skutecznie potrafig ograniczy¢ poziom trans-
lokacji metali ciezkich. Do tej grupy nalezy wickszos¢ roslin tolerujacych pier-
wiastki sladowe. Niektore z nich utrzymuja stosunkowo niski poziom pierwiastkow
w czgsciach nadziemnych, moga natomiast zawiera¢ duze ilosci metali w swoich
korzeniach (Baker 1981). Hiperakumulatory nalezg do roslin, ktore nie tylko tole-
ruja wysokie stezenia okreslonych pierwiastkdow w podtozu, ale aktywnie je pobie-
rajg z podtoza i gromadza w swoich tkankach do pozioméw, ktore sa wielokrotnie
wigksze niz w przypadku typowych roslin. Zawartos$¢ pierwiastkow takich jak nikiel
lub cynk w hiperakumulatorach moze sigga¢ nawet do nawet kilku procent suchej
masy czgsci nadziemnych (Brooks i in. 1977, Brooks 1998). Badania nad hipera-
kumulatorami pozwalaja na szczegdlowe badania fizjologii pobierania, transportu
i sekwestracji metali, a takze ewolucje i adaptacje roslin w ekstremalnych srodowi-
skach (Pollard i in. 2002). Unikalne cechy hiperakumulatorow sg rowniez wykorzy-
stywane w naukach biotechnologicznych, w tym w procesach fitoremediacji (tech-
nologii wykorzystujacej rosliny wyzsze do procesie zwiazanych z oczyszczaniem
srodowiska) oraz w biofortyfikacji (czyli wzbogacania roslin w niezbedne dla ludzi
pierwiastki) (Clemens 2016, Chaney i in. 2007). Metaloindykatory z kolei to rosli-
ny wskaznikowe, ktore sg zwykle wrazliwe na obecnos¢ metali w podlozu. Moga
by¢ stosowane jako biologiczne wskazniki wysokich zawartosci metali w glebie
(Phillips i in. 2015).

4. TECHNIKI FITOREMEDIACJI ZANIECZYSZCZONYCH GLEB

Koniecznos$¢ ograniczenia negatywnych skutkow skazenia gruntow pierwiastka-
mi sktonita naukowcow do poszukiwania efektywnych metod ich remediacji, dosto-
sowanych do lokalnych warunkéw (Vangronsveld i in. 2009, Stuczynski i in. 2007).
Jedng z grup metod remediacyjnych sa techniki oparte na podejsciu biologicznym
z wykorzystaniem roslin, tzn. fitoremediacja. Strategie te sa przyjazne dla $rodo-
wiska i mogg stanowi¢ skuteczne rozwigzanie, umozliwiajace odnowe gleby zanie-
czyszczonej pierwiastkami §ladowymi. Z definicji wynika, iz fitoremediacja polega
na wykorzystaniu roslin do ekstrakcji i usuwania zanieczyszczen lub obnizania ich
biodostgpnosci w glebie oraz ograniczania dalszej dyspersji w srodowisku. Ro$liny
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w systemach remediacyjnych moga usuwac¢ z gleby zanieczyszczenia, ktore sg z ich
biomasg wynoszone z pola (fitoekstrakcja), oraz swoim systemem korzeniowym lub
zwartg biomasg stabilizowa¢ zanieczyszczony grunt (fitostabilizacja). Dodatkowo
oddzialujac poprzez swdj system korzeniowy moga ksztaltowac biodostgpno$¢ me-
tali oraz w interakcji z mikroorganizmami, odbudowywa¢ wilasciwos$ci fizykoche-
miczne i mikrobiologiczne gleby (Ali i in. 2013, Sharma i Pandey 2014, Jacob i in.
2018).

