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c) Oméwienie celu naukowego ww. prac i osiaggnietych wynikéw wraz z oméwieniem
ich ewentualnego wykorzystania.

1. Wprowadzenie

Zastosowanie nawozenia mineralnego i chemicznych $rodkoéw ochrony w rolnictwie
przyczynito si¢ do gwattownej poprawy plonowania roslin i wzrostu produkcji zywno$ci
na catym $wiecie. Jednak po latach ich stosowania pojawily si¢ problemy z
pozostatosciami toksycznych zwigzkow w glebie i1 produktach rolnych, a takze z
zanieczyszczeniem wod gruntowych (Ollivier i in. 2011, Meena i in. 2017, Vimal i in.
2017). Juz pod koniec XX wieku zaczeto dostrzega¢ negatywne skutki intensywnego
rozwoju rolnictwa i stwierdzono postepujaca degradacj¢ gleb oraz utrat¢ ich zyznoSci.
Wedlug Gomiero (2016) na s$wiecie silnej degradacji uleglo okoto 25% terenow
rolniczych, a 44% zaliczono do $rednio zdegradowanych. Z degradacja gleb zwigzana jest
redukcja bior6znorodnosci i aktywnos$ci mikroorganizmow glebowych (Lange 1 in. 2015,
Patel i in. 2015, Singh 2015, Ambrosini i in. 2016). Aktywnos$¢ biologiczna gleby jest
jednym z najwazniejszych czynnikow decydujacych o jej zyznosci, gdyz zaréwno
mikroorganizmy glebowe jak i mikrofauna maja znaczacy wpltyw na tworzenie warstwy
prochnicznej, wlasciwej struktury oraz na obieg pierwiastkow biogennych w $rodowisku
glebowym. Jednak coraz czesciej, aby uzyskaé dobre plonowanie, rolnicy muszg z roku na
rok zwigksza¢ nawozenie, co tworzy bledne koto, przyspieszajac degradacje gleb oraz
zanieczyszczenie $rodowiska. Do tego stanu rzeczy przyczynily si¢ rowniez
wielkoobszarowe uprawy mono gatunkowe i ograniczone zmianowanie (Newton i in.
2009). Zmniejszenie biordznorodnosci srodowisk rolniczych sprzyja rozprzestrzenianiu
patogenow i szkodnikow roslin, co intensyfikuje stosowanie pestycydow (Ab Rahman i in.
2018). Silna presja pestycydow powoduje z kolei uodparnianie si¢ patogenow na
najczesciej stosowane w ochronie substancje aktywne (Leroux i in. 2002, Lamichhane
2017, McLeod i in. 2017).

Polityka Unii Europejskiej jest obecnie ukierunkowana na redukcje uzycia
pestycydow w rolnictwie, w skutek czego wycofano z rynku wiele srodkow ochrony roslin
(Matyjaszczyk 2008, Hillocks 2012, Lamichhane 2017). Ogromne znaczenie ma rowniez
wzrost $wiadomosci konsumentéw, ktorzy wymagaja zywnosci ,,zdrowej”’, bez
pozostato$ci szkodliwych substancji i pestycydéw. Rezultatem dazen do zapewnienia
bezpieczenstwa zywnosci i srodowiska naturalnego byto wprowadzenie integrowanego
systemu produkcji w rolnictwie oraz integrowanej ochrony ros$lin. Integrowana produkcja
stanowi sposob gospodarowania uwzgledniajacy zrownowazone wykorzystanie postgpu
technicznego i biotechnologicznego w uprawie, ochronie i nawozeniu roslin (Lescourret
2017). W zwigzku z powyzszym nastgpit zwrot w kierunku opracowywania technologii i
produktow, ktére mialyby jak najmniej ujemne dziatanie na zdrowie ludzi 1 zwierzat oraz
srodowisko naturalne. Juz w 1965 r., na sympozjum zorganizowanym w Berkeley pt.
,Ecology of soilborne plant pathogens: prelude to biological control”, jako jedng z nowych
strategii uprawy, zaproponowano biologiczng ochrong roslin. Strategi¢ ta zdefiniowano
jako ograniczanie rozwoju oraz aktywnosci patogendow przez jeden lub wigcej organizmow
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innych niz czlowiek, czego wynikiem jest redukcja wystgpowania choréb wywotywanych
przez te patogeny (Garrette 1965, Cook i Baker 1983). Szersza definicja okresla
biologiczng ochrong jako dziatania skierowane przeciwko szkodliwym organizmom, inne
niz przy uzyciu chemicznych srodkow ochrony roslin. Do takich dziatan mozna zaliczy¢
m.in. stosowanie mikroorganizméw do poprawy zdrowotno$ci i wzrostu roslin.

Wieloletnie badania dowodzg, ze mikroorganizmy odgrywaja istotng rol¢ w ochronie
ro$lin. Bakterie i grzyby wspomagajg wzrost roslin oraz ochronig je przed patogenami i
stresami abiotycznymi wykorzystujagc szeroka gam¢ mechanizmoéw takich jak:
symbiotyczne i niesymbiotyczne wigzanie azotu atmosferycznego, zwigkszanie
przyswajalnosci trudno dostgpnych dla roslin sktadnikow pokarmowych, produkcja
stymulujacych wzrost fitohormondw, indukcja mechanizméw odpornosci w roslinach oraz
antagonistyczne dziatanie wobec patogenéw. Szczegétowo mechanizmy dziatania
mikroorganizmow zostaty opisane w wielu publikacjach przegladowych (Junaid i in. 2013,
Calvo i in. 2014, Daguerre i in. 2014, Meena i in. 2017).

Szczegblnie duzo uwagi poswigca si¢ zastosowaniu bakterii, ktore majg korzystny
wplyw na wzrost ro$lin oraz ich odpornos$¢ na biotyczne i abiotyczne czynniki stresowe.
Bakterie te z angielskiego nazywane sa plant growth-promoting bacteria (PGPB) lub, jesli
pochodza ze strefy korzeniowej roslin, plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR)
(Kloepper i in. 1989). Najintensywniejsze interakcje pomiedzy roslinami a bakteriami
zachodzg w strefie korzeniowej — ryzosferze, gdzie wydzieliny korzeniowe kreuja
srodowisko bogate w substancje odzywcze 1 sprzyjajace intensywnemu rozwojowi
mikroorganizmow. Poprzez korzenie rosliny wydzielaja migdzy 40% a 60% produktu
fotosyntezy (Keiluweit i in. 2015). Substancje organiczne wydzielane przez korzenie
zawieraja m.in. aminokwasy, kwasy organiczne, regulatory wzrostu, sterole, cukry,
witaminy, sterole i in. (Meena i in. 2017). Kompozycja i ilos¢ wydzielin korzeniowych
zalezy od genotypu i wieku rosliny, warunkéw glebowych, pH, dost¢pnosci wody i
dwutlenku wegla. Zmiany tych czynnikow powoduja zmiang sktadu wydzielin 1 majg silny
wpltyw na aktywnos$¢ oraz strukture zespotow mikroorganizméw towarzyszacych roslinie
(Ambrosini i in. 2016). Ze wzgledu na swa bior6znorodno$¢ mikrobiologiczng strefa
korzeniowa roslin jest najczgsciej wykorzystywanym Zrodlem izolacji  szczepow
aktywnych bakterii, cho¢ szczepy takie izolowane sg rowniez z gleby poza-ryzosferowej,
fyllosfery, a ostatnio takze z wewnetrznych tkanek roslin — endosfery (Santoyo i in. 2016).

Standardowo, pierwszy etap selekcji aktywnych mikroorganizmow obejmuje testy in
vitro na podtozach agarowych, w ktorych badany jest antagonizm izolatow bakterii wobec
kolonii grzybow patogenicznych. Oprocz tego czesto wykonywane sg badania, rOwniez in
vitro, okreslajagce metaboliczny potencjat testowanych bakterii. Miedzy innymi okreslane
sg zdolnos$ci do rozpuszczania zwigzkéw fosforu, produkeji sideroforow, kwasu indolilo-3-
octowego (IAA), deaminazy ACC, cyjanowodoru czy amoniaku (McSpadden Gardener i
Fravel 2002, Salete Mota i in. 2017). Okazuje si¢, ze w tego typu testach wigkszos¢
badanych izolatow wykazuje pozytywny potencjat (Ko6hl i in. 2011). Do dalszych badan
wybierane sg te izolaty, ktore wykazuja najszersze spektrum dziatania. Chociaz jest to
uproszczony system selekcji i wiele z wyselekcjonowanych w ten sposob bakterii okazuje
si¢ nieskutecznych w warunkach polowych, to pozwala na wstgpne okreslenie
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potencjalnych mozliwos$ci tych mikroorganizmoéow, a wedlug de Boer’a (2017) system ten
sprawdza si¢ w przypadku selekcji izolatow nalezacych do rodzajow bakterii znanych ze
swoich ochronnych zdolnosci jak: Pseudomons sp., Bacillus sp. czy Sterptomyces sp.

Kolejnym ctapem badan sg do$wiadczenia in planta prowadzone w warunkach
laboratoryjnych lub szklarniowych, gdzie dziatanie wybranych izolatow jest sprawdzane w
uktadzie bakteria — ro$lina — patogen. Réwniez i ten system jest bardzo uproszczony, gdyz
testy prowadzone sa z uzyciem tylko jednego gatunku/odmiany rosliny wobec zazwyczaj
jednego szczepu patogena, a ponadto w warunkach kontrolowanych i uproszczonej wersji
podtozy. Taki uktad nie odzwierciedla warunkéw panujacych w glebie. Ten etap jest
jednak nastepnym krokiem selekcji izolatow i zaweza liczbe tych, ktdre zostang wybrane
do doswiadczen polowych 1 bardziej szczegblowych badan nad mozliwo$ciami
aplikacyjnymi bakterii. Selekcja mikroorganizméw wedtug takiego schematu jest
powszechnie stosowana ze wzgledu na mato skomplikowany uktad testow 1 niskie koszty,
pozwalajace na przetestowanie wielu izolatow. Wyniki tego typu do$wiadczen moga by¢
wykorzystywane do izolacji mikroorganizméw, ktére docelowo maja by¢ stosowane w
szklarniach i tunelach lub na etapie produkcji rozsady, gdzie relacje podtoze — roslina i
warunki otoczenia sg bardziej uproszczone - kontrolowane. Jednak obecnie wiadomo, ze
ten system nie zawsze jest skuteczny w przypadku zastosowania bakterii w warunkach
upraw polowych, a wiele badan, obiecujgcych w poczatkowych fazach, konczy si¢ na tym
etapie. Swiadcza o tym liczne publikacje, w ktorych zawarto pozytywne wyniki
doswiadczen kontenerowych 1 szklarniowych. Jednak tylko niektore z tych badan byty/sa z
pozytywnym skutkiem kontynuowane w warunkach polowych.

Najbardziej istotnym etapem w badaniach nad opracowaniem preparatow
mikrobiologicznych do wykorzystania w rolnictwie jest ocena ich skutecznosci w testach
polowych oraz formulacja. Jest to najtrudniejszy etap, poniewaz wiele
wyselekcjonowanych bakterii nie jest w stanie konkurowa¢ z rodzimymi zespotami
mikroorganizmow zasiedlajacymi glebe i strefe korzeniowa roslin. Wedlug aktualnego
stanu wiedzy mikroorganizmy wprowadzane do $srodowiska naturalnego sg traktowane
jako organizmy inwazyjne (Mallon i in. 2015). Skutecznos$¢ zasiedlania przez nie
srodowiska zalezy od bioréznorodnosci wystepujacego w nim mikrobiomu i to nie tylko
roznorodnosci taksonomicznej, ale i funkcjonalnej (Eisenhauer i in. 2013, de Boer 2017).
Im wigksza bioréznorodno$¢ tym mniejsza skuteczno$¢ ,,inwazyjna” i metaboliczna
wprowadzanego mikroorganizmu (Ambrosini i in. 2016). Sktad oraz funkcjonalno$é
zespolow mikroorganizméw w interakcjach z roslinami zalezy w duzej mierze od gatunku
1 stadium rozwojowego roslin, stanu ich odzywienia, dost¢gpnosci skladnikéw
pokarmowych oraz czynnikow fizyko-chemicznych jak pH, wilgotno$¢, temperatura, typ
gleby i wielu innych (Chaparro i in. 2013, Calvo i in. 2014, Lange i in. 2015). Aby
skutecznie konkurowa¢ w tak zréznicowanym $rodowisku jakim jest gleba, wprowadzane
bakterie muszg wykazywac si¢ silng konkurencyjnos$cia i zdolnosciag do kolonizacji roslin.
Niestety, w wiekszosci przypadkow ich liczebno$¢ obniza si¢ gwattownie po inokulacji i
nie maja one znaczacego wptywu na zmiany W natywnych zespotach mikroorganizmow,
co obserwowali w swoich badaniach Felici i in. (2008), Baudoin i in. (2009) i de Salamone
i in. (2010) po inokulacji pomidoréw, kukurydzy i ryzu bakteriami PGPB.
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Dlatego, aby uzyska¢ oczekiwany efekt dziatania, inokulum wprowadzane do gleby
musi zawiera¢ wysokie zageszczenie aktywnych komorek bakterii. Najczeséciej stosowane
sa zageszczenia W zakresie 107 — 10° jednostek tworzacych kolonie (jtk) na 1 ml zawiesiny
inokulacyjnej. Typowym sposobem inokulacji, szeroko stosowanym w pracach
badawczych, jest uzycie ptynnego inokulum bakterii, ktore stanowi kultura bakterii w
pozywce plynnej lub odseparowane od ptynu hodowlanego komorki, zawieszone w
zbuforowanej cieczy. Pltynne inokulum jest mieszane z glebg, uzywane do podlewania
ro$lin lub do moczenia ich korzeni. Jest to bardzo uproszczona metoda aplikacji, ale jest
szybka, mato skomplikowana technologicznie i stosunkowo tania. Ten sposob inokulacji,
szczegbdlnie w warunkach polowych, nie daje jednak zadnej ostony bakteriom
wprowadzanym do ztozonego i opornego Srodowiska glebowego. Nie jest to réowniez
forma inokulacji wlasciwa z praktycznego punktu widzenia (niestabilna skuteczno$¢
dziatania, brak mozliwosci dluzszego przechowywania w warunkach typowych dla
handlu). Dlatego, kolejnym etapem prac badawczych jest opracowanie wlasciwej formy
uzytkowej (formulacji), czyli fizycznej postaci preparatu biologicznego zawierajacego
mikroorganizmy jako skladnik aktywny i nosniki zapewniajagce im ochrong, trwato$¢ i
utatwiajace stosowanie.

Obszerng publikacje przegladowa na temat nos$nikow oraz sposobdéw formulacji
bakterii opracowali Bashan i in. (2016). W tej pacy autorzy przedstawili réznorodne
kategorie no$nikow jak np.: torf, zmielone skaty, weggiel brunatny, odpadowe materiaty
roslinne, polimery i inne. Okre$lili rowniez gtowne cechy charakteryzujace nosnik: (i)
powinien by¢ obojetny dla mikroorganizméw, a jednoczes$nie przedtuzac¢ ich zywotnos¢
oraz zabezpiecza¢ podczas przechowywania i po aplikacji, (i) odporny na zmienne
warunki przechowywania, (iii) powinien mie¢ okreslony 1 powtarzalny sktad oraz cechy,
(iv) bezpieczny dla ludzi, zwierzat i $rodowiska, (v) latwo dostepny i tani, (Vi)
kompatybilny z powszechnie uzywanym sprzetem rolniczym. W komercyjnym uzyciu
wazng cechg preparatdéw mikrobiologicznych jest jak najdtuzszy termin przechowywania.
Jest to mniejszy problem dla Gram dodatnich bakterii jak np. Bacillus sp., ktore
wytwarzaja przetrwalniki. Takiej wlasciwo$ci natomiast nie posiadajg bakterie Gram
ujemne, ktorych zywotno$§¢ mozna przedluzy¢ m.in. dzigki obnizeniu wilgotnosci
preparatu poprzez suszenie lub liofilizacj¢ (Bashan i in. 2016).