Dotychczasowe badania naukowe wskazuja rowniz, iz wykorzystanie bakterii
moze by¢ skuteczng technikg nie tylko w rolnictwie, ale réwniez w remediacji sil-
nie zanieczyszczonych gruntow. Takie podejscie jest dos¢ powszechnie stosowane
w bioremediacji zanieczyszczen organicznych, gdzie mikroroganizmy sg wykorzy-
stywane do rozkladu lub transformacji zanieczyszczen organicznych do mniej szko-
dliwych form (Kara$ i in. 2021). Jak dotychczas w literaturze naukowej stosunkowo
niewiele jest prac poswigconych wykorzystaniu szczepow bakterii do wspomagania
efektywnosci fitoremediacji sktadowisk lub gleb zanieczyszczonych metalami. Brak
jest rowniez informacji czy stosowanie mikroorganizmow na gruntach zdegradowa-
nych chemicznie moze zwigksza¢ skuteczno$¢ dziatania dodatkow do gleb, lub po-
przez wspomaganie odpornosci ro§lin zmniejsza¢ koszty zabiegow remediacyjnych.
Warto zaznaczyc¢, iz potencjalne mechanizmy mikrobiologicznego bezposredniego
wspomagania remediacji gleb skazonych potencjalnie toksycznymi pierwiastkiami
sladowymi obejmuja przede wszystkim biosorpcje przez mikroorganizmy, biomi-
neralizacj¢ (w przypadku jesli celem jest mobilizacja jonow pierwiastkow w celu
ich wymycia) oraz bioutlenianie (Jin i in., 2018). Dodatkowo zastosowanie bakterii
moze stanowi¢ wsparcie dla ro§lin w przezwyciezaniu skutkéw stresu chemiczne-
g0, wywolanego zanieczyszczeniem lub zasoleniem oraz adaptacji do niekorzyst-
nych warunkow wilgotno$ciowych. Bakterie o okreslonych mechanizmach, takich
jak zdolnosc do solubilizacji fosforanéw (Pikovskaya 1948); produkcja hormo-
néw roslinnych (Wani i in. 2007a); wigzanie azotu atmosferycznego (Zaidi, 1999);
produkcja sideroforow (Wani i in. 2007b i 2008); zdolnos¢ do syntezy deaminazy
(ACC) (Madhaiyan i in. 2007) itp. moga wspomagac¢ rozwdj pokrywy roslinnej przy
niedoborach sktadnikéw nawozowych, w sytuacji kiedy obiekty po rekultywacji nie
sg regularnie nawozone. Badania i testy w celu lepszego zrozumienia funkcji bakte-
rii promujacych wzrost roslin (ang. PGPR — plant growth promoting rhizobacteria),
oraz interakcji roslin i powigzanych mikroorganizméw w zastosowaniach na obsza-
rach skazonych metalami mogtoby dostarczy¢ nowych mozliwosci dla stosowanych
metod fitoremediacyjnych (Vocciante i in. 2021).

5. BAKTERIE W REMEDIACJI ZANIECZYSZCZONYCH GLEB
Interakcje zachodzace pomiedzy ros§linami, a mikroorganizmami sg przedmio-

tem badan od wielu lat. Spoteczno$ci mikroorganizmoéw zamieszkujace ryzosfere,
zwane rowniez mikrobiomem ryzosferowym sg uznawane za istotny parametr ma-
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jacy wplyw na fizjologi¢ i kondycje roslin (Santoyo i in. 2017). Mozna zatozy¢, ze
interakcje pomigdzy mikrobiomem ryzosfery, a rozwojem roslin bedg w dziataniach
remediacyjnych przynajmniej rownie wazne jak w systemach rolniczych. Nalezy
podkresli¢ rowniez, iz na skutecznos¢ bakterii jako skutecznych inokulantow maja
wplyw rézne czynniki $rodowiskowe oraz zdolnos$¢ tych bakterii do kolonizacji
korzeni ros$lin oraz stan gleby. Wydajno$¢ kolonizacji korzeni jest $cisle zwigzana
z konkurencja pomigdzy mikroorganizmami oraz zdolno$cig wprowadzonych szcze-
poéw do przetrwania w okre§lonych warunkach glebowych (Lemanceau i in. 2009,
Meneses i in. 2011).

Badania prowadzone przez Grobelak i in. (2015) wykazaty, ze inokulacja ro-
slin takich jak: rzepak i kostrzewa bakteriami promujacymi wzrost roslin podczas
kietkowania, a takze po dwoch tygodniach wzrostu, byta skuteczng metoda ochro-
ny przed zahamowaniem wzrostu na glebie skazonej metalami. Z kolei Zand i in.
(2020) testowali przydatnos¢ zintegrowanego zastosowania nanomateriatow (tlenek
tytanu) i PGPR we wspomaganiu fitoekstrakcji olowiu przez Sorghum bicolor. Ba-
dania wykazaty stymulacj¢ fotosyntezy u roslin oraz pobieranie Pb przez S. bicolor
przy tacznym zastosowaniu nanoczgstek TiO, i PGPR. Autorzy zatozyli, ze wyko-
rzystanie roslin w potaczeniu z nanomateriatami i PGPR majg duze perspektywy
w fitoremediacji gleby (Zand i in. 2020). Inni autorzy wykazali, ze zastosowanie
szczepow bakterii z rodzaju Bacillus, odpornych na Cd i Pb, pozytywnie wptyneta
na biomas¢ pedow i korzeni roslin rosngcych na glebie skazonej tymi metalami.
Jednym z mechanizméw wspierania odpornosci roslin przez bakterie byto sprzy-
janie pobieraniu zelaza i fosforu, ktorych deficyty sa czgsto spotykane u roslin na
glebach zanieczyszczonych metalami (He i in. 2020). W innych badaniach szczepy
Rhodococcus gingshengii wyizolowane z terenow gorniczych korzystnie wptywaty
na parametry wzrostowe i fizjologiczne zaszczepionej rosliny. Inokulacja zwigk-
szyla biomase roslin, zawartos¢ chlorofilu oraz karotenoidow. Z kolei Oubohssaine
iin. (2022b) scharakteryzowali szczepy bakteryjne wyizolowane z gleb na opuszczo-
nych terenach gorniczych. Identyfikacja za pomocg sekwencjonowania 16S rDNA
wykazata, ze dominujacymi typami byty Firmicutes, Actinobacteria i Proteobacteria,
podczas gdy na poziomie rodzaju dominowaty Bacillus, a nastepnie Stenotrophomo-
nas, Arthrobacter i Rhodococcus. Badane szczepy poddano ocenie w kierunku cech
charakterystycznych dla PGPR. Wsrod badanych szczepow stwierdzono obecnosé
bakterii zdolnych do produkcji auksyn, solubilizacji fosforanow, produkcji sidero-
forow oraz wykazujacych aktywnos¢ w kierunku deaminazy ACC. Obszary poprze-
mystowe mogg by¢ zatem zroédtem szczepow bakterii, bedacych kandydatami do
wykorzystania w fitoremediacji gleb skazonych potencjalnie toksycznymi pierwiast-
kami §ladowymi (Oubohssaine i in. 2022a, Oubohssaine i in. 2022b).

Szczegodlne znaczenie na gruntach zdegradowanych chemiczne majg bakterie so-
lubilizujace fosforany (PSB z ang. phosphate solubilizing bacteria). PSB maja duzy
potencjat do stosowania szczegolnie na glebach ubogich w fosfor — takimi czgsto
sa gleby na terenach poprzemystowych, zanieczyszczone pierwiastkami §ladowymi.



174 X. Potencjat wykorzystania bakterii do wspomagania... — S. Siebielec

Wsrdd najezesciej izolowanych PSB mozna wymieni¢ bakterie z rodzaju Bacillus,
Streptomyces, Micrococcus, Enterobacter, Flavobacterium czy Pseudomonas (Ku-
cey 1 in., 1989; Vazquez i in., 2000). Stosowanie inokulantow PSB stanowi poten-
cjalnie niezwykle atrakcyjna metode zwiekszania skuteczno$ci remediacji gruntow,
w tym szczegolnie silnie zanieczyszczonych metalami. Wynika to migdzy innymi z
ich potencjatu do promowania wzrostu i rozwoju roslin w warunkach stresu abio-
tycznego oraz wspomnianych zdolno$ci uruchamiania stabo rozpuszczalnych form
fosforu. PSB posiadaja rowniez inne cenne cechy, takie jak wigzanie azotu atmosfe-
rycznego, co przy czesto ograniczonych mozliwosciach nawozenia remediowanych
obszarow stanowi zrodlo azotu dla roslin (Billah i in., 2019). Nalezy podkresli¢, iz
potencjat bakterii do solubilizacji fosforu moze mie¢ rowniez znaczenie dla biodo-
stepnosci metali. Zwigkszone ilosci jonow fosforu w glebie sprzyjajg wytrgcaniu si¢
nierozpuszczalnych fosforanéw otowiu, co ogranicza biodostepnosc¢ tego toksyczne-
go pierwiastka (Cotter-Howells, 1996).