Jak wspomniano powyzej, brak stabilnego - powtarzalnego dziatania preparatow
biologicznych jest jedna z ich gtownych wad, ktora moze zniechgca¢ uzytkownikéw do ich
stosowania. Aby poprawi¢ konkurencyjnos¢ i skuteczno$¢ mikroorganizméw w zmiennych
warunkach naturalnych zalecane jest stosowanie mieszanek roznych rodzajow, gatunkow a
nawet szczepoéw aktywnych grzybow, bakterii lub bakterii z grzybami, cechujacych si¢
réznymi mechanizmami dziatania (Szczech 2008, Eisenhauer i in. 2013). Na przyktad
wspélne zastosowanie grzybow mykoryzowych oraz bakterii rizobiowych zwigksza
produktywno$¢ roslin stragczkowych (Xavier i Germida 2002 i 2003, Wang i in. 2011).
Liczne przyklady pozytywnego dziatania mieszanek bakterii PGPR 1 grzyboéw
mykoryzowych oraz przyklady badan nad mieszankami mikroorganizméw do
zastosowania w ochronie ro$lin opisali rowniez Vimal i in. (2017) i Sarma i in. (2015).
Uzycie konsorcjow kliku kompatybilnych mikroorganizméw, o réznych wymaganiach 1
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mechanizmach dziatania na ro$liny i patogeny, zwigksza szanse¢ uzyskania ich skutecznego
dziatania w uprawach. Ze wzgledu na inne wymagania $rodowiskowe mikroorganizmy w
mieszance mogg kolonizowa¢ réznorodne nisze w strefie korzeniowej roslin i w zalezno$ci
od warunkéw uruchamia¢ rézne mechanizmy wptywajace na ochrong¢ roslin np. produkcje
substancji hamujacych rozwdj organizmow patogenicznych lub aktywujacych reakcje
odpornosciowe w roslinach (Szczech 2008, Sarma i in. 2015). Jakkolwiek, interesujacy,
krytyczny poglad na teorie dotyczace stosowania mieszanek mikroorganizmow Versus
praktyczne ich wspoétdziatanie w naturalnym Srodowisku przedstawili Xu i in. (2011)

Prezentowany cykl publikacji jest wynikiem badan dotyczacych zastosowania
bakterii w biologicznej ochronie roslin warzywnych przed patogenami grzybowymi.
Szczegélnie badania te koncentrowaly si¢ na zagadnieniach zwiazanych z
efektywnoscia dzialania mieszanek antagonistycznych bakterii.

Pomimo obecnosci na komercyjnym rynku réznych preparatow mikrobiologicznych
jest ich wcigz zbyt mato aby pokry¢ zapotrzebowanie producentéw. Rolnicy s3 coraz
bardziej $wiadomi konieczno$ci ochrony $rodowiska, a w szczegdlnos$ci utrzymania
zyznos$ci gleb. W zwigzku z tym wzrasta ich zainteresowanie i zapotrzebowanie na srodki
biologiczne, ktore mogg by¢ alternatywg lub uzupetnieniem dla syntetycznych preparatow.

Prace nad wykorzystaniem szczepdéw antagonistycznych bakterii w ochronie roslin
rozpoczeta autorka podczas dwuletniego stazu w Japonii, a nastepnie kontynuowata
badania w Instytucie Warzywnictwa w Skierniewicach, obecnie Instytut Ogrodnictwa.

Celem tych prac bylo:

e Okreslenie mozliwo$ci wykorzystania w biologicznej ochronie roslin bakterii Bacillus
subtilis RB14-C, posiadajacej zdolno$¢ do produkcji antybiotykow iturinu A i
surfaktyny oraz zwigkszenie efektywnos$ci jej dzialania poprzez zastosowanie W
kombinacji z antagonistycznym szczepem Burkholderia cepacia BY.

e Opracowanie mieszanek bakterii skutecznych w ochronie roslin warzywnych przed
kompleksem patogenow grzybowych.

e Ocena efektywnosci dziatania mieszanek wybranych bakterii w warunkach polowych.

e Utrwalenie 1 wydluzenie Zywotnosci bakterii poprzez opracowanie techniki ich
formulaciji.

2. Oméwienie wynikéw prac dokumentujacych osiagniecie naukowe

2.1. Badanie skutecznos$ci réznych metod aplikacji bakterii Bacillus subtilis RB14-C i
Burkholderia cepacia BY w ograniczaniu zgorzeli siewek pomidora wywolywanej
przez grzyb Rhizoctonia solani.

Prace nad ochronnym dziataniem B. subtilis RB14-C i B. cepacia BY prowadzono w
latach 2001-2003. We wczesniejszych badaniach przedstawionych przez Ohno i in. (1992)
oraz Asake i Shode (1996) wykazano, ze bakteria RB14 jest producentem antybiotykow
iturinu A i surfaktyny oraz ma zdolno$¢ do ograniczania rizoktoniozy pomidora. Ituriny i
surfaktyny stanowia grupe lipopeptydowych antybiotykow, ktore wykazuja silnie
hamujace dziatanie wobec licznych grzyboéw, w tym patogenicznych dla roslin (Ongena i
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Jacques 2008, Wang i in. 2015, Fira i in. 2018). Wedtug Velivelli i in. (2014) RB14
posiada réwniez zdolno§¢ do produkcji DAPG, pyoluteiryny, pyrrolnitryny, fengicyny i
fenazyny. W swoich badaniach Shoda (2000) stwierdzit, ze B. subtilis RB14 w krotkim
czasie po wprowadzeniu do gleby wytwarzat przetrwalniki, ktore nie produkowaty
antybiotykow. Postawiono hipoteze, ze spory Bacillus kietkujg i produkujg aktywne
substancje w ryzosferze roslin. W zwigzku z tym prace autorka rozpoczeta od okreslenia
dynamiki populacji aktywnych form bakterii RB14-C versus formy przetrwalnikowe w
podtozu bez udziatu roslin oraz w strefie korzeniowej testowych roslin pomidora. Szczep
RB14-C byt stabilnym mutantem szczepu B. subtilis RB14, odpornym na streptomycyng |
zachowujacym zdolno$¢ do produkeji iturinu A i surfaktyny na poziomie wyjsciowego
szczepu RB14. Oceniany byt stopien kolonizacji przez RB14-C w dwoch strefach korzeni
pomidorow (0 — 3 cm i >3 cm dhugosci korzenia) w zaleznosci od metody aplikacji tych
bakterii. W doswiadczeniach zastosowano trzy metody aplikacji: (i) zawiesing komorek
mieszano z gleba (SA), (ii) zaprawiano nasiona (SC), (iii) faczona aplikacja - zawiesing
komorek RB14-C mieszano z glebg, a po 4 dniach wysiewano zaprawiane tg bakterig
nasiona pomidora (SA+SC).

Badania prowadzono w warunkach laboratoryjnych. Zastosowano dwa systemy
doswiadczalne: (i) testy prowadzone w doniczkach o pojemnosci 0,5 1, (ii) tzw. ,,mikro-
testy” w probowkach. W pierwszym systemie do skazonej R. solani gleby aplikowano
bakterie RB14-C wg trzech powyzej wymienionych metod. W tym systemie badano stopien
zasiedlenia podioza przez RB14-C w ciagu czterech dni inkubacji od momentu aplikacji
oraz dynamike produkcji antybiotyku iturin A przez te bakterie. Nastepnie, po dwoch
tygodniach wzrostu roslin pomidora w badanych podtozach, oceniano stopien porazenia
tych ro$lin przez R. solani oraz zasigg i intensywnos$¢ kolonizacji korzeni przez RB14-C, w
zaleznos$ci od metody inokulacji bakterii. W drugim systemie, tzw. ,,mikro-testach”, badano
poziom kolonizacji przez RB14-C strefy wokot nasion oraz intensywnos$¢ produkcji iturinu
A. Doktadny opis tych doswiadczen zamieszczono w pracy Szczech 1 Shoda (2006).

Wykazano, ze ochronne dziatanie antagonistycznej bakterii B. subtilis RB14-C jest
Scisle uzaleznione od sposobu ich aplikacji. Najlepsza ochron¢ ro$lin pomidora
uzyskiwano, gdy zawiesina komoérek byla dodawana do podloza i rOwnomiernie z nim
wymieszana. Stwierdzono, ze w tym uktadzie liczebno$¢ introdukowanej bakterii silnie
wzrastala w ciggu 24 godzin od momentu aplikacji, a w populacji przewazaty aktywne
komorki w formie wegetatywnej. Podwyzszona liczebno$¢ antagonisty utrzymywata si¢ w
podtozu tylko przez 2-3 dni. Po tym okresie powracala do poziomu wyjSciowego
(bezposrednio po inokulacji), a wiekszos¢ komorek bakterii RB14-C wchodzita w faze
spoczynkowg. We wstepnej fazie po inokulacji antagonista produkowat tez iturin A. Jednak
krétko po tym, z powodu przechodzenia komorek w forme spoczynkowa, poziom produkcji
iturinu A spadal. Zmniejszenie koncentracji antybiotyku w glebie mogto by¢ rowniez
wynikiem rozktadu tej substancji przez inne mikroorganizmy oraz wyptukiwania podczas
podlewania. Pomimo to, produkcja antybiotyku zaraz po inokulacji RB14-C do podtoza
byla wystarczajaca aby ograniczy¢ patogeniczng aktywno$¢ R. solani. Potwierdza to wyniki
uzyskane przez Haasa i Keela (2003), ktorzy stwierdzili, ze niektére antybiotyki moga
efektywnie hamowac rozwoj patogenow, nawet jezeli ich koncentracja jest bardzo niska.
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W przypadku wymieszania RB14-C z podtozem z pewnoscig duze znaczenie miato
tez rOwnomierne rozmieszczenie komorek antagonisty, co zwigkszyto kontakt z grzybnig R.
solani. Jak wykazano w innych doswiadczeniach autorki bezposredni kontakt antybiotyku z
grzybnig patogena gwarantowal zahamowanie jego rozwoju (Szczech i Shoda 2005).
Ochronny efekt tej aplikacji (mieszanie z podlozem) moégt by¢ réwniez zwigzany z
regularng kolonizacjg korzeni roslin. Caty system korzeniowy pomidoréw byt zasiedlony
przez RB14-C, a zageszczenie tych bakterii bylo wigksze w dolnych partiach korzeni, ktére

jako najmtodsze mogty by¢ bardziej wrazliwe na atak patogena.

W odroznieniu do doglebowej aplikacji, zaprawianie nasion pomidora bakteriami
RB14-C nie bylo skuteczng metoda ochrony. Prawdopodobnie ilo$¢ antagonisty
wprowadzona wraz zaprawianymi nasionami do podtoza byta zbyt mata, aby jego dziatanie
byto wystarczajace dla zahamowania infekcji roslin. Pomimo wzrostu liczebnosci bakterii
RB14-C wokoét nasion po ich wysianiu, produkcja iturinu A w znaczacym stezeniu
rozpoczgta si¢ dopiero po trzech dniach od inokulacji (Szczech i Shoda 2006). Natomiast
obserwacje autorki wykazuja, ze najsilniejsza infekcja kietkujacych nasion pomidora przez
R. solani nastgpowata juz po dwoch dniach (Szczech, dane nie publikowane). A wigc
produkcja antybiotyku w tym przypadku byla zbyt opdzniona zeby skutecznie obnizy¢
porazenie. Rowniez kolonizacja korzeni pomidora byla bardzo staba i ograniczata si¢
gléwnie do wyzszych partii korzeni, co nie zapewniato dostatecznej ochrony w
pozniejszym okresie wzrostu roslin.

Podwdjna aplikacja RB14-C, polegajaca na wymieszaniu bakterii z gleba, a nastgpnie
wysianiu do tej gleby zaprawianych bakteriami nasion pomidora, nie poprawila
skuteczno$ci dzialania antagonisty. Porazenie siewek pomidora w tym obiekcie nie r6znito
si¢ istotnie od kontroli z podtozem skazonym R. solani. Byto to prawdopodobnie zwigzane
z zaburzeniami w produkcji iturinu A przez bakterie, a takze zmienng kolonizacja korzeni
roslin. Dwadzie$cia cztery godziny po wysianiu zaprawianych nasion do inokulowanej
wczesniej bakteriami gleby, ogdlna liczebnos$¢ bakterii RB14-C wzrosta, jednak byta nizsza
niz poziom populacji obserwowany w tym terminie w przypadku aplikacji doglebowej.
Stwierdzono, ze wigkszo$¢ komorek bakterii RB14-C bylo w formie przetrwalnikow.
Sytuacja ta utrzymywala si¢ przez kolejne dwa dni trwania eksperymentu. Miato to wptyw
na obnizenie produkcji iturinu A. Prawdopodobnie dodatkowe wprowadzenie RB14-C wraz
z nasionami do gleby uprzednio inokulowanej spowodowato zaburzenia w funkcjonowaniu
tych bakterii, szczegdlnie w uktadzie doswiadczenia laboratoryjnego prowadzonego w
pojemnikach o ograniczonej pojemnosci. Rowniez kolonizacji korzeni pomidoréw nie byta
stabilna, gdyz w pewnych do$§wiadczeniach rozktad bakterii na korzeniach byt podobny jak
przy aplikacji doglebowej, natomiast w innych jak przy zaprawianiu nasion.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze sposob aplikacji aktywnych mikroorganizmow moze
mie¢ kluczowy wptyw na ich skuteczno$¢. W tym przypadku odnosi si¢ to do bakterii,
ktérych gtéwnym mechanizmem dziatania jest zdolno$¢ do produkcji antybiotykow
hamujacych rozwoj patogena. Aby uzyskac efekt ochronny antybiotyk powinien mie¢
bezposredni kontakt z organizmem chorobotworczym.

Kolejnym etapem badan wykonywanych przez autorke bylo okreslenie
oddziatywania B. subtilis RB14-C na rozwdj R. solani oraz innych mikroorganizméw w
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inokulowanym podtozu. Opis tych do§wiadczen oraz wyniki zamieszczono w publikacji
Szczech 1 Shoda (2005). W eksperymentach kontenerowych obserwowano dynamike
liczebnosci grup ogoélnych bakterii i grzyboéw oraz wprowadzonego do podtoza R. solani,
pod wpltywem zawiesiny komorek B. subtilis RB14-C odseparowanych od podioza
hodowlanego. Stwierdzono, ze szczep RB14-C istotnie obnizal liczebno$¢ bakterii w
podiozu juz po dwoch dniach inkubacji. Natomiast zastosowanie zawiesiny komorek tej
bakterii nie miato istotnego wptywu na liczebno$¢ grzybow strzepkowych i R. solani w
badanym podtozu. Podobne wyniki uzyskano w doswiadczeniach, w ktérych badano
dziatanie zawiesiny komoérek RBI14-C na mikroorganizmy zasiedlajace ryzosfere
pomidorow, w tym na zaggszczenie R. solani. Liczebnos$ci mikroorganizméw w strefie
korzeniowej roslin rosnacych w podlozu traktowanym i nie traktowanym RB14-C
okre§lano po trzech tygodniach od inokulacji i dwoch tygodniach wzrostu roslin w
podiozach. I w tym przypadku aplikacja RB14-C istotnie zmniejszata liczebnos$¢ bakterii
na korzeniach roslin, natomiast liczebnos¢ grzybow ogotem i R. solani byta we wszystkich
badanych obiektach podobna.

Wedhug doniesien wielu autoréw (Podile 1994, Probanza i in. 2002, Ramos i in.
2003) bakterie z rodzaju Bacillus spp. dodane do gleby lub zastosowane jako zaprawa
nasienna, mogg zmienia¢ sktad flory bakteryjnej w ryzosferze roslin. Redukcja liczebnosci
bakterii mogta wynika¢ z konkurencji o miejsce i limitowane sktadniki pokarmowe.
Mniejsze znaczenie mogla mie¢ antybioza, gdyz wedlug informacji zawartych w
opracowaniu Wanga i in. (2015) ituriny wykazuja matg efektywnos¢ jesli chodzi o
hamowanie wzrostu bakterii. Aplikacja komoérek RB14-C nie miata natomiast wptywu na
0g6lna populacje grzybow glebowych, co potwierdza wyniki uzyskane podczas badania
zageszezenia R. solani. Chociaz inni autorzy podaja przykltady zmniejszenia liczebnosci
grzybow w ryzosferze orzeszkow ziemnych przez B. subtilis AF1 (Podile 1994) oraz
grzybow mikoryzowych Pisolithus tinctorius przez B. pumilus i B. licheniformis (Probanza
I in. 2001). W tym przypadku zastosowanie zawiesiny komorek bakterii odseparowanych
od podioza hodowlanego, zawierajacego wyprodukowane przez te bakterie antybiotyki,
znacznie ostabilo ich antygrzybowe dziatanie. Potwierdzaja to wyniki kolejnych
doswiadczen, rowniez opisanych w pracy autorki, w Kktorych zastosowano zawiesing
komorek RB14-C oraz kulture tych bakterii w pozywce hodowlanej. W przypadku
aplikacji kultury RB14-C do podtoza skazonego R. solani stwierdzono istotne obnizenie
liczebnos$ci jednostek tworzacych kolonie tego grzyba, w przeliczeniu na 1 g podtoza, a
takze obnizenie koncentracji ergosterolu. Natomiast zawiesina komorek bakterii w wodzie
nie miata wptywu na redukcj¢ R. solani i obnizenie ilosci ergosterolu w poréwnaniu z
kontrolg. Ergosterol jest uwazany za wskaznik wielkosci populacji grzybow Rhizoctonia w
glebie (Ruzicka i in. 2000), o czym $wiadczyta niska koncentracja tego zwigzku w
podtozu, gdzie nie dodano R. solani (Szczech i Shoda 2005).