6. PODSUMOWANIE

Stosowanie technik bioremediacyjnych taczacych funkcje roslin i mikroorgani-
zmow do poprawy stanu gruntow zanieczyszczonych zarowno zwigzkami organicz-
nymi, jak i substancjami nieorganicznymi, posiada wiele zalet. Techniki te mogg by¢
zaadaptowane zarowno do remediacji gruntéw silnie skazonych, takich jak sktado-
wiska toksycznych odpadow lub grunty skazone po zaktadach przemystu chemicz-
nego, jak i gleb o lekko podwyzszonych zawarto$ciach zanieczyszczen, na przyktad
w wyniku czestego stosowania srodkdéw ochrony roslin Iub jako skutek powodzi.

Do zalet technik bioremediacyjnych nalezy stosunkowo niski koszt, w poréwna-
niu do inzynieryjnych metod oczyszczania gruntow, poniewaz remediacja odbywa
si¢ W miejscu zanieczyszczenia (in situ) bez transportu i obrobki gleby. Koszty obej-
muja z reguly jedynie badania gruntu, zastosowanie dodatkow do gleb (substancje
immobilizujgce zanieczyszczenia, szczepy bakterii, nawozy), siew i uprawg roslin,
monitoring efektow remediacji.

Metody te sa przyjazne srodowisku, gdyz sa oparte na naturalnych procesach
wywotywanych przez rosliny lub/i bakterie. Skutkiem zastosowania tych metod jest
zatem nie tylko obnizenie poziomu lub toksyczno$ci zanieczyszczen ale rowniez
podtrzymanie szeroko rozumianego zdrowia gleby, czyli jej zdolnosci do petnienia
réznych funkcji (np. duza retencja wody, bior6znorodno$¢, odpornos¢ na erozje),
poniewaz zabieg remediacyjny odbywa si¢ bez silnego fizycznego i chemicznego
przeobrazenia gleby. Prostota technologiczna metod bioremediacyjnych w duzym
stopniu utatwia ich zastosowanie w niemal kazdych warunkach. Z kolei rozwoj
metod biotechnologicznych i bioinformatycznych w nauce i przemysle pozwalajacy
na uzyskanie szerokiego spektrum szczepionek dedykowanych okreslonym zastoso-
waniom w remediacji zanieczyszczonych gleb i réznym rodzajom zanieczyszczen,
sprzyja optymalizacji metod remediacyjnych i zwigkszaniu efektywnosci ich zasto-
sowan.
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1. WSTEP

Postanowienia Europejskiego zielonego tadu wymuszaja na sektorze rolniczym
krajow UE wprowadzenie szeregu praktyk majacych na celu redukcje uzycia mi-
neralnych srodkow nawozowych. Jedng z praktyk jest strategia ,,0d pola do stotu”,
polegajaca na zapewnieniu zdrowszej 1 zrOwnowazonej zywnosci w Europie. Bez-
pieczenstwo zywnosciowe UE obejmuje migdzy innymi zmniejszenie o potowe ko-
rzystanie z pestycydow, nawozow 1 sprzedaz srodkow przeciwdrobnoustrojowych,
a takze zwickszenie areatow rolnictwa ekologicznego. (Komunikat Komisji Euro-
pejskiej — Europejski Zielony Lad). Alternatywa do syntetycznych $rodkow ochrony
ro$lin i nawozow sg biopreparaty (Kuzniar i in. 2021). Sa to produkty pochodzenia
biologicznego, w sktadzie moga zawiera¢ zywe organizmy lub ich metabolity. Sktad
biopreparatu definiuje nam rodzaj z jakim produktem mamy do czynienia, moga
by¢: grzybowe, bakteryjne, bakteryjno/grzybowo enzymatyczne, bakteryjno-grzy-
bowe i enzymatyczne (Piwowar 2015, Grzyb i in. 2019).

Ustawa z dnia 10 lipca 2007r. o nawozach i nawozeniu stanowi, ze ,,Srodki po-
prawiajace wlasciwosci gleby — to substancje dodawane do gleby w celu poprawy jej
wlasciwosci lub jej parametrow chemicznych, fizycznych, fizykochemicznych lub
biologicznych, z wylaczeniem dodatkow do wzbogacenia gleby wytworzonych wy-
Tacznie z produktéw ubocznych pochodzenia zwierzecego” (Dz.U. 2007 nr 147 poz.
1033). Produkty te dzielimy ze wzgledu na sktad i technologi¢ produkcji: organiczne
i organiczno-mineralne, pozostalosci pofermentacyjne z biogazowni, preparaty mi-
krobiologiczne. Wedtug literatury produkty mikrobiologiczne stosowane w rolnic-
twie dzielimy na: nawozowe produkty mikrobiologiczne, bionawozy, biopestycydy,
biostymulatory, preparaty mikrobiologiczne (Grzyb i in. 2019, KuzZniar i in. 2021,
Sundh i in. 2021).

2. NAWOZOWE PRODUKTY MIKROBIOLOGICZNE

»Nawozowe produkty mikrobiologiczne — produkty zawierajace wytacznie mi-
kroorganizmy, w tym mikroorganizmy martwe lub nieaktywne, lub konsorcja tych
mikroorganizméw oraz substancje stanowigce pozywke dla tych mikroorganizmow
i ich metabolity, a takze nieszkodliwe substancje resztkowe z pozywek, ktore po-
prawiajg aktywno$¢ biologiczng gleby lub stymulujg procesy odzywiania roslin lub
grzybow, a wylgcznym celem ich zastosowania jest poprawa efektywnosci wykorzy-
stania sktadnikow pokarmowych przez rosliny lub grzyby, ich odpornosci na stres
abiotyczny, ich cech jakosciowych lub przyswajalnosci przez nie sktadnikow po-
karmowych z form trudno dostgpnych w glebie” (IUNG-PIB https://www.iung.pl/
nawozowe-produkty-mikrobiologiczne/ dostep 02.10.2024r. ).

Kluczowymi zadaniami produktow mikrobiologicznych sa:

» zwickszanie wchtaniania substancji pokarmowych roslin, np. mineralnych,

» zwigkszanie intensywnos$ci wzrostu i rozwoju roslin,
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* polepszanie produktywnosci,

» zwigkszenie odpornos$ci na patogeny,

» zwigkszenie odpornosci na abiotyczne czynniki srodowiskowe i stres,

» utrzymanie lub zwigkszanie ilosci wegla organicznego w glebie,

» zwigkszanie porowatosci gleb

wsparcie lub uzupehienie konwencjonalnej chemii ochronnej:

* biopestycydy

* bioinsektocydy

* biofungocydy

wsparcie wzrostu i rozwoju roslin:

* Dbiostymulatory

zastegpowanie mineralnych nawozéw lub stymulowanie przemian mikrobiolo-
gicznych w glebie:

* Dbionawozy

» preparaty mikrobiologiczne

(Ciepiel J., 2023, Kuzniar i in., 2021)

3. BIONAWOZY

Bionawozy skladaja si¢ z materii organicznej i jednego lub kilku aktywnych
zwigzkow organicznych, m.in. aminokwasy, witaminy, hormony ro$linne czy mikro-
i makroelementy wptywajace na wzrost i rozwo6j kultur roslin uprawnych. Dostar-
czaja roslinom niezb¢dnych sktadnikéw mineralnych, syntetyzowanych przez nie
naturalnie w procesach biochemicznych. Odpowiednie nawozenie moze przyczynic¢
si¢ do zabezpieczenia systemu korzeniowego przed infekcjami, pozytywnie wpty-
ng¢ na kondycj¢ roslin uprawnych, zywnosc¢ gleb, a takze ulepszy¢ jakos¢ plonow
(Grzyb 1 in. 2019, Miranda i in. 2024). Stanowia bezpieczng alternatyw¢ do na-
wozOw sztucznych minimalizujac w duzym stopniu negatywne skutki ekologiczne
(Mahanty i in. 2017).