O hamujacym wptywie antybiotykéw produkowanych przez B. subtilis RB14-C na
R. solani $wiadcza réwniez wyniki testu, w ktorym obserwowano pod mikroskopem
wzrost grzybni R. solani poddanej dziataniu zawiesiny ptukanych komoérek RB14-C lub
kultury tych bakterii. W obiekcie, gdzie zastosowano zawiesing komorek stwierdzono
nieznaczne zahamowanie wzrostu grzybni patogena w poréwnaniu do grzybni kontrolne;j.
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Natomiast tam, gdzie uzyto bakterie wraz z ptynem pohodowlanym wzrost grzybni byt
silnie zahamowany.

Powyzsze Dbadania wykazaly =znaczenie wyzszej koncentracji substancji
antybiotycznych dla skutecznego ochronnego dzialania RB14-C wobec patogena
zgorzelowego R. solani. Doswiadczenia wykonano w warunkach laboratoryjnych i
pokazuja one duzy potencjal tych bakterii w biologicznej ochronie roslin. Nalezaloby
jednak okresli¢ jakie mozliwos$ci majg bakterie B. subtilis RB14-C w glebie uprawne;j.
Czesto w warunkach naturalnego S$rodowiska glebowego produkcja 1 dziatanie
antybiotykdw przez mikroorganizmy moze by¢ ograniczona. Powodow ograniczonego
dziatania antybiotykéw na liczebno$¢ patogendéw w naturalnym $rodowisku moze byc
wiele. Po pierwsze, oprocz limitowanej produkcji, innymi czynnikami wptywajacymi na
dziatanie metabolitow antagonistycznych bakterii jest ich rozklad przez mikroorganizmy
zasiedlajace glebe, wychwytywanie i blokowanie tych substancji w kompleksach
sorpcyjnych gleby, a takze wyplukiwanie przez wode przenikajaca z powierzchni do
glebszych warstw. Nalezy roéwniez wspomnie¢ o rdznej wrazliwosci patogendw na
toksyczne metabolity produkowane przez antagonistow. Niektore grzyby patogeniczne
wytwarzaja mechanizmy obronne, dzigki ktorym odznaczaja si¢ tolerancja na obecnos¢
toksycznych metabolitéw (Duffy i in. 2003). Do tych mechanizméw nalezag m.in.
produkcja enzymoéw rozktadajacych substancje antybiotyczne lub zdolno$¢ do usuwania
toksyn z komorek (Morrissey i Osbourn 1999). Zmienng wrazliwos$cig na poszczegdlne
antybiotyki charakteryzuja si¢ nie tylko grzyby roéznych rodzajow. Czesto szczepy
nalezace do tego samego gatunku na danym obszarze, a nawet w tym samym siedlisku sg
mniej lub bardziej odporne na toksyczne metabolity (Fry i in. 1992, McDonald i in. 1994,
niepublikowane badania wtasne autorki).

Kolejny etap badan obejmowat oceng skutecznosci ochronnego dziatania kombinacji
dwoch szczepoéw antagonistycznych bakterii B. subtilis RB14-C i B. cepacia BY. Szczep
bakterii BY oznaczony jako Burkholderia cepacia zostal wyizolowany z gleby
wulkanicznej uzywanej w doswiadczeniach z RB14-C. Autorka wyizolowata go na
podlozu Martina, przeznaczonym do izolacji grzybow z gleby, z r6zem bengalskim 1
streptomycyng. Kolonia utworzona na powierzchni pozywki przez ta bakterie wykazywata
silne hamujace dziatanie wobec grzybow rosnacych na tym podiozu. Po izolacji i
oczyszczeniu szczep BY hamowat rowniez silnie wzrost grzybni R. solani w testach in
vitro.

W wielu badaniach wykazano, ze kombinacja kilku mikroorganizmow moze
poprawi¢ wynik ich ochronnego dziatania (Rapauch 1 Kloepper 1998, De Boer i in. 1999,
Guetsky 1 in. 2002). W zwigzku z tym przeprowadzono badania nad ograniczeniem
porazenia pomidoréw przez R. solani przy uzyciu kombinacji bakterii RB14-C i BY, ktore
opisano w publikacji Szczech i Shoda (2004). W pierwszej kolejnosci przebadano
wzajemne relacje pomigdzy obydwoma szczepami. Stwierdzono, ze BY nieznacznie
hamowala wzrost RB14-C na szalkach. Natomiast RB14-C nie ograniczata wzrostu B.
cepacia, ktora byta odporna rowniez na iturin A. Odporno$¢ bakterii B. cepacia na liczne
antybiotyki potwierdzajag roéwniez inne doniesienia (Parke i Gurian-Sherman 2001).
Wstepne testy przeprowadzone na filtrach z wiokna szklanego, zaszczepionych R. solani i
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umieszczonymi w ziemi inokulowanej mieszankg bakterii RB14-C 1 BY lub tymi
szczepami osobno, wykazaty calkowite zahamowanie wzrostu grzybni patogena przez
mieszanke bakterii na filtrach, ogladanych pod mikroskopem. Ograniczony wzrost grzybni
R. solani obserwowano rowniez po zastosowaniu pojedynczych szczepéw RB14-C i BY,
przy czym silniejsze dzialanie wykazywat szczep BY. Nastepnie skuteczno$¢ kombinacji
tych dwoch szczepow bakterii badano w do$wiadczeniach kontenerowych z roslinami
pomidora. W tych doswiadczeniach bakterie byly aplikowane do podltoza w réznych
konfiguracjach: (i) RB14-C+BY dodawane do podloza 4 dni przed wysiewem pomidora,
(i) RB14-C aplikowany do podtoza 4 dni, a BY 2 dni przed wysiewem pomidora, (iii)
RB14-C aplikowany do podtoza 4 dni, a BY bezposrednio przed wysiewem pomidora. Dla
poréwnania, w do$wiadczeniach uzyto rdwniez pojedyncze szczepy tych bakterii, przy
czym BY aplikowano bezposrednio przed wysiewem nasion oraz dwa lub cztery dni przed
wysiewem. Z kolei RB14-C, we wszystkich wariantach, dodawano do podloza na cztery
dni przed wysiewem pomidora. Podtoze przed inokulacja bakteriami byto skazone R.
solani. Po dwoch tygodniach od wysiewu okreslano liczbe roslin pomidoréw, ktore
wyroslty w poszczegdlnych obiektach i ich mas¢. Analizowano roéwniez liczebnos$¢ R.
solani oraz B. subtilis RB14-C w podtozach.

Obie bakterie, uzyte jako pojedyncze szczepy, ograniczaty zgorzel pomidora
wywotang przez R. solani. Najlepszy efekt w przypadku pojedynczej aplikacji uzyskano po
uzyciu BY na cztery dni przed wysiewem nasion. Natomiast wrod wszystkich obiektow
najmniejsze porazenie pomidoréw uzyskiwano po zastosowaniu kombinacji RB14-C+BY
dodawanej dwa dni przed wysiewem, a nastgpnie RB14-C+BY cztery dni przed
wysiewem. Bakterie zwigkszaly rowniez istotnie mase roslin pomidora. Najwieksze
ro$liny uzyskiwano po zastosowaniu BY. Masa ro$lin w tych wariantach byla
poréwnywalna do ro$lin rosngcych w podtozu nie skazonym R. solani. Aplikacje bakterii
RB14-C i BY do podtoza skazonego R. solani istotnie redukowaty populacje patogena.
Istotnie wigkszg skuteczno$cig odznaczata si¢ bakteria B. cepacia BY. W wariantach,
gdzie dodano tg bakteri¢ liczebnos¢ R. solani w podtozu byta ok. trzykrotnie nizsza niz w
podtozu kontrolnym. Dziatanie RB14-C byto znacznie stabsze.

Badanie liczebnosci B. subtilis RB14-C w podtozach wykazato, ze po czterech
dniach od aplikacji liczebnos¢ tych bakterii utrzymywata sie na poziomie ok. 7 x 108 jtk/ g
podtoza i to glownie w formie przetrwalnikow. Natomiast tam, gdzie zastosowano RB14-C
w kombinacji z BY ogo6lna liczebno$¢ Bacillus nie zmienita sie, ale istotnie obnizata sig
liczba form spoczynkowych RB14-C - okoto 30% populacji tych bakterii byto aktywnych.

Badania te wykazaly, ze nowo wyizolowana bakteria B. cepacia BY okazata si¢ mie¢
silniejsze whasciwosci antagonistyczne wobec R. solani niz B. subtlis RB14-C. Obie grupy
tych bakterii, zarowno Bacillus jak i Burkholderia, zaliczane sa do mikroorganizmow
wykazujacych szerokie spektrum mechanizméw, ktore mozna wykorzysta¢ w biologiczne;j
ochronie roslin (Parke i Gurian-Sherman 2001, Kowalska i Szczech 2005, Santoyo i in.
2012, Sivasakthi i in. 2014). Jednak badania autorki byty jednymi z pierwszych, gdzie
wykorzystano obie bakterie i wykazano wigksza skuteczno$¢ takiej kombinacji. Powyzsze
badania wykazaty réwniez, ze ochronna skuteczno$¢ mikroorganizméw moze by¢ zalezna
od terminu aplikacji bakterii.
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2.2. Opracowanie mieszanek bakterii skutecznych w ochronie roslin warzywnych
przed kompleksem patogenow grzybowych.

Badania nad wykorzystaniem mieszanek aktywnych bakterii w biologicznej
ochronie ro$lin autorka kontynuowata w kolejnych latach. Celem badan byto opracowanie
mieszanek aktywnych mikroorganizméw skutecznych w ochronie roslin warzywnych
przed kompleksem patogenow grzybowych. Prace rozpoczeto od izolacji i selekcji bakterii
pod katem mozliwosci ich zastosowania w ochronie roslin. Bakterie izolowano z podtozy z
dodatkiem wermikompostu, ktore we wczesniejszych badaniach wykazywaly znaczna
oporno$¢ wobec patogenow. Zjawisko to byto zwigzane z wysoka zawarto$cig
mikroorganizmow antagonistycznych (Szczech 1999, Szczech 1 in. 2002). Bakterie
izolowano rowniez z ryzosfery roslin warzywnych (pomidor, salata, ogorek). Pozyskane
izolaty byly badane w testach in vitro pod katem zdolnosci do produkcji antybiotykow,
stymulacji wzrostu ro$lin, udost¢pniania sktadnikow pokarmowych oraz indukcji
odpornosci. W wyniku tych dzialan w Pracowni Mikrobiologii (obecnie Zaktad
Mikrobiologii) powstata kolekcja bakterii o rdéznych mechanizmach dziatania, o
potencjalnym wykorzystaniu w ochronie ro$lin i jako biostymulanty. Wtasciwosci izolatow
bakterii przedstawiono w pracach: Szczech i Dyki (2007), Szczech (2009), Szczech i in.
(2009) oraz Szczech i in. (2016 a).

Wybrane bakterie, oznaczone jako: 207, PT42, Bacillus sp. PZ9 i SZ141,
Enterobacter sp. B125 i PT60, T20, Burkholderia cepacia CAT5 uzyto W réznych
kombinacjach do ochrony ro$lin przed chorobami odglebowymi, w licznych
doswiadczeniach kontenerowych. Dos$wiadczenia prowadzono z ro$linami testowymi
pomidora, ogorka i sataty. W pierwszej kolejnosci, w testach in vitro, sprawdzono
wzajemne oddziatywanie bakterii aby okres§li¢ ich kompatybilnos¢ lub wzajemny
antagonizm. Nastgpnie przygotowywano mieszanki bakterii, ktorych dziatanie na testowe
ro$liny badano w do$wiadczeniach z podtozami skazonymi R. solani i patogenicznymi
szczepami Fusarium (F. oxysporum f. sp. lycopersici FOL, F. solani). Wszystkie
doswiadczenia powtarzano dwu- lub trzykrotnie. Wyniki badan laboratoryjnych i
szklarniowych zostaty opisane w pracach Szczech i Dyki (2007), Szczech i Dysko (2008),
Szczech i in. (2009) i Szczech i in. (2016 a).

W sktad badanych mieszanek wchodzity dwa lub trzy izolaty bakterii. Mieszanki
przygotowywano bezposrednio przed uzyciem w formie zawiesin komorek w roztworze
soli fizjologicznej. Udzial objetosciowy kazdej z zawiesin bakteryjnych w mieszankach
byt rowny. W doswiadczeniach, w ktorych badano skuteczno$¢ kombinacji bakterii w
ograniczaniu zgorzeli siewek pomidora wywolywanej przez R. solani, zastosowano test na
ptytkach Phytotoxkit (Tigret) (Szczech 1 Dyki 2007, Szczech 1 Dysko 2008). Ptytki
wypetniano podtozem skazonym patogenem, a nastgpnie wysiewano nasiona pomidora,
ktore byly moczone w zawiesinach bakteryjnych. Ptytki umieszczano w komorze
wegetacyjnej i po 7 dniach inkubacji oceniano intensywno$¢ wschodoéw roslin. W
doswiadczeniach z R. solani zastosowano nastgpujace mieszanki  bakterii:
B125+207+PT42; PT42+SZ141; B125+PT42; PT60+SZ141; PT60+PT42. Dla poréwnania
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nasiona zaprawiano rowniez zawiesinami pojedynczych szczepow bakterii, ktore byly
uzywane w mieszankach.

W doswiadczeniach z R. solani, skazenie podloza powodowato prawie catkowite
zahamowanie wschodoéw roslin. Zaprawianie nasion mieszankami bakterii istotnie
zwigkszato liczbe siewek, w porownaniu do wariantow, w ktorych wysiano nasiona nie
zaprawiane bakteriami. Najlepsze dziatanie w tych do$wiadczeniach wykazywata
mieszanka bakterii PT42+SZ141, ktora ograniczata zgorzel siewek pomidora i zwigkszala
wschody o ok. 30% w poréwnaniu do kontroli. Zaobserwowano, ze pojedyncze izolaty
réwniez poprawiaty wschody pomidoréw w skazonym podtozu, ale ich skutecznos$¢ byta
zmienna w kolejnych testach. Natomiast mieszanki bakterii bardziej stabilnie chronity
pomidory przed zgorzela.

Doswiadczenia z podtozem skazonym Fusarium FOL przeprowadzono w warunkach
szklarniowych, w doniczkach wypemionych podtozem skazonym zarodnikami patogena
(Szczech 1 Dyki 2007, Szczech 1 Dysko 2008). Do podloza wysadzano rozsade
pomidorow, ktorych Kkorzenie moczono w zawiesinie mieszanek bakteryjnych:
PT42+S7141+T20; PT42+PT60+T20; SZ141+PT60+T20; PT60+PT42; PT60+SZ141,
PT42+S7141; PT42+B125. Po miesigcu wzrostu ro$lin oceniano stopien ich porazenia
przez Fusarium na podstawie stopnia nekrozy tkanek na przekroju poprzecznym szyjki
korzeniowej. Ocen¢ wykonywano W skali 0 — 4 (0 — brak objawow porazenia, 4 — 100%
nekrozy na przekroju). Okres§lano rowniez liczebno$¢ Fusarium spp. w ryzosferze roslin,
za pomocg posiewOw na podioze selektywne dla tych grzybow.

W tych doswiadczeniach, istotne ograniczenie porazenia roslin pomidora przez
Fusarium uzyskiwano po zastosowaniu mieszanek bakterii PT42+PT60+T20;
SZ141+PT60+T20 (Szczech i Dyki 2007) oraz PT42+B125 (Szczech i Dysko 2008).
Pozostate mieszanki uzyte w tych doswiadczeniach nie wykazywaty ochronnego dziatania.
Tak jak w przypadku testow z R. solani, pojedyncze izolaty réwniez wykazywaty
wlasciwosci ochronne w niektorych doswiadczeniach, ale ich skutecznos¢ nie byla
powtarzalna w kolejnych testach. Najbardziej efektywny okazat si¢ szczep BI125.
Natomiast T20 wykazywat tendencje do stymulacji porazenia roslin przez Fusarium.
Pomiary zageszczenia jednostek propagacyjnych patogena w ryzosferze roslin pomidora
nie wykazaly istotnego wptywu inokulacji bakteriami na liczebno$¢ Fusarium.
Ograniczenie stopnia porazenia ro§lin przez mieszanki bakteryjne nie mialo réwniez
wplywu na poprawg plonowania pomidoréw w podtozach silnie skazonych tym patogenem
(Szczech i Dysko 2008).

Oprécz doswiadczen z podlozami skazonymi osobno R. solani lub Fusarium,
wykonano badania nad potencjalem ochronnym mieszanek bakterii oraz grzyba
Trichoderma harzianum PBG na stopien porazenia roslin dwoéch ro$lin testowych
(pomidora i ogoérka) w podlozach skazonych kompleksem grzybow patogenicznych
(Szczech i in. 2009). W doswiadczeniach uzyto podtoze skazone patogenami: R. solani, F.
oxysporum f. sp. lycopersici i F. solani. Badano dzialanie mieszanek zawierajacych
bakterie PT60 i CAT5 z grzybem PBG oraz bakterie PT60 i B125 z grzybem PBG.
Nasiona ro$lin testowych byly traktowane zawiesinami mieszanych mikroorganizmoéw lub
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pojedynczych szczepdw. Traktowane mikroorganizmami rosliny uprawiano w skazonych
patogenami podtozach przez 6 tygodni, w warunkach szklarniowych.

Ze wzgledu na kompleksowe skazenie podtoza kilkoma patogenami, ochronne
dziatanie zastosowanych mikroorganizméw 1 ich mieszanek oceniano na podstawie
parametréw rozwoju systemu korzeniowego: powierzchni, objetosci, dtugosci i liczby
stozkéw wzrostu. Pomiary wykonano za pomocg skanera HP Scanjet 7400C potaczonego z
systemem WinRhizo (Reagent Instruments Inc., Kanada). Badano takze zmiany
strukturalne korzeni pomidora, na przekroju poprzecznym, wybarwianym barwnikiem
Sudan III, ktéry zabarwia ligniny, suberyny i kutyn¢ w ksylemie na kolor pomaranczowy.
Przy pomocy programu Quick Photo Camera (Olympus, Polska), pod mikroskopem,
mierzono grubo$¢ ksylemu na przekrojach korzeni traktowanych mikroorganizmami.
Oceniano rowniez zawarto$¢ zwigzkéw fenolowych w korzeniach. Obecno$¢ i
koncentracja tych zwigzkéw wskazuje na mozliwos¢ wystapienia reakcji odpornosciowych
w roslinach (Lattanzio i in. 2006).

Stwierdzono, ze dzialanie badanych mikroorganizméw bylo rézne w zaleznosci od
gatunku rosliny testowej. Silniejsze dziatanie ochronne uzyskiwano w przypadku roslin
pomidoréw niz ogoérkow. Korzenie traktowanych pomidoréow charakteryzowaly sig¢
lepszymi  parametrami  wzrostu w obiektach, gdzie zastosowano mieszanki
mikroorganizmow. Najlepsze dzialanie wykazywata mieszanka zawierajgcg bakterie PT60,
B125 i grzyb PBG. Rosliny pomidora traktowane tg mieszankg, rosngce w skazonym
podtozu, odznaczaty si¢ istotnie lepiej rozwinigtym systemem korzeniowym niz rosliny nie
traktowane mikroorganizmami. Sposrdd pojedynczych szczepéw najlepszym ochronnym
dzialaniem, ale stabszym niz mieszanki, odznaczala si¢ bakteria B125. Pozostate szczepy
bakterii nie miaty istotnego wptywu na rozwdj systemu korzeniowego pomidoréow. Obie
zastosowane mieszanki mikroorganizmow istotnie zwigkszaly zawarto$¢ zwigzkow
fenolowych w pomidorach. Podwyzszona zawarto$¢ tych substancji stwierdzono réwniez
po aplikacji bakterii CAT5 i PT60. Najnizsze st¢zenie fenoli bylo w korzeniach roslin
kontrolnych, ktére rosty w podlozu skazonym patogenami. Zwigzki fenolowe w roslinach
maja istotny udziat w reakcjach odpornosciowych na infekcje przez -czynniki
chorobotwdrcze, posiadaja rowniez wlasciwosci antybiotyczne oraz odgrywaja istotng role
w tworzeniu mechanicznych barier §cian komoérkowych (Castellano 2012). W przypadku
opisanych powyzej doswiadczen, w korzeniach pomidoréw traktowanych kombinacjami
mikroorganizméw obserwowano zwigkszong lignifikacj¢ wigzek przewodzacych,
widoczng w silniej rozbudowanym ksylemie. Lignifikacja tkanek jest jednym z
mechanizmoéw obronnych roslin, stanowigcych mechaniczng bariere przeciwko penetracji
grzybow (Hiickelhoven 2007). Istotnie silniejszg lignifikacj¢ tkanek obserwowano réwniez
po zastosowaniu grzyba Trichoderma, co sugeruje, ze w mieszankach ten szczep mogt by¢
czynnikiem decydujacym o tworzeniu barier fizycznych w korzeniach.

Rosliny ogorka ogolnie byly mniej podatne na zastosowane mikroorganizmy.
Najlepiej reagowaty na dziatanie pojedynczych szczepow bakterii CATS i grzyba PBG. Te
dwa szczepy istotnie zwickszaly wszystkie mierzone parametry wzrostu korzeni w
porownaniu do roslin uprawianych w podtozu skazonym patogenami, a takze do roslin
kontrolnych z podtoza bez dodatku grzybow chorobotworczych. Istotng stymulacje
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wzrostu korzeni ogérkdéw uzyskano réwniez stosujac mieszanke zawierajaca CATS+
PT60+PBG. Jednak, pomimo pozytywnego wplywu, mieszanka dziatala w tym przypadku
stabiej niz jej komponenty zastosowane osobno. Uzyte mikroorganizmy nie miaty wptywu
na istotne zwigkszenie koncentracji zwigzkow fenolowych w korzeniach ogorkow.

Ochronne oddziatywanie inokulowanych w strefie korzeniowej mikroorganizmow
ograniczato si¢ prawdopodobnie do tej strefy, gdyz testy wykonane na odcietych lisciach
roslin traktowanych tymi mikroorganizmami, ktoére zakazano nekrotroficznym patogenem
Botrytis cinerea, nie wykazaly wystgpienia reakcji odpornosciowych w nadziemnych
czg$ciach tych roslin (Szczech 1 in. 2009). Generalnie nie obserwowano istotnego
ograniczania rozwoju nekroz na liSciach ro$lin  traktowanych aktywnymi
mikroorganizmami w poréwnaniu do lisci roslin kontrolnych. Wyjatkiem byta mieszanka
PT60+B125+PBG, w przypadku ktérej we wszystkich przeprowadzonych testach
uzyskano istotne ograniczenie porazenia przez B. cinerea i to zaréwno na liSciach
pomidoréw jak i ogérkéw. Zaden z pojedynczych szczepdw, uzytych w tych badaniach
mikroorganizméw takich wlasciwosci nie wykazywal. Wyniki te sugeruja, ze w
przypadku tej mieszanki w roslinach mogly wystapi¢ reakcje odpornos$ci systemiczne;.

W  kolejnych doswiadczeniach oceniano mozliwo$¢ zastosowania bakterii w
produkcji rozsady sataty. Badano wptyw aplikacji bakterii do podtoza na rownomiernosc¢
wschodow nasion salaty oraz intensywno$¢ wzrostu roslin. Celem tych prac byta produkcja
dobrze rozwinigtej rozsady tych roslin bez uzycia zapraw chemicznych. Bakterie
dodawano do podtozy stosowanych do produkcji rozsady, w formie zawiesin komorek, a
nastgpnie wysiewano nasiona. Produkcja rozsady byla prowadzona w szklarni.
Przetestowano kilkanascie kombinacji réznych szczepow bakterii (Szczech, dane nie
publikowane). Jednak najlepszym i najbardziej stabilnym dziataniem odznaczata si¢
mieszanka bakterii B125 i PZ9 (Szczech i in. 2016 a i b). Kombinacja tych bakterii nie
tylko istotnie poprawiala wschody salaty we wszystkich eksperymentach, ale réwniez
przyspieszata wzrost rozsady 1 istotnie zwigkszata mase roslin.

2.3.  Ocena efektywnosci dzialania mieszanek wybranych bakterii w warunkach
polowych.

Skuteczno$¢ dziatania mieszanek bakterii, wybranych na podstawie testow
laboratoryjnych i szklarniowych, oceniano w doswiadczeniach polowych, opisanych w
pracach Szczech i Dysko (2008), Szczech i1 in. (2016 a i b). Pierwsze doswiadczenia
wykonano w uprawie gruntowej pomidorow w tunelu foliowym (Szczech 1 Dysko 2008).
Korzenie rozsady przed wysadzeniem do gruntu moczono w zawiesinach mieszanek
bakterii: PT60+PT42, PT60+SZ141, PT42+SZ141 i PT42+B125. Doswiadczenie
prowadzono w dwoch kolejnych latach. Gleba w tunelu nie byla sztucznie skazona
patogenami. W czasie wzrostu ros$lin monitorowano wystgpowanie objawdéw naturalnego
porazenia pomidoréw przez patogeny. Jednak w obu latach badan nasilenie chorob byto
niskie. Dlatego nie udalo si¢ oceni¢ ochronnego dzialania zastosowanych bakterii.
Oceniano natomiast plonowanie roslin oraz rozwoj ich systemu korzeniowego. Nie
stwierdzono istotnego wplywu aplikacji bakterii na ogdélny plon pomidorow. Natomiast w
pierwszym roku badan obserwowano istotng stymulacje rozwoju systemu korzeniowego
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pod wpltywem bakterii. Zjawisko to nie powtdrzylo si¢ jednak w kolejnym roku.
Generalnie w uprawie polowej nie stwierdzono istotnego oddzialywania bakteryjnej
aplikacji na wzrost i plonowanie pomidordw, pomimo obiecujacych wynikow uzyskanych
w doswiadczeniach szklarniowych.

Podobnie, w doswiadczeniach polowych z satatg nie uzyskano pozytywnego wptywu
bakterii na zdrowotno$¢ i plonowanie tych roslin (Szczech i in. 2016a i 2016b).
Przeprowadzono dwa, trwajace po trzy lata, do§wiadczenia w rdznych systemach uprawy:
na certyfikowanym polu ekologicznym oraz w konwencjonalnej uprawie na poletkach
doswiadczalnych Zaktadu Ochrony Roslin Instytutu Ogrodnictwa. Gleba w tej ostatniej
lokalizacji charakteryzowata si¢ silnym skazeniem patogenami, glownie Sclerotinia
sclerotiorum. W obu doswiadczeniach bakterie B125 i PZ9 aplikowano na etapie produkcji
rozsady. Rozsadg¢ produkowano w szklarni w podlozu torfowym Klasmann. Po wysiewie
do podtoza nasiona salaty podlewano zawiesinami badanych bakterii. Stosowano zaré6wno
mieszanke szczepow jak i oba szczepy pojedynczo. Dodatkowo, w do$wiadczeniach w
systemie konwencjonalnym, gdzie satat¢ uprawiano na skazonym polu Zaktadu Ochrony
Roslin, w jednym z wariantow podczas produkcji rozsady nasiona zaprawiano Zaprawg
Nasienng T 75 DS/WS (75% tiuram).

Aplikacja mieszanki bakterii B125+PZ9 na etapie produkcji rozsady istotnie
przyspieszata wzrost roslin, ktoére byly wigksze i lepiej rozwini¢te niz rosliny kontrolne.
Pojedyncze szczepy bakterii rOwniez pozytywnie wplywaly na wzrost sataty, ale ich
dziatanie bylo stabsze niz mieszanki obu tych szczepow (Szczech 1 in. 2016a). Z kolei
chemiczne zaprawianie nasion hamowato wzrost rozsady (Szczech i in. 2016b).

Satata po wysadzeniu do gruntu nie byta juz ponownie traktowana bakteriami. W
czasie wzrostu monitorowano wystepowanie chordb, a po zbiorach oceniano plonowanie i
sktad chemiczny roélin (tylko w przypadku uprawy ekologicznej). Stwierdzono, ze
pomimo wczesniejszej stymulacji wzrostu sataty, zastosowane bakterie nie mialty wpltywu
na dalszy rozwo6j i1 plonowanie ros$lin po wysadzeniu do gruntu, zarOwno w uprawie
konwencjonalnej jaki ekologicznej. Efektem, ktory obserwowano po aplikacji bakterii,
byto zwigkszenie zawartosci azotu ogdlnego w roslinach i obnizZenie koncentracji witaminy
C (Szczech i in. 2016a), ktore mogto by¢ nastgpstwem wickszej zawartoSci azotu i
produkcji protein w ro$linach (Herencia 1 in. 2011). Bakterie nie chronity sataty przed
chorobami po posadzeniu do gruntu, ale nie obserwowano tez ich negatywnego wptywu na
zdrowotnos$¢ sataty, ktory stwierdzano w przypadku ro$lin traktowanych Zaprawa
Nasienng T (Szczech i in. 2016 b).

W warunkach polowych efekt ochronny uzyskano jedynie w doswiadczeniach z
ogbérkami trzykrotnie podlewanymi zawiesing bakterii PT60 (Szczech i in. 2016 b). W
ciggu trzech lat doswiadczen, aplikacja tego szczepu bakterii istotnie ograniczata
wystepowanie maczniaka rzekomego wywotywanego przez Pseudoperonospora cubensis.
Ograniczenie porazenia roslin nie bylo jednak wystarczajace aby wptyna¢ na zwigkszenie
plonu ogdrkow.

Opisane powyzej rezultaty doswiadczen polowych ze szczepami bakterii, ktore
wykazywaty wlasciwosci ochronne i stymulowaly wzrost roslin w testach prowadzonych
w srodowisku kontrolowanym, pokazujg jak trudno uzyskaé satysfakcjonujace efekty w
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naturalnych warunkach uprawy. Jak wspomniano we wstepie, zdolno$¢ mikroorganizmow
antagonistycznych do kolonizacji nowego §rodowiska jest Sci§le zwigzana z skutecznoscia
ich dziatania. Aby uzyska¢ satysfakcjonujaca ochrong roslin, populacja antagonisty
powinna utrzymywaé si¢ na odpowiednio wysokim poziomie przez okres, w ktorym
mikroorganizm ten jest w stanie skutecznie ograniczy¢ patogeniczne dziatanie organizmoéw
chorobotworczych lub oddzialywaé na metabolizm rosliny. W poczatkowych fazach
opracowywania produktow mikrobiologicznych, w doswiadczeniach kontenerowych,
introdukowane mikroorganizmy maja bardziej sprzyjajace warunki aby wykaza¢ swoje
dziatanie. Po pierwsze, w ograniczonej objetosci podtoza, w ktorym uprawiane sg rosliny
testowe, istnieje mozliwo$¢ utrzymania wyzszej koncentracji wprowadzonych bakterii.
Sprzyjaja temu rowniez warunki, w ktorych ilo$¢ niekontrolowanych czynnikow
mogacych ogranicza¢ dzialanie mikroorganizméw jest znacznie mniejsza niz w
naturalnym $rodowisku. Warunki doswiadczen szklarniowych, czy tez kontenerowych sa
znacznie bardziej uproszczone w poréwnaniu do tych, w ktorych funkcjonuja
mikroorganizmy w glebie. Silna presja licznych biotycznych i abiotycznych czynnikow w
uprawach moze nie tylko powodowa¢ gwalttowna redukcje liczebnosci wprowadzonych
mikroorganizméw, ale takze ,wycisza¢” aktywowanie mechanizméw ich dziatania.
Kolejng przyczyng braku efektywnosci stosowanych mikroorganizméw moze by¢ sposob
ich aplikacji. Jak pokazata autorka w badaniach z B. subtilis RB14-C (Szczech i Shoda
2006) metoda aplikacji bakterii moze istotne wptywac na ich dziatanie. Jednak, kierujac si¢
wzgledami praktycznymi i ekonomicznymi nalezy ograniczac ilo$ci/objgtosci stosowanego
inokulum, aby zmniejsza¢é koszty 1 upraszcza¢ aplikacjg. W doswiadczeniach
kontenerowych nie jest to trudne, mozna zaprawia¢ nasiona, moczy¢ korzenie rozsady,
podlewac¢ rosliny zawiesinami bakterii. Pojawiaja si¢ jednak trudnosci przy przechodzeniu
ze skali laboratoryjnej do poéltechnicznej lub technicznej w komercyjnych uprawach.
Okazuje sie¢, ze ilos¢ inokulum stosowanego w badaniach moze by¢ niewystarczajgca w
produkcji polowej, a jego zwigkszenie podwyzsza koszty produkcji i stanowi techniczne
utrudnienie w aplikacji dla rolnika. Zaprawianie nasion lub dodawanie inokulum do
podtoza przy produkcji rozsady moze by¢ skuteczng i ekonomiczng metoda ochrony roslin
na tym etapie produkcji, gdyz jest tatwe i nie wymaga duzych ilosci inokulum.
Skuteczno$¢ tej metody pokazano na przyktadzie produkcji rozsady sataty (Szczech i in.
2016 a i b). Pozytywne dziatanie bakterii stosowanych na nasiona, ktore stymulowaty
wzrost 1 chronily siewki réznych roslin uprawnych wykazali rowniez inni autorzy np.
Zheng i Sinclair (2000), Bardin i in. (2004), Schoina i in. (2011). Moze to jednak nie mie¢
znaczenia w dalszych etapach uprawy. Lepsze rezultaty mozna uzyska¢ stosujgc
kilkukrotng aplikacje w ciggu sezonu wegetacyjnego, jak to pokazuja doswiadczenia z
bakterig PT60 w uprawie ogorka gruntowego (Szczech i in. 2016 b).

Oczywiscie skuteczno$¢ inokulacji wyselekcjonowanymi bakteriami zalezy réwniez
od specyfiki mechanizmu/mechanizméw ich dziatania, jak réwniez od gatunkéw roslin 1
warunkow uprawy. Jednak mikroorganizmy wprowadzane do srodowiska wymagaja
wsparcia, ktore moze polega¢ na zastosowaniu nos$nikéw chronigcych komorki i
przedtuzajacych ich zywotno$¢ lub na ksztaltowaniu warunkow bardziej sprzyjajacych dla
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introdukowanych organizméw np. odpowiednie nawozenie, zmiana pH, utrzymanie
wilgotnosci gleby i inne.

2.4.  Utrwalenie i wydluZenie zywotnos$ci bakterii poprzez opracowanie techniki ich
formulacji.

Utrwalenie 1 wydtuzenie zywotnosci mikroorganizméw, ktoére wykazuja skuteczno$é
w uprawie roslin, jest zasadniczym etapem, decydujagcym o mozliwos$ci ich komercyjnego
uzytkowania. W literaturze mozna znalez¢ wiele doniesien na temat réznych sposobow
formulacji bakterii. Najszersze i najnowsze opracowania na ten temat przedstawili Bashan
I wsp. (2014 i 2016). Jak dotychczas najbardziej popularnymi no$nikami, stosowanymi w
badaniach, a takze w komercyjnych preparatach sa: torf, perlit, pyliste formy wegla 1 skat,
maltodekstryna, roznorodne polimery. Stosowane sg rdwniez liofilizowane kultury
bakterii. Kazda z tych form ma swoje wady 1 zalety. Do gtownych wad zalicza si¢ koszty
produkcji, niskg trwato$¢, trudno$ci z uzyskaniem jednorodnosci i powtarzalnosé
jakosciowe] materialtu oraz problemy z utrzymaniem zywotnosci komorek
mikroorganizmow wprowadzonych na nosnik w czasie przechowywania.

W swojej pracy autorka zdecydowala si¢ na zastosowanie alginianu sodu — polimeru
pozyskiwanego z alg morskich, ktory jest fatwo dostepny i tani (Yabur i in. 2007). Inne
zalety tego materialu to mozliwo$¢ utrzymania standardowej jako$ci, materiat ten jest
prawie sterylny i nie toksyczny w stosunku do zywych organizmoéw i $rodowiska.
Mozliwo$¢ wykorzystania alginianu sodu jako no$nika dla mikroorganizméw stosowanych
w rolnictwie badali Bashan z zespotem (Bashan 1986, Bashan i Gonzalez 1999, Bashan i
in. 2002). Opracowali oni system produkcji makro-, a nastgpnie mikrokapsul
alginianowych, ktére stanowity ochrone¢ dla bakterii po wprowadzeniu do gleby, a takze
skutecznie przedtuzaty ich zywotnos¢ w czasie przechowywania. Szczegdlne zalety
wedlug tych autorow wykazywaty mikrokapsuty (o $rednicy 50 — 200 pm), ktore
utrzymuja wysokie zageszczenie komorek, a ktére mozna bardziej réwnomiernie
rozprowadzi¢ w $§rodowisku glebowym, strefie korzeniowej roslin lub zaprawi¢ nimi
nasiona. Makrokapsuly osiagajace wielko§¢ 1 — 4 mm ograniczaja dostep tlenu do
»zamknigtych” w nich mikroorganizméw co ma wplyw na Zywotno$¢ komoérek w
srodkowej czgdci kapsuly, trudno jest réwniez zaaplikowaé ich odpowiednig ilo§¢ w
poblizu korzeni czy nasion, gdzie zachodzg interakcje mikroorganizmoéw z rosling (Bashan
i in. 2002).

Do produkcji mikrokapsut alginianowych autorka wybrala metode opisang przez
Windera i in. (2003), ktora opierata si¢ na zmodyfikowanym procesie emulsyfikacji
sktadnikow w oleju roslinnym (Szczech i Maciorowski 2016). Mikrokapsulacji poddano
kilka szczepow bakterii z réznych rodzajow (CAT5 B. cepacia, PZ9 i SZ61 Bacillus) oraz
zarodniki konidialne grzyba Trichoderma. Mikrokapsulacji poddano réwniez szczepy
B125, jednak jego przezywalno$¢ podczas tego procesu i przechowywania byla bardzo
niska, dlatego danych tych nie przedstawiono w publikacji.

Przy produkcji mikrokapsut alginianowych wprowadzono réwniez dodatkowe
materiaty - suplementacyjne (zmielony i sterylizowany torf, chitozan i odtluszczone mleko
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w proszku), ktorych zadaniem bylo polepszenie przezywalno$ci mikroorganizmow
podczas procesu kapsulacji oraz podczas utrwalania mikrokapsut za pomocg liofilizacji.
Do produkcji preparatow wykorzystywano dwudniowe kultury bakterii bulionie
odzywczym, w ktorych zageszczenie komoérek wynosito 10%° — 10 jtk mI™t. W przypadku
grzyba Trichoderma wykorzystywano zawiesing zarodnikow konidialnych o zaggszczeniu
108 jtk ml!. Uzyskane mikrogranule przechowywano w roéznych warunkach: cze$é
wilgotnych mikrogranul przechowywano w sterylizowanych pojemnikach w temperaturze
4 °C, drugg cz¢s¢ liofilizowano, a nastepnie przechowywano w rowniez w sterylizowanych
pojemnikach w tych samych warunkach.

W doswiadczeniach oceniano przezywalno$¢ mikroorganizméw w mikrokapsutach
oraz wydajnos¢ procesu produkcji  w  zalezno$ci od uzytych materiatow
suplementacyjnych. Stwierdzono, ze zastosowane z alginianem dodatki nie miaty istotnego
wpltywu na przezywalno$¢ mikroorganizmoéw w czasie emulsyfikacji 1 kapsulacji, ale
istotnie poprawialy produktywno$¢ procesu, a takze wptywaty na jako$ciowe parametry
mikrokapsul podczas przechowywania. Stwierdzono, ze liczebno$¢ zywych komorek
mikroorganizméw w mikrokapsutach byta na zblizonym poziomie jak w kulturach uzytych
do produkcji kapsut. Sam proces wigc nie redukowal inokulum w uzyskanym preparacie.
Natomiast liofilizacja mikrokapsut istotnie obnizata zywotnos¢ zawartych w nich komorek,
$rednio stukrotnie (z 10! na 10° jtk g™*) w przypadku bakterii, a w przypadku zarodnikoéw
grzyba Trichoderma tysiackrotnie (z 108 na 10° jtk g). Najlepsza odporno$¢ na liofilizacje
1 najwyzsza zywotno$¢ wykazywata bakteria PZ9. Dodawane do alginianu materialy nie
miaty istotnego wplywu na przezywalno$¢ mikroorganizméw podczas liofilizacji.

Rozmiar mikrokapsut wahat si¢ w granicach od 10 do 110 pm, w zalezno$ci od
uzytego szczepu bakterii. Najmniejsze kapsuty uzyskiwano z bakteria SZ61, a najwigksze
z PZ9. Rozmiar mikrokapsut byl rowniez uzalezniony od dodanego do alginianu materiatu
suplementacyjnego. Najwieksze kapsuty produkowano z uzyciem sproszkowanego torfu 1
chitozanu. Uzycie tych dwoch materialdow istotnie poprawialo rowniez wydajnos¢
produkcji, ktora byta wyzsza o ok. 50% w poroéwnaniu do mikrokapsut wyprodukowanych
z samego alginianu sodu. Najgorszej jakosci mikrokapsuty byly z dodatkiem mleka
odttuszczonego. Wydajno§¢ produkcji tych kapsut byla niska i ulegaly one silnym
zanieczyszczeniom podczas przechowywania.

Rodzaj mikrokapsut nie mial jednak istotnego wplywu na przezywalnos¢
mikroorganizméw w czasie przechowywania. Najlepsza Zywotnos$cia odznaczaly si¢
zarodniki konidialne Trichoderma, ktorych liczebnos¢ w liofilizowanych i nie
liofilizowanych mikrokapsutach utrzymywata si¢ na podobnym poziomie podczas
potrocznego okresu przechowywania. Bakterie byly mniej stabilne podczas
przechowywania. Obnizenie ich Zzywotnosci obserwowano juz po miesigcu
przechowywania. Po 6 miesigcach liczebno$¢ zywych komorek w kapsutach, niezaleznie
od ich rodzaju, obnizala si¢ $rednio stukrotnie. Najbardziej trwatym szczepem okazaty si¢
bakterie PZ9 z rodzaju Bacillus. Z kolei drugi szczep bakterii z tego rodzaju - SZ61 byt
najmniej stabilny podczas przechowywania. Trwato$¢ mikrokapsut z tym szczepem
bakterii byla obnizona rowniez ze wzgledu na wystgpienie skazen innymi
mikroorganizmami. W badaniach stwierdzono, ze materiaty suplementacyjne dodane do
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alginianu podczas produkcji mikrokapsul, pomimo Ze nie miaty istotnego oddzialywania
na zywotno$¢ mikroorganizmow, to jednak znaczaco wplywaly na jakos¢
przechowywanych kapsul. Dodatek torfu 1 chitozanu znacznie obnizal poziom
niepozadanych zanieczyszczen, ktore pogarszaty jakos¢ mikrokapsut przechowywanych w
postaci wilgotnej. Natomiast mleko odtluszczone silnie stymulowato rozwoj innych
mikroorganizmow, ktore mogly znalez¢ si¢ w preparacie na réoznych etapach produkcji.
Zanieczyszczen nie obserwowano w mikrokapsutach, ktore byty liofilizowane.

Na podstawie powyzszych badan stwierdzono, ze najlepsza produktywnos$cig i
jako$cia odznaczaja si¢ mikrogranule z dodatkiem torfu. Dzialanie tego produktu
zawierajacego badane mikroorganizmy sprawdzono w doswiadczeniach kontenerowych z
ro$linami pomidora i podtozem skazonym patogenicznym szczepem grzyba F. oxysporum
f. sp. lycopersici. Mikrogranule zawierajace szczepy bakterii PZ9, SZ61 lub CATS5 oraz
zarodniki Trichoderma, dodawano do wysterylizowanego podtoza skazonego Fusarium w
dawce 50 pg g podloza. Do podtoza wysiewano nasiona pomidoréw. Po 4 tygodniach
wzrostu w szklarni oceniano stopien porazenia roslin na podstawie pomiaru ich masy oraz
poziom liczebnosci Fusarium w podtozu. Warianty kontrolne stanowity rosliny pomidora
uprawiane w podlozu nie skazonym Fusarium i bez dodatku mikrogranul oraz rosliny
zaprawiane Zaprawg Nasienng T. Fusarium powodowato silne porazenie ro$lin, ktérych
masa byla 6-krotnie nizsza niz w kontroli. Bakterie zastosowane w mikrokapsutach
obnizaty porazenie roslin pomidora. Jednak istotna ochrona, na poziomie chemicznej
zaprawy nasiennej, byla uzyskiwana tylko po zastosowaniu mikrokapsut z bakteria PZ9
(Szczech i Maciorowski 2016). Interesujacym i niepokojacym zjawiskiem, pomimo
ograniczenia fuzariozy, byl wzrost liczebnosci Fusarium w podiozu, gdzie dodawano
mikrokapsuty alginianowe. Podobne zjawisko obserwowano réwniez w do$wiadczeniach z
satata, gdzie do nie sterylizowanego podiloza dodawano mikrokapsuty z dodatkiem torfu,
zawierajace rozne szczepy bakterii m.in. PZ9. W wariantach z mikrokapsutami wystapita
zgorzel siewek wywotana przez grzyby z rodzaju Pythium obecne w uzytym podtozu
(Szczech, dane nie publikowane). W kolejnych doswiadczeniach, gdzie jako dodatkowa
kontrol¢ do podloza dodano mikrokapsuly alginianowe bez bakterii, stwierdzono
najsilniejsze porazenie siewek w tym wariancie. Tam, gdzie zastosowano mikrokapsuty
zawierajace bakterie nasilenie zgorzeli siewek bylo slabsze, ale wigksze niz w kontroli bez
mikrogranul. Analiza liczebnosci grzybéw z rodzaju Pythium w podlozach wykazata
wzrost populacji tych grzybow pod wplywem dodatku alginianu. Autorka nie znalazta
podobnych doniesien w literaturze. Konieczne jest dokltadniejsze wyjasnienie 1
potwierdzenie tego niekorzystnego zjawiska, co wymaga dalszych badan. Jednak w innych
przypadkach obserwowano, ze stosowanie dodatkowych zrodel substancji pokarmowych,
np. nie przekompostowana lub $wieza materia organiczna wprowadzana do gleby
réwnolegle z mikroorganizmami antagonistycznymi, stwarza korzystne warunki dla
rozwoju zaréwno dla antagonisty jak i patogena i niweluje efekt ochronny (Chung i in.
1988). By¢ moze w tym przypadku mikrokapsuty alginianowe postuzyty jako Zrodio
pokarmu dla mikroorganizmow zasiedlajacych podtoze, w tym patogenicznych.
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3. Podsumowanie

Przedstawiona powyzej praca stanowi przekrdj etapéw badan nad opracowaniem
preparatow mikrobiologicznych do wykorzystania w uprawie roslin, poczawszy od izolacji
bakterii i selekcji najbardziej aktywnych szczepow oraz oceny ich dziatania w warunkach
kontrolowanych, w uktadzie mikroorganizm — roslina — patogen. W kolejnym etapie,
autorka oceniata dziatanie bakterii w do$wiadczeniach polowych i podjeta proby
formulacji bakterii w celu zachowania ich zywotnosci i przystosowania do komercyjnego
uzycia. Pomimo obiecujagcych wynikéw uzyskanych w badaniach laboratoryjnych i
kontenerowych, zastosowanie bakterii w warunkach polowych nie dawato oczekiwanych
rezultatow. Obserwowano jedynie tendencje wskazujace na reakcje ros§lin na uzyte
mikroorganizmy takie jak: stymulacja rozwoju systemu korzeniowego u pomidoréw i
salaty, wzrost zawartoSci azotu ogolnego w roslinach safaty, czy ograniczone
wystepowanie maczniaka rzekomego na ogorkach. Przyczyng matej efektywnos$ci uzytych
bakterii byla prawdopodobnie ich staba konkurencyjno$¢ w naturalnym $rodowisku
glebowym.

Mikroorganizmy wystepujace w glebie stanowig barier¢ dla wprowadzanego
organizmu (inokulanta), ktory wedlug Mallona i in. (2015) jest mikroorganizmem
inwazyjnym. Szczepy, ktore maja zdolno$¢ do wykorzystywania wielu réznorodnych
zrodet pokarmowych moga lepiej konkurowa¢ z mikroorganizmami glebowymi i
kolonizowa¢ nowe S$rodowisko (Eisenhauer i in. 2013), a zdolno$¢ do intensywne;j
kolonizacji moze znacznie wspomagac ich dziatanie. Jednak, jak wykazuja badania z
ostatnich lat, jest to wysoce uzaleznione od funkcjonalnej biordéznorodnosci danego
ekosystemu.

Intensywny rozwoj technik molekularnych, a szczegdlnie wprowadzenie metod
sekwencjonowania DNA i RNA, jest znaczacym krokiem do uzyskania kompleksowych
profili mikroorganizméw wystepujagcych w badanych zbiorowiskach. Stwierdzono, ze
wigksza bioréznorodno$¢ swiadczy o wigkszej zyznosci gleby (Ambrossini i in. 2016).
Jednak w takim uktadzie zmniejsza si¢ aktywno$¢ wprowadzonych mikroorganizmow,
ktore przegrywaja konkurencj¢. Wigksze szanse maja inokulowane bakterie w srodowisku
bardziej zubozalym pod wzgledem biologicznym. Jednak wykazano, ze mniej wazna jest
taksonomiczna bioréznorodno$¢ mikroorganizméw niz ich réznorodno$é¢ funkcjonalna,
ktora stanowi o opornosci srodowiska (Eisenhauer i in. 2013, de Boer 2017). Tak wigc
mozliwos¢ zasiedlania nowego srodowiska przez inokulanta jak i jego oddziatywanie na
rosliny i organizmy patogeniczne sa wypadkowa licznych interakcji w obrgbie danego
mikrobiomu. Pomimo ponad 20 lat badan sposob, w ktory réznorodno$¢ taksonomicznych
grup wpltywa na réznorodnos¢ grup funkcjonalnych w systemie glebowym nie jest tak
naprawde poznany (Ambrossini i in. 2016). Rowniez niewiele jeszcze wiadomo na temat
oddziatywania mikroorganizméw w réznych systemach rolniczych, ktére moze by¢
zmienne w zaleznosci od lokacji geograficznej, a takze od gatunkéw, a nawet odmian
uprawianych roslin. Pomiedzy roslinami i mikroorganizmami nast¢puje wymiana licznych
molekularnych sygnatow, ktore prowadzg do nawigzania réznego typu interakcji. Rodzaj 1
intensywnos$¢ tych interakcji zalezy od genotypu rosliny, szczepu bakterii jak 1 warunkow
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biotycznych i abiotycznych $rodowiska (Lange i in. 2015). W przypadku
mikroorganizméw antagonistycznych nalezy bra¢ réwniez pod uwage zrdéznicowang
wrazliwos$¢ patogenow, ktore jak inne mikroorganizmy, posiadaja mechanizmy ochronne
wobec dziatania metabolitoéw produkowanych przez inokulanty (De Boer 2017).

W $wietle przedstawionych powyzej informacji wida¢ jak skomplikowane i zmienne
sg uklady pomigedzy wprowadzanymi do s$rodowiska zywymi mikroorganizmami a
czynnikami biotycznymi i abiotycznymi, z ktérymi te mikroorganizmy majg do czynienia
w danym ekosystemie. Jest to przyczyna ograniczonej stabilno$ci dziatania preparatow
biologicznych w warunkach uprawowych, a takze czgsto ich niskiej skutecznosci, pomimo
pozytywnego dziatania mikroorganizméw na etapie badan. Wedtug Bashana i in. (2016)
zwigkszenie efektywnos$ci aktywnych mikroorganizméw w glownej mierze zalezy od ich
wlasciwej formulacji, czyli opracowania formy uzytkowej dla tych mikroorganizmow,
ktora bedzie przedtuzata ich zywotno$¢ w okresie od produkcji do zastosowania oraz w
nowym $rodowisku po aplikacji. Jest to niewatpliwie bardzo wazny etap, decydujacy o
komercyjnym zastosowaniu mikroorganizméw, jednak na podstawie wiasnych
doswiadczen jak i1 doniesien w literaturze fachowej z ostatnich lat, autorka sugeruje, ze
przede wszystkim nalezy zmieni¢ systemy selekcji i badan, szczegdlnie jesli chodzi o
mikroorganizmy przeznaczone do zastosowania w uprawach polowych. Uzycie
inokulantéw w produkcji rozsady i uprawach szklarniowych jest bardziej efektywne ze
wzgledu na uproszczone i1 bardziej kontrolowane warunki panujagce w tych systemach
uprawy.

W celu poprawy efektywnosci dziatania aktywnych mikroorganizmow
proponowanych jest wiele rozwigzan np. stosowanie wysokich dawek inokulum, ktére
moga zaindukowa¢ zmiany w lokalnych strukturach mikrobiomu; selekcjonowanie
mikroorganizméw o wysokiej tolerancji na warunki stresowe; zastosowanie konsorcjow
mikroorganizméw o réznych wymaganiach pokarmowych 1 mechanizmach dziatania;
szczepienie ro$lin mikroorganizmami endofitycznymi wplywajacymi pozytywnie na
ro$liny (Calvo i in. 2014, Ambrossini i in. 2016, Del Carmen Orozco-Mosqueda i in. 2018,
Rojas-Solis i in. 2018). Kazde z tych rozwigzan ma swoje zalety i wady. Na przyktad
stosowanie wysokiej koncentracji mikroorganizméw jest mozliwe w uprawie roslin pod
ostonami lub w kontenerowej np. przy produkcji rozsady. Jednak w wielkoobszarowych
uprawach polowych nie jest to uzasadnione ekonomicznie. Obiecujaca metodg jest
stosowanie kombinacji dwoch lub wigcej szczepdw mikroorganizméw. Wiele badan
wykazalo, ze mieszanki mikroorganizmow dziatajg bardziej stabilnie i skuteczniej niz te
same szczepy uzyte pojedynczo (Szczech 2008). Pozytywne dziatanie mieszanek
mikroorganizmow pokazata rowniez autorka w swoich badaniach (Szczech i Shoda 2004,
Szczech i Dyki 2007, Szczech i Dysko 2008, Szczech i in. 2009). Z drugiej strony, bakterie
W mieszance moga nawzajem ,,wycisza¢” w pewnych warunkach produkcje aktywnych
metabolitow (de Boer 2017).

Interesujace zalozenia dotyczace kolejnych etapow badan nad mikroorganizmami
przedstawil Kohl 1 wspotautorzy w swojej pracy z 2011 r. na temat selekcji
mikroorganizméw do komercyjnego uzycia w biologicznej ochronie roslin. Wedtug tych
autorow, w pierwszej kolejnosci nalezy ustali¢ w jakiej uprawie 1 do zwalczania jakich
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patogendéw bedzie stosowany mikroorganizm. Nastgpny etap to wybdr zrodita 1 metody
izolacji mikroorganizmu oraz szybka selekcja duzej liczby izolatow. Wybrane izolaty
powinny by¢ poddane klasyfikacji do rodzaju, a ich wlasciwosci antagonistyczne zbadane
w testach prowadzonych w warunkach kontrolowanych. Kolejnym, waznym etapem
proponowanym przez tych autoréw jest ocena mozliwosci masowej produkcji wybranych
izolatow oraz opracowanie pilotowej formulacji do wstgpnych testow polowych, a takze
ocena kosztéow produkcji i mozliwosci rejestracji (Kohl i in. 2011). Jest to wazny etap,
czesto pomijany lub pozostawiany na koniec badan. Jednak ocena mozliwosci 1 kosztow
masowej produkcji mikroorganizmow powinna by¢ jednym z czynnikow warunkujacych
podjecie dalszych badan w warunkach polowych, a nastgpnie w skali pottechnicznej.
Ostatnim i rdwniez bardzo waznym etapem jest testowanie opracowanej formy uzytkowe;j
preparatu w réznych lokalizacjach i przez kilka sezonow wegetacyjnych w integracji ze
stosowanymi systemami i metodami uprawy.

Jeszcze inny system pozyskiwania mikroorganizmow do produkcji preparatow
biologicznych przedstawili Validow i in. (2007), ktorzy w pierwszej kolejnosci
przeprowadzili selekcje bakterii pod katem ich przystosowania do przemystowych
proceséw suszenia. Proby gleby przeznaczonej do izolacji mikroorganizméw najpierw
suszyli lub liofilizowali i dopiero po tych zabiegach izolowali z nich antagonistyczne
bakterie. Ten sposob dziatania jest uzasadniony, gdyz juz od poczatku brany jest pod
uwage komercyjny aspekt uzyskanych wynikéw badan.

Wedtug autorki, tak jak to przedstawili Kohl i in. (2011), prace powinny rozpoczaé
si¢ od wyboru rodzaju upraw i/lub patogendéw, ktorym dedykowany ma by¢ preparat.
Kolejny etap to wybor grup/rodzajow mikroorganizmow, ktére wykazuja najlepsze
dzialania w danych uprawach lub sa najbardziej skuteczne w ograniczaniu okreslonej
grupy patogenow. W wyborze docelowych grup mikroorganizméw bardzo pomocne moga
by¢ badania skladu zbiorowisk mikroorganizmow roznych gleb, ktore sg supresyjne lub
konduktywne dla patogenéw. Poroéwnania tych zbiorowisk mogg prowadzi¢ do
wyodrebnienia grup kluczowych dla zjawiska oporno$ci gleb. Ponadto literatura na temat
aktywnych mikroorganizmow jest bardzo obszerna, a na podstawie analizy
przedstawionych w niej wynikdw mozna wyodrebni¢ grupy najbardziej obiecujacych
mikroorganizméw, ktore moga by¢ celem izolacji 1 selekcji antagonistycznych szczepow.
Analiza literatury fachowej wskazuje, ze badania koncentruja si¢ zazwyczaj wokot kilku
grup mikroorganizmow, w przypadku bakterii sa to zazwyczaj Pseudomonas, Bacillus i
Streptomyces, ktore odznaczajace si¢ duza konkurencyjnoscia w srodowisku, wieloma
wlasciwosciami 1 zdolnoscig do produkcji réznorodnych metabolitow skutecznych w
ograniczaniu szkodliwych mikroorganizméw (De Boer 2017). Nie bez znaczenia jest to, ze
grupy te sg tatwo izolowalne ze srodowiska 1 mozna je namnaza¢ w skali przemystowej,
dzieki ich zdolno$ciom do wykorzystywania szerokiej gamy zrddel pokarmowych. Ma to
réwniez ogromne znaczenie w odniesieniu do potencjatu kolonizacyjnego tych bakterii, co
jest istotne z punktu widzenia ich przezywalnosci po wprowadzeniu do nowego
srodowiska. Kolejny etap, to staranny wybor Zrddla izolacji o parametrach zblizonych do
warunkoéw ekosystemow docelowej aplikacji. Wedlug Howella (2003) i Bashana i in.
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(2016) najlepsza metoda uzyskania skutecznych szczepow aktywnych mikroorganizmow
jest ich pozyskiwanie z obszarow, gdzie przewiduje si¢ je stosowac.

Nastepnie materiaty stanowigce zrodlo pozyskania szczepow powinny byé poddane
dziataniu czynnikow stresowych, ktore mogg wystgpi¢ na etapach produkcji preparatow
lub w $rodowisku docelowej aplikacji, tak jak na przyktadzie Validova i in. (2007)
suszenie lub liofilizacja. Ten etap pozwoli wyodrebni¢ najbardziej trwate mikroorganizmy,
a tym samym zawezi¢ liczbe organizmow do kolejnych etapow selekcji. Sposrod tej puli
mikroorganizméw mozna izolowaé pozadane grupy do dalszych badan. W nastgpnej
kolejnosci mozna prowadzi¢ badania wlasciwos$ci antagonistyczne izolatow w warunkach
kontrolowanych oraz ich interakcje z ro§linami wybranego gatunku lub gatunkow. Testy
na antagonizm powinny by¢ prowadzone wobec szeregu réznych izolatoéw organizmow
patogenicznych ze wzgledu na ich zrdéznicowang wrazliwo$§¢ wobec metabolitow i
srodkéw chemicznych. Waznym elementem selekcji powinna by¢ klasyfikacja izolatow i
diagnostyka, prowadzaca do eliminacji tych, ktére moga by¢ chorobotworcze dla
cztowieka 1 roslin. Wsrod rodzajow bakterii 1 grzybéw uznanych jako mikroorganizmy
dzialajace korzystnie w uprawach roslin sg rowniez gatunki, ktéore moga by¢ patogenami.
Przyktadowo niektore bakterie z rodzaju Pseudomonas sg zaliczane do patogendéw wielu
roslin uprawnych, a grzyby z rodzaju Trichoderma moga by¢ patogeniczne w uprawie
pieczarek lub boczniaka (T. aggressivum, T. pleuroticola), natomiast wsrod T.
longibrachiatum  stwierdzono wiele szczepow Kklinicznych, zagrazajacych zdrowiu
cztowieka (Hatvani i in. 2013). Tego typu izolaty powinny by¢ eliminowane juz we
wczesnych etapach badan.

Nastgpnym krokiem powinno byé opracowanie pilotowych technik formulacji
wybranych mikroorganizméw, ocena ich przezywalnosci w tych formach podczas
dlugotrwatego sktadowania i oszacowanie kosztow produkcji. Najbardziej obiecujace
szczepy ich formulacje powinny by¢ poddane testom polowym w réznych lokalizacjach i
podczas kilku sezondw wegetacyjnych. Metody aplikacji powinny by¢ kompatybilne z
warunkami i metodami agrotechnicznymi stosowanymi w danej uprawie. Na tym etapie
wazna moze by¢ informacja jak inokulant wplywa na funkcjonalno$¢ biologiczna gleby
oraz jaka jest jego przezywalnos¢ w glebie, strefie korzeniowej, a takze w wewnetrznych
tkankach ro$lin w przypadku endofitéw. Niektorzy autorzy sugeruja, aby na tych samych
stanowiskach prowadzi¢ aplikacje przez kilka lat (Ambrossini i in. 2016). Sukcesywne
stosowanie preparatu w kolejnych sezonach wegetacyjnych lub kilkukrotnie w sezonie
moze wykazac¢ ich lepsza skuteczno$§¢ w poréwnaniu do periodycznych aplikacji. W takim
ukladzie istnieje szansa na silniejszg kolonizacj¢ Srodowiska, wzmocnienie populacji
inokulanta, a w rezultacie jego dziatania.

Aby efektem prowadzonych prac byl preparat przystosowany do komercyjnego
stosowania konieczna jest integracja wielu dziedzin rolnictwa, agrotechniki oraz dyscyplin
naukowych. Konieczne jest ksztattowanie warunkow glebowych w kierunku stworzenia
srodowisk bardziej sprzyjajacych wiekszej aktywnosci mikrobiologicznej. Nalezy rowniez
bra¢ pod uwagg postepujace zmiany klimatyczne, ktoére maja wptyw na uprawy, a takze na
migracje 1 zmiany cyklow rozwojowych organizméw chorobotwoérczych.
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Opracowanie skutecznego preparatu biologicznego jest zlozone dlatego finalnych
rezultatoéw tych prac — komercyjnych preparatow na rynku jest zbyt mato, aby zaspokoi¢
zapotrzebowanie producentow rolnych. Rynek na tego typu preparaty jest wcigz malty w
porownaniu do S$rodkéw chemicznych, ale zainteresowanie alternatywnymi metodami
ochrony 1 nawozenia ro$lin ro$nie z roku na rok (Ab Rahman i in. 2018). Glowne
przyczyny tego zjawiska sg nastgpujace: (i) wzrost zainteresowania opinii publicznej
ochrong $rodowiska naturalnego, (ii) migracja patogendéw 1 szkodnikdow w wyniku
globalizacji gospodarki i wzrost ich odpornosci na pestycydy, (iii) zwigkszajace si¢ koszty
zwigzane z koniecznoscig intensywniejszej ochrony upraw oraz naktadow na nawozenie
gleb ulegajacych degradacji w wyniku intensywnego uzytkowania, (iv) zapotrzebowanie
konsumentéw na zywnos$¢ tzw. ,,zdrowa” - nie zawierajaca szkodliwych substancji i
pozostatosci chemicznych §rodkéw ochrony.

4. Omowienie pozostalych osiagni¢é naukowo — badawczych.

Zakres tematyczny prac badawczych, ktérymi si¢ zajmuje, obejmuje glownie
zagadnienia zwigzane z mozliwo$cig wykorzystania mikroorganizmow (bakterie, grzyby z
rodzaju Trichoderma) oraz materii organicznej (odpady organiczne, komposty,
wermikompost) do poprawy wzrostu i zdrowotnosci roslin warzywnych. Badania polegaja
na selekcji mikroorganizméw i ocenie ich przydatnosci w uprawach polowych i pod
ostonami. Celem prac jest rowniez opracowywanie metod formulacji aktywnych
mikroorganizméw 1 przystosowania ich do komercyjnego wykorzystywania w uprawie
roslin. Szczegolnie interesuje mnie stosowanie kombinacji mikroorganizméw o roéznych
mechanizmach dzialania w celu poprawy stabilno$ci 1 efektywnosci preparatow.
Uczestnicze rowniez w badaniach dotyczacych oceny stopnia degradacji gleb intensywnie
uzytkowanych, szczeg6lnie w uprawie warzyw. Jednym z celéw tych badan jest
opracowanie technologii poprawy aktywnosci biologicznej tych gleb przy uzyciu
mikroorganizméw oraz preparatow opartych na materiatach organicznych, gtownie
odpadowych.

Od roku 2009 zajmuje si¢ takze oceng poziomu skazen mikrobiologicznych warzyw
bakteriami, ktore mogg by¢ chorobotworcze dla czlowieka. Prace w tym zakresie
rozpoczetam od badan warzyw z upraw ekologicznych, ktore ze wzgledu na stosowanie
nawozow organicznych (oborniki, komposty) oraz brak ochrony chemicznej, moga by¢
szczegblnie narazone na skazenia. Poziom skazenia mikroorganizmami chorobotworczymi
1 powodujacymi psucie produktéw spozywczych ocenialam réwniez w doswiadczeniach
dotyczacych opracowywania metod przechowywania $wiezych warzyw krojonych tzw.
,ready-to-eat”.

4.1. Charakterystyka dorobku naukowego przed uzyskaniem stopnia doktora

W 1985 r. rozpoczetam studia w Szkole Gtownej Gospodarstwa Wiejskiego AR w
Warszawie na Wydziale Rolniczym. W roku 1986 wlgczono mnie do grupy
specjalizacyjnej ,,ochrona roslin”, utworzonej na Wydziale Rolnictwa. Studia ukonczytam

w 1990 r., uzyskujac stopien magistra inzyniera rolnictwa z zakresu ochrony roslin. Tytut
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mojej pracy magisterskiej brzmial: ,Niechemiczne metody zwalczania mszycy
brzoskwiniowo-ziemniaczanej Myzus persicae Sulzer”. Praca zostala wykonana pod
kierunkiem prof. dr hab. Elzbiety Cichockiej w Katedrze Entomologii Stosowanej. Celem
badan bylo wykorzystaniec wrogdéw naturalnych oraz aktywnych substancji pochodzenia
roslinnego w walce z mszycg brzoskwiniowo-ziemniaczang.

W pazdzierniku 1990 r., jako stazystka, rozpoczgtam prace w Samodzielnej
Pracowni Mikrobiologii Instytutu Warzywnictwa w Skierniewicach. W poczatkowym
okresie zapoznawalam si¢ z metodami badawczymi stosowanymi w mikrobiologii m.in.:
przygotowywanie i zastosowanie pozywek mikrobiologicznych, ogoélnych i selektywnych,
izolacja i identyfikacja mikroorganizmow z gleby i innych $rodowisk, obstuga sprzetu
laboratoryjnego i inne. W tym czasie w Pracowni realizowano badania dotyczace dynamiki
populacji gtownych grup troficznych mikroorganizméw w glebach stale nawozonych, od
lat 20-tych XX w., obornikiem lub nawozami mineralnymi. W trakcie tych badan bratam
czynny udzial w analizach mikrobiologicznych. Bylam rowniez jednym z wykonawcow
prac dotyczacych wplywu stosowania nawozow zielonych oraz trocin na mikroorganizmy
glebowe 1 nicienie, realizowanych m.in. w ramach tematu nr 1.1 pt.: ,,Wplyw corocznego
stosowania trocin z drzew iglastych do gleby na populacje gtéwnych grup troficznych
nicieni i grzybow glebowych”. Kierownikiem badan wykonywanych w latach 1990 —
1998, byl prof. dr hab. Michat Brzeski.

Zarowno mikroorganizmy glebowe jak i nicienie sg organizmami, ktore biorg czynny
udziat w mineralizacji materii organicznej. Pomimo, iz dynamiczne zmiany ich liczebnosci
po dodaniu materii organicznej do gleby byty juz wcze$niej udokumentowane, brakowato
informacji na temat wzajemnych relacji miedzy zageszczeniem poszczegdlnych grup
nicieni bakterio- i grzybozernych a mikroorganizmami po zastosowaniu tatwo
rozktadanych nawozoéw zielonych lub po dlugotrwalym stosowaniu wolnigj
mineralizowanych trocin. M¢j udziat w badaniach polegal na analizie zmian liczebnosci
bakterii, w tym promieniowcOw, oraz grzyboéw po stosowaniu réznych materiatow
organicznych. Wyniki tych prac opublikowano w 1993 r. w Nematologia Mediterranea
(Brzeski i in. 1993) oraz w pracy Brzeski i Szczech (1999).

Od roku 1992, przy merytorycznej pomocy prof. dr hab. Michata Brzeskiego,
rozpoczetam badania dotyczace ochronnych wlasciwosci wermikompostéw - kompostow
przetwarzanych przez dzdzownice czerwone kalifornijskie z gatunku Eisenia fetida (Sav.).
W latach 90-tych zainteresowanie wermikompostem bylo bardzo duze. Powstalo wiele
prywatnych wytworni tego produktu, ktéry propagowano jako nawoz sypki 1 w formie
ptynnej. Z réznych doniesien 1 obserwacji producentow wynikato, ze wermikompost
poprawia kondycje 1 zdrowotno$¢ roslin. Nie bylo to jednak poparte badaniami
naukowymi. W zwigzku z tym podjetam probe oceny ochronnych zdolnos$ci tego substratu
w doswiadczeniach z podtozami skazonymi grzybami patogenicznymi w uprawie
pomidora: Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (fuzaryjne wiednigcie pomidora) i
Phytophthora nicotianae var. nicotianae (zgnilizna pierScieniowa pomidora).
Uczestniczylam réwniez w pracach dotyczacych wykorzystania wermikompostu do
zwalczania kity kapusty wywolywanej przez Plasmodiophora brassicae (Szczech i in.
1993).
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Wstepnie wykonatam kilka serii do§wiadczen kontenerowych w szklarniowych z
rozsada pomidoréow, gdzie wermikompost wyprodukowany na bazie obornika bydlecego
byt dodawany w dawkach od 0 - 40% do podtoza zawierajacego kompost korowy, trociny
roslin szpilkowych (20%) 1 pyl wegla brunatnego (10%). Podloze bylo skazane
homogenizatami kultur grzyboéw patogenicznych. Podloze kontrolne nie zawierato
wermikompostu 1 nie bylo skazane patogenami. Do tak przygotowanych substratow
wysiewane byly nasiona pomidora. Obserwowana byta dynamika wschodéw, oceniana
intensywnos$¢ wzrostu ros$lin oraz stopien porazenia pomidoréw przez dodane do podtozy
patogeny. Doswiadczenia wykazaty, ze dodatek wermikompostu do podioza nie miat
negatywnego wptywu na wschody pomidoréw, a jednocze$nie chronil siewki przed
zgorzela wywotywana przez P. nicotianae, a w pozniejszych fazach wzrostu silnie
ograniczal fuzarioz¢. Ponadto, wermikompost istotnie wptywat na przyspieszenie wzrostu i
zwigkszenie masy mtodych roslin pomidora. W przypadku dodatku 30% wermikompostu
do podtozy nie skazonych patogenami, masa czeéci nadziemnych roslin byta wigksza o 22
— 30% od roslin kontrolnych, w zaleznosci od do$wiadczenia. Natomiast w podtozach
skazonych te rdéznice byly jeszcze wigksze, poniewaz masa ro$lin traktowanych
wermikompostem pozostawala na poziomie porownywalnym z pomidorami uprawianymi
we wzbogaconym podtozu, ale bez dodatku patogena, podczas gdy masa roslin skazonych
F oxysporum byta mniejsza nawet o 150%. Podobne zjawisko obserwowano w podtozach
z P. nicotianae.

W 1992 r. wystapitam z wnioskiem o grant KBN (projekt badawczy wlasny) pt.:
»Supresyjno$¢  humusu dzdzownicowego wobec Phytophthora nicotianae”, ktory
uzyskatam w 1993 r. (nr umowy nr umowy PB 0128/S3/93/05, lata realizacji:1993-1995).
Bylam kierownikiem oraz gtéwnym wykonawca badan. Celem pracy bylo sprawdzenie
czy wermikompost dodawany do podilozy komercyjnych chroni rosliny pomidora w
uprawie pod ostonami przed porazeniem przez grzyb P. nicotianae var. nicotianae w
czasie catego okresu wegetacji oraz na czym polega mechanizm jego ochronnego
dziatania. W doswiadczeniach uzywatam wermikomposty wyprodukowane na bazie
obornika bydlgcego, pochodzace z réznych firm. Badania te poszerzytam realizujac w
1994 r. temat badawczy nr 1.2 pt.”Antagonistyczne witasciwosci mikroorganizmow
wyizolowanych z wermikompostu wobec patogenéw pochodzenia glebowego”, gdzie w
testach  laboratoryjnych  ocenialam aktywno§¢ antagonistyczng drobnoustrojow
wyizolowanych z wermikompostu wobec trzech, groZznych w uprawach pomidora
patogenoéw: F. oxysporum, P. nicotianae i Pythium ultimum. Stwierdzitam, ze zaréwno
liczebnos¢ jak 1 aktywnos$¢ antagonistycznych mikroorganizmoéw w wermikomposcie
znacznie przekracza te parametry oceniane dla konwencjonalnego podtoza ogrodniczego.
Ponadto uzyskane wyniki potwierdzity biologiczng natur¢ ochronnego dziatania
wermikompostu.

Badania ochronnych wtasciwosci wermikompostow, prowadzone do roku 1995, byly
podstawa mojej pracy doktorskiej. Czes¢ z nich byla prezentowana podczas konferencji
naukowych (Szczech i Brzeski 1994, Szczech i in. 1994, Szczech 1995, Szczech i in.
1995).
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W maju 1994 r. uczestniczytam w 6-tygodniowym mi¢dzynarodowym Kursie
szkoleniowym pt.: ,International Scientific Instrument Technology Workshop on
Agricultural Chemistry”, ktory odbyt si¢ na Tajwanie. Kurs zostal zorganizowany przez
Centrum Rozwoju Instrumentoéw Precyzyjnych (PIDC). Celem szkolenia byto podniesienie
umiejetnosci pracownikoéw naukowych w zakresie obstugi 1 konserwacji nowoczesnego,
analitycznego sprzetu laboratoryjnego, a takze prowadzenia prac badawczych w dziedzinie
gleboznawstwa i fitopatologii roslin. Koszty kursu zostaly pokryte z Funduszu Rozwoju
Migdzynarodowej Wspodtpracy Ekonomicznej Republiki Chinskiej. W szkoleniu brato
udzial 27 uczestnikow z 19 krajow.

W 1995 r. otrzymatam stypendium naukowe IAC i rozpocz¢lam 6-miesieczny staz
naukowy na Uniwersytecie Rolniczym w Wageningen, w Katedrze Fitopatologii pod
kierunkiem prof. Gerrita Bollena (1.11.1995 — 30.04.1996). Stypendium byto ufundowane
przez holenderskie Ministerstwo Rolnictwa, Gospodarki Naturalnej i Rybotostwa. W
czasie pobytu mialam mozliwo$¢ poglebi¢ wiadomosci z zakresu fitopatologii oraz
biologicznych metod ochrony ro$lin. Tematem mojej pracy byta opornos¢ kompostu z
domowych odpadéw organicznych w stosunku do zgorzeli na ogérkach wywotywanej
przez grzyb Rhizoctonia solani. Kompost pochodzit z jednej z holenderskich firm
zajmujgcych si¢ komercyjnie kompostowaniem odpadoéw organicznych. Badatam ochronne
wlasciwosci kompostu w zaleznosci od stopnia jego dojrzatosci, a takze zmiany populacji
mikroorganizméw w komposcie oraz podlozach z jego dodatkiem. Badania wykazaty, ze
opornos¢ kompostu zmieniata si¢ w czasie dojrzewania. Swiezy lub krétko dojrzewajacy
(4 tyg.) kompost dodawany do podloza nie ograniczal, a nawet stymulowal porazenie
roslin ogorka. W miare dojrzewania wzrastaty jego ochronne wiasciwosci. Zmiany byty
m.in. zwigzane z réznicowaniem ilo§ciowym i jako$ciowym mikroflory rozwijajacej si¢ w
komposcie w czasie rozkladu materii organicznej. Uzyskane rezultaty zostaly
przedstawione w publikacji naukowej (Tuitert i in. 1998) opublikowanej w indeksowanym
czasopismie Phytopathology.

4.2. Praca doktorska

W grudniu 1995 r., na Wydziale Ogrodniczym Szkoty Gtownej Gospodarstwa
Wiejskiego AR w Warszawie odbyta si¢ obrona mojej pracy doktorskiej pt.: ,,Opornos¢
wermikompostu w stosunku do patogenéw grzybowych w uprawie pomidoréw”.
Promotorem pracy prof. dr hab. Michat W. Brzeski. Praca byta wynikiem kilkuletnich
doswiadczen prowadzonych w Pracowni Mikrobiologii Instytutu Warzywnictwa w
Skierniewicach. Jej celem byta ocena ochronnych wlasciwosci wermikompostu w stosunku
do odglebowych patogendéw grzybowych, szczegdlnie w uprawie pomidora, a takze
okreslenie mechanizmu jego dziatania i mozliwosci zastosowania w biologicznej ochronie
roslin.

Wermikompost, wystgpujacy rowniez pod nazwa biohumus lub humus koprolitowy,
jest produktem przerobu réznych odpaddéw organicznych (oborniki, odpady z gospodarstw
domowych 1 rolnych, osady $ciekowe) przez dzdzownice czerwone kalifornijskie z
gatunku Eisenia fetida (Sav.). Produkt ten odznacza si¢ charakterystyczng, gruzetkowats
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strukturg, oraz wysoka zawartoscig sktadnikow pokarmowych, zwlaszcza dostepnych form
fosforu, potasu i azotu. Stwierdzono, ze posiada on réwniez znaczg zawartos¢ wegla
organicznego, kwasow fulwowych i huminowych oraz substancji biologicznie czynne jak:
nzymy, regulatory wzrostu ro$lin, witaminy. Ponadto wermikomposty sg zasiedlone przez
niezwykle liczne i aktywne mikroorganizmy.

W  pracy przeprowadzitam eksperymenty zmierzajace do sprawdzenia czy
wermikompost dodawany do podtozy chroni rosliny pomidora przed porazeniem przez
patogenicznego grzyba Phytophthora nicotianae var. nicotianae wywotujacego zgnilizng
pierScieniowg i Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici wywolujacego fuzaryjne wiednigcie.
W pierwszym etapie wykonatam do$wiadczenia szklarniowe z rozsada ro$lin pomidora, w
ktorych oceniatam ochronne dziatanie wermikompostu dodawanego do podtoza w réznych
dawkach (10% — 50% obj.) wobec obu patogenow grzybowych. W nastgpnym etapie, w
pelnym cyklu uprawy pomidoréw w szklarni, okreslalam wptyw wermikompostu na
zdrowotno$¢ 1 plonowanie pomidoréw uprawianych w skazonych i1 nie skazonych
patogenami podiozach z dodatkiem tego materiatu. Aby oceni¢ role mikroorganizméw w
opornosci badalam ochronne dziatanie wermikompostu po jego sterylizacji oraz wpltyw
filtrowanych, wodnych wyciagdéw z tego substratu, dodawanych do pozywek agarowych,
na wzrost patogenicznych grzyboéw in vitro. W testach laboratoryjnych oceniatam takze
zdolno$ci antagonistyczne mikroorganizméw wyizolowanych z wermikompostu lub
ryzosfery ro$lin uprawianych w podlozu z jego dodatkiem, wobec grzybow
patogenicznych.

Wermikompost zmieszany z podlozem istotnie ograniczal nasilenie wystepowania
obu choréb w uprawie pomidorow pod ostonami. Skuteczno$¢ wermikompostu wzrastata
w miar¢ zwigkszania jego udzialu w podtozu. Wermikompost pozytywnie wptywal na
wzrost 1 plonowanie roslin nawet w podtozach silnie skazonych patogenami. W podtozach
nie skazonych, dodatek 50% wermikompostu powodowat zwigkszenie plonu o 12% w
porownaniu do roslin, ktore rosty w podiozu torfowym. Réznice w plonowaniu byly
znacznie wyrazniejsze, gdy pomidory uprawiano w podiozach skazonych grzybami
chorobotworczymi. Zarowno w podtozach z P. nicotianae jak i z F. oxysporum dodatek
wermikompostu zwigkszal plonowanie roslin o ok. 40% w poréwnaniu do kontroli
(podtoze skazone patogenami bez wermikompostu). Ponadto analizy biochemiczne
pomidoréw wykazaty, ze dodatek tego materiatu do podtoza wptywat korzystnie na jakosc¢
owocow powodujac zwigkszenie zawartosci cukréow ogdtem i kwasu askorbinowego. Z
kolei obnizeniu ulegaty koncentracje azotu ogélnego i azotandw, a takze kwasowos¢
ogolna.

Sterylizacja opornych podltozy z wermikompostem powodowata utrate ich
ochronnych wiasciwosci. Dowodzi to istotnej roli mikroorganizmoéw zasiedlajacych
wermikompost i rozwijajacych si¢ w podtozach po jego aplikacji w zjawisku opornosci.
Analizy ogo6lnej liczebnosci bakterii i grzybow w dwoch wermikompostach uzytych do
doswiadczen wykazaly, ze liczebnos¢ tych mikroorganizméw w badanych substratach byta
trzykrotnie wigksza niz w komercyjnych podtozach torfowych. W pracy podjetam rowniez
proby okreslenia potencjalu antagonistycznego mikroorganizméw wyizolowanych z
samego wermikompostu lub ryzosfery roslin uprawianych w podtozach z dodatkiem tego
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substratu. Okazalo si¢, ze zaré6wno mikroflora z wermikompostu jak i ryzosferowa
odznaczala si¢ znacznie wigkszym udzialem antagonistow w stosunku do testowych
grzybow patogenicznych (P. nicotianae, F. oxysporum, Pythium ultimum) niz populacja
mikroorganizmow pozyskanych z substratu torfowego 1 ryzosfery roslin w nim
uprawianych. Stwierdzitam jednak, ze po dlugotrwalym przechowywaniu liczba
mikroorganizmoéw w wermikompos$cie zmniejszala si¢ znaczaco, co istotnie ograniczato
jego wilasciwosci ochronne.

Uzyskane wyniki po raz pierwszy dowiodly, ze wermikomposty posiadajg ochronne
wlasciwosci wobec patogenow roslin, a ich oporno$¢ ma nature biologiczng i jest zalezna
od mikroorganizméw zasiedlajacych te substraty. Na podstawie tej pracy uzyskatam
stopien doktora nauk ogrodniczych ze specjalnosciag ochrona roslin. Cze$¢ wynikoéw
przedstawionych w pracy zostata opublikowana w Journal of Phytopathology (Szczech
1999).

4.3. Charakterystyka dorobku naukowego po uzyskaniu stopnia doktora

Badania dotyczace wermikompostu kontynuowatam do 1999 r. Celem tych prac byto
m.in. poréwnanie ochronnych wiasciwosci wermikompostow wyprodukowanych z
réznych materialow organicznych, a takze ocena ich dzialania w innych uprawach warzyw
niz dotychczas badane i w stosunku do szerszej gamy patogenow.

W roku 1997 uzyskatam grant KBN pt. ,,Ochronne wlasciwosci wermikompostow
wyprodukowanych z réznych materialow odpadowych w stosunku do Phytophthora
nicotianae ” (projekt badawczy witasny nr PB506/P06/97/17). Celem badan zaplanowanych
w tym projekcie bylo okreslenie opornosci wermikompostow wyprodukowanych z

obornika bydlecego, konskiego lub owczego oraz z osadow $ciekowych z komunalnych
oczyszczalni $ciekow, wobec testowego grzyba P. nicotianae. Zostata opracowana
charakterystyka chemiczna tych substratow, a takze ich cechy biologiczne (liczebnos¢ i
aktywno$¢ mikroorganizmoéw). Ocenialam wplyw réznych wermikompostow na wzrost
pomidordéw i ich porazenie przez patogena, a takze populacje P. nicotianae w podtozach.

Stwierdzitam, ze dziatanie wermikompostow jest §cisle zalezne od materiatow z
jakich zostaly wyprodukowane. Wermikomposty z osadéw S$ciekowych, pomimo
wlasciwe; dla roslin zawarto$ci sktadnikow pokarmowych 1 pH, oddziatywaly
niekorzystnie na ich wzrost i1 nie chronily przed patogenem. Powodem tego byla wysoka
zawarto$¢ cynku jaka obserwowano we wszystkich substratach wytworzonych z osadow
sciekowych (Szczech 1 Smolinska 2001). Z kolei wermikomposty wyprodukowane z
obornikow skutecznie chronity rosliny pomidora przed P. nicotianae, pomimo zwigkszenia
liczebnosci jednostek propagacyjnych patogena w podtozu, a takze wyraznie stymulowaly
wzrost. Prawdopodobnie byto to zwigzane z aktywnos$cig mikroflory wywotujacej m.in.
zjawisko generalnej opornosci w podtozach z wermikompostem oraz z ich zasobno$cig w
sktadniki odzywcze, ktore pobudzajac wzrost roslin czynity je bardziej odpornymi na
porazenie (Szczech 1 Smolinska 1998, Szczech 1 Smolinska 2001).

Pomimo, ze dodatek wermikompostow nie mial istotnego wptywu na ogdlna
liczebno$¢ mikroorganizméw w podtozach, t0 wyraznie zmieniat struktur¢ populacji.
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Odnotowano zwigkszong liczbe promieniowcoéw oraz fluoryzujacych bakterii z rodzaju
Pseudomonas. Podobny wzrost nastgpowal w ryzosferze roslin. Zjawisko to bylo
obserwowane szczegolnie w podtozach inkubowanych z wermikompostem przez kilka
tygodni przed wysiewem lub wysadzeniem ros$lin (Szczech 2002). Pseudomonas sp. znane
sg jako bakterie antagonistyczne wobec patogendéw, a takze jako posiadajace zdolnosci do
indukowania mechanizméw odpornosci w roslinach. Zdolno$¢ bakterii Pseudomonas,
rozwijajacych si¢ w podtozu po dodaniu wermikompostu, do indukowania odpornosci
systemicznej wykazano w testach z rzodkiewka, wysiewang do podlozy torfowych
inkubowanych z wermikompostem, ktorej liscienie byly zakazane bakteriami
Xanthomonas campestris. Stwierdzono, ze rzodkiewka rosngca w podtozach z
wermikompostem wykazywata znacznie mniejszg wrazliwo$¢ na porazenie przez X.
campestris (Szczech i in. 2002). Najsilniejszg odporno$¢ wykazywatly rosliny w podtozu,
ktore bylo inkubowane z wermikompostem przez 8 tygodni przed wysiewem nasion.
Korzenie tych roslin byty rowniez najliczniej zasiedlone przez Pseudomonas. Zespoty tych
bakterii izolowane z ryzosfery, a nastepnie aplikowane na korzenie siewek istotnie
obnizaty ich porazenie przez X. campestris w testach in vitro. Te wyniki potwierdzity
teorie, ze jednym z mechanizméw ochronnego dzialania wermikompostu moze by¢
indukcja odpornosci w roslinach.

W kolejnych badaniach udowodnitam, ze wermikompost zmieszany z podtozami
moze mie¢ szerokie zastosowanie w uprawie warzyw pod ostonami, jako organiczny
nawoéz stymulujacy wzrost roslin oraz chronigcy je przed szkodliwymi czynnikami jakimi
sg organizmy chorobotworcze, gdyz w uprawie szklarniowej ogorka istotnie ograniczat
porazenie ro$lin przez R. solani, a sataty przez P. ultimum. Wermikompost nie chronit
jednak roslin przed Sclerotinia sclerotiorum - patogenem wytwarzajagcym przetrwalniki.
Nie uzyskano rowniez pozytywnych wynikow w doswiadczeniu polowym z fasolg
szparagows.

Nastepnym zagadnieniem, ktérym zajmowatam si¢ w latach 1995-1998, byla

biologiczna ochrona pomidoréw przed maczniakiem prawdziwym za pomoca ekstraktow z
odpadéw browarnianych w ramach tematu statutowego pt. ,,Ochronne wlasciwosci
wystodzin z ekstraktow browarnianych w stosunku do maczniaka prawdziwego pomidora”
(kierownik tematu). Prace byty realizowane w zespole przy wspdipracy z Pracownia
Nawozenia i Pracownig Fitopatologii Instytutu Warzywnictwa. Celem badan byto
ograniczenie maczniaka prawdziwego wywolywanego przez Oidium lycopersicum, w

uprawie szklarniowej pomidoréw za pomocg opryskow wodnymi wyciggami z wystodzin
browarnianych. Badano wptyw wyciagéw na porazenie roslin w zaleznosci od czasu
ekstrakcji 1 stezen stosowanych preparatow. Oceniano takze dzialanie ekstraktow na
kietkowanie zarodnikoOw patogena na liSciach opryskiwanych pomidoréw.

Wyciagi okazatly sie¢ skutecznie ogranicza¢ maczniaka tylko w poczatkowych fazach
wzrostu roslin pomidora i rozwoju choroby. Obserwacje mikroskopowe grzybni i
zarodnikow patogena na lisciach opryskiwanych ro$lin wykazaty, ze ulegaly one
zniszczeniu, co wskazywato na kontaktowe dziatanie ekstraktow. Jednak zarodniki, ktore
nie mialy bezposredniej stycznos$ci z ekstraktem byty zdolne do dalszego rozwoju. Takie
dziatanie ekstraktéw byto przyczyng zmniejszania si¢ ich skuteczno$ci wraz z wiekiem 1
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rozwojem ros$lin. Opryskiwanie mtodych roslin, o niewielkiej jeszcze powierzchni lisci i
matym ich zageszczeniu, bylo bardzo skuteczne, gdyz byto mozliwe pokrycie preparatem
catej rosliny. W trakcie wzrostu roslin, ze wzgledu na duze zaggszczenie liSci, coraz
trudniej byto wykona¢ zabieg na tyle doktadnie, zeby opryska¢ wszystkie powierzchnie.
Dlatego grzybnia i zarodniki, ktére nie mialy bezposredniego kontaktu z ekstraktem
rozwijaty si¢ normalnie i byly wtornym Zrodlem rozprzestrzeniania choroby. Przy silnej
infekcji roslin skutecznos$¢ ekstraktow byla staba. Wyniki tych badan zostaty opisane w
publikacjach Brzeski i in. (1995) oraz Szczech i in. (2000).

W marcu 1999 r. rozpoczetam roczny staz naukowy w Narodowym Uniwersytecie
Kyungpook w Taegu, w Korei Pd. Prace badawcze prowadzitam w Laboratorium
Bakteriologii Ros$lin (Katedra Biologii Rolniczej) pod kierunkiem profesora Jae-Youl
Uhm. Stypendium bylo finansowane przez Korea Science and Engineering Foundation
(KOSEF). W czasie pobytu opracowatam i wykonatam dwa projekty badawcze zwigzane z
mozliwoécig zwalczania metodami biologicznymi grzyba patogenicznego Phytophthora
cactorum. Patogen ten wywotuje zgnilizn¢ korzeniowg oraz pierscieniowg jabtoni i
stanowi powazne zagrozenic w uprawach sadowniczych na calym $wiecie, a jego
zwalczanie jest bardzo trudne. Pierwszy z wykonywanych przeze mnie projektow dotyczyt
ograniczania P. cactorum w glebie oraz porazenia ro$lin przy uzyciu kompostow
produkowanych w kompostowniach na terenie Korei Pd. Doswiadczenia prowadzitam w
warunkach szklarniowych, gdzie oceniatam wptyw dodatku réznych kompostow do gleby

piaszczystej na stopien porazenia siewek jabtoni. Ponadto badalam oddziatlywanie
kompostéw na formowanie i przezywalnos¢ spor patogena w podlozu oraz ogdélny rozwoj
mikroflory. Liczebno$¢ zywotnych zoospor w glebie okreslalam za pomoca posiewow
probek zawiesiny glebowej na selektywne poditoze. Natomiast zageszczenie form
przetrwanych grzyba okre§lalam za pomoca techniki SADAMCAP opracowanej przez
Horner’a 1 Wicox’a (1995). Wyniki badan wykazaly, ze komposty ograniczaly porazenie
siewek jabtoni, jednak tylko dwa z nich istotnie obnizaty populacj¢ P. cactorum w glebie.
Ponadto stwierdzitam, ze niektore komposty, pomimo ograniczenia infekcji roslin,
powodowaly podwyzszenie zageszczenia jednostek propagacyjnych patogena. Byta to
wazna obserwacja, wskazujaca na to, ze zastosowanie pewnych kompostéw moze stwarzac
zagrozenie wzrostu populacji P. cactorum w glebie i niebezpieczenstwo infekcji roslin.
Tematem kolejnego projektu bylo badanie mozliwosci ograniczenia populacji P.
cactorum w glebie za pomoca odpowiednio dobranych roslin okrywowych. Niektore
rosliny posiadaja zdolno$¢ do wydzielania zwiazkow biologicznie czynnych lub stymulacji
rozwoju mikroflory antagonistycznej wobec organizmow chorobotwoérczych. W pracy
badatam dziatanie takich roslin okrywowych jak: wiechlina takowa (Poa pratensis L.),
kupkowka pospolita (Dcatylis glomerata L.), kostrzewa trzcinowa (Festuca arundinacea
Schreb.), zycica trwata (Lolium perenne L.) i koniczyna biata (Trifolium repens L.).
Badania prowadzitam w komorze wegetacyjnej oraz w doswiadczeniu kontenerowym w
warunkach polowych, z ziemig sztucznie skazang zawiesing zoospor P. cactorum. Glebe
obsiewatam nasionami wymienionych powyzej ro$lin i w comiesi¢cznych odstgpach czasu
badatam =zageszczenie form propagacyjnych patogena. Jako kontrola sluzyta gleba
odchwaszczana podczas calego okresu eksperymentalnego. Wyniki wykazaty, ze w obu
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uktadach doswiadczalnych wiechlina tgkowa 1 kostrzewa trzcinowa istotnie zmniejszaty
zaggszczenie populacji P. cactorum w glebie. Z kolei koniczyna biala powodowata
znaczne podwyzszenie zaggszczenia patogena. Ros$liny okrywowe nie miaty istotnego
wpltywu na ogoélng liczebnos¢ badanych grup mikroorganizmoéw. Jednak z gleby obsianej
wiechling tagkowa wyizolowano istotnie wiecej bakterii antagonistycznych wobec P.
cactorum niz z gleb w pozostalych wariantach. Wyniki tych badan opublikowano w
Vegetable Crops Research Bulletin (Szczech i Uhm 2004).

W czasie pobytu w Korei Pd. uczestniczytam w trzech konferencjach naukowych,
organizowanych przez Koreanskie Towarzystwo Fitopatologiczne oraz Koreanskie
Towarzystwo Entomologiczne. Na jednej z konferencji (konferencja fitopatologiczna w
Andong, 29-30 pazdziernika 1999) przedstawitam poster prezentujacy cze$¢ wynikow
moich badan.

W latach 2001-2003 odbytam dwuletni staz naukowy w Japonii, w Chemical
Resources Laboratory w Tokyo Institute of Technology, pod kierunkiem profesora Makoto
Shoda. Stypendium bylo finansowane przez JSPS Postdoctoral Fellowship for Foreign
Researchers. Tematem moich badan byla ocena mozliwosci wykorzystania
antagonistycznej bakterii Bacillus subtilis izolat RB14-C w biologicznej ochronie roélin.
We wczesniejszych badaniach prowadzonych przez Asake i Shode (1996) stwierdzono, ze
bakteria ta jest