Termin bionaw6z mozna interpretowaé na rézne sposoby:

— jako szczepionka bakteryjna, pochodna glonéw lub grzybow, stosowana dla
roslin w celu poprawy dostgpnosci sktadnikow odzywczych wykorzystywa-
nych przez rosliny, niezaleznie od ilosci sktadnikow odzywczych w samej
szczepionce.

— jako biologiczne czynniki nawozeniowe, produkt biodegradowalny zawiera-
jacy zywe mikroorganizmy rozpuszczajace fosforany i wigzace azot (PGPR
Plant-Growth-Promoting Rhizobacteria) (Solangi i in. 2023, Chatzistathis i in.
2024).

Bionawozy udostepniajg sktadniki odzywcze dzigki naturalnym procesom wig-
zania azotu czy solubilizacji fosforu i stymulujac rozwdj roslin na drodze syntezy
substancji wspomagajacych wzrost. Dlatego nie mogg by¢ postrzegane przez pry-
zmat klasycznej definicji nawozu, poniewaz nie dostarczaja wystarczajacej ilosci
sktadnikow odzywczych (Miranda i in. 2024).
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4. BIOPESTYCYDY

Biopestycydy stanowia alternatywe dla syntetycznych pestycydow, ktore stoso-
wane przez dluzszy czas moga kumulowac si¢ i zanieczyszczaé glebe, powietrze,
wody powierzchniowe i gruntowe, co stanowi zagrozenie dla pozytecznych mi-
kroorganizmow glebowych, zwierzat, a takze ludzi. Pestycydy syntetyczne tworzg
u ludzi zmiany mutagenne, teratogenne i nowotworowe. Termin pestycyd pochodzi
od tacinskiego pestis- szkodnik, i cedeo- zabija¢. Biopestycydy naleza do natural-
nych srodkdéw ochrony roslin (Sikorska & Wedzisz 2009.). Posiadajag w swoim skta-
dzie mikroorganizmy — wirusy, bakterie, grzyby jak rowniez nicienie. Biopestycydy
sg istotnym elementem zréwnowazonego rolnictwa.

Zalety stosowania biopestycydow:

» ukierunkowane dziatanie na dany rodzaj szkodnika i blisko spokrewnione or-

ganizmy

» skutecznos¢ w matych dawkach

* mniejsza toksycznosé

* szybsza biodegradacja w odrdznieniu do konwencjonalnych metod ochrony

roslin

* w potaczeniu z konwencjonalnymi pestycydami znacznie zmniejsza ich zuzy-

cie, przy jednoczesnym podniesieniu jakosci plonow

Wady stosowania biopestycydow:

» wysokie koszty produkcji

* trudno$¢ w oszacowaniu odpowiedniej dawki

(Kawalekar, 2013, Dhakal, 2019).

Do najpopularniejszych biopestycydow zaliczamy zawierajgce bakterie (Bacillus
i Pseudomonas) oraz grzyby (Trichoderma, Beauveria, Pythium) (Ginter i in., 2023).

5. BIOSTYMULATORY

Wedtug rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego nr 2019/1009 z dn. 16 lipca
2022r. biostymulator to: ,,produkt, ktory stymuluje procesy odzywiania ro$liny nie-
zaleznie od zawartosci sktadnikow pokarmowych w produkcie i ktérego jedynym
celem jest poprawa co najmniej jednej z nastgpujacych wlasciwosci rosliny lub ry-
zosfery roslin:

» efektywno$¢ wykorzystania sktadnikow pokarmowych;

* odpornos¢ na stres abiotyczny;

* cechy jako$ciowe;

* przyswajalnosc sktadnikéw pokarmowych z form trudnodostepnych w glebie

lub ryzosferze”.

Biostymulatory stosowane sg w rolnictwie w celu wspomagania proceséw fizjo-
logicznych roslin. Poprawa ilosci 1 jakosci plonow przy jednoczesnym zmniejszeniu
stosowania syntetycznych nawozow to glowne zalety tych produktow. Zastosowany
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w odpowiednim czasie biostymulator, zmienia metabolizm ros$lin, aby mogty by¢
odporne na dzialanie suszy, spadek temperatury czy przeciwstawic¢ si¢ patogenu
(Mystkowska 2018, Ginter i in. 2023). Na polskim rynku najbardziej powszechne
sa biostymulatory: substancje humusowe, inokulanty mikrobiologiczne, algi mor-
skie, hydrolizaty biatkowe 1 aminokwasy (Rutkowska 2016). Badania naukowe do-
wodza, ze substancje humusowe maja pozytywny wpltyw na zyzno$¢ gleb, przede
wszystkim z uwagi na zwigkszong sorpcje wymienng kationow, pojemno$¢ wodng
1 wyzszg zawarto$¢ tlenu. Kolejnymi cechami substancji humusowych jest zwiek-
szona dostgpnos¢ sktadnikéw mineralnych dla roslin, wspomaganie i rozwoj sytemu
darniowego oraz rozwoj pozytecznych mikroorganizmow glebowych (m.in. bakterie
z rodzaju Nitromonas, Azotobacter (Wach 2018). Kwasy humusowe przyczyniajg si¢
do utrzymania stalego odczynu pH w glebie. Zastosowanie tych produktéw uchroni
rosling przed stresem srodowiskowym (Ciepiel 2023). Nawozenie organiczne za-
pewnia zwigkszenie prochnicy w glebie, ktora jest niecodzownym elementem odzy-
wiania roslin (Huculak-Mczka i in. 2010).

Inokulanty mikrobiologiczne tak samo jak inne biostymulatory maja za zadanie
wspomoc wzrost roslin, poprzez podanie ich doglebowo, na ziarno lub powierzch-
ni¢ rosliny. Maja istotny wptywa na zwigkszenie systemu darniowego, biomasy ro-
$lin, pobor sktadnikéw mineralnych. Glownym ich sktadnikiem sg bakterie i grzyby
(Rutkowska 2016). Innym rodzajem biostymulatora sg algi morskie, ktore charak-
teryzujg si¢ silnym dziataniem stymulujacym. Wzbogacenie gleby o ten biostymu-
lator prowadzi do zwiekszenia wzrostu roslin i lepszego plonowania. Stosuje si¢ go
w formie kilkukrotnego oprysku bezposrednio po wykietkowaniu roslin (Lichner
i in. 2012). Algi morskie zawieraja bardzo duzo mikro- i makroelementow, ami-
nokwasy, witaminy oraz hormony wzrostu roslin takie jak cytokininy (Matysiak
i in. 2010). Biostymulatory na bazie biatka to: hydrolizaty biatkowe, ktore w skta-
dzie maja mieszaning peptydoéw i aminokwasow, lub $rodek posiadajacy pojedynczy
aminokwas. Aminokwasy jak i hydrolizaty pozyskiwane sg z bialek roslinnych lub
zwierzgcych. Maja istotny wptyw na wzrost 1 plon roslin uprawnych. Dzigki za-
wartosci biatka maja dziatanie budulcowe, metaboliczne i transportowe. Utrzymuja
pozytywny odczyn pH, tagodza skutki dziatania czynnikow stresogennych a takze
wplywaja na prawidlowy przebieg fotosyntezy (Pipiak i Skwarek 2020).

6. PREPARATY MIKROBIOLOGICZNE

Preparaty mikrobiologiczne w ostatnich latach coraz bardziej powszechne, po-
prawiaja wlasciwosci fizykochemiczne i biologiczne gleb. Do grupy preparatow
mikrobiologicznych naleza szczepionki bakteryjne a takze grzybowe. Szczepionki
moga zawiera¢ bakterie symbiotyczne roslin bobowatych (motylkowate). Po dwoch
latach badan przeprowadzonych w IUNG-PIB w Putawach preparaty zostajg zareje-
strowane przez Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju Wsi. Opinia o preparacie zawiera
wymagania jako$ciowe oraz wlasciwosci fizyko-chemiczne i biologiczne. Gtowne
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bakterie wystgpujace w szczepionkach dla roslin bobowatych to Azotobacter, Rhi-
zobium. Preparat stymuluje wzrost i rozw6j masy korzeniowej. Nosnikami bakterii
moga by¢ perlit, wegiel brunatny po uprzednim zmieleniu, lub torf. Wdraza si¢ go
poprzez zaprawe nasion dzigki temu wicksza cze$¢ preparatu trafia bezposrednio do
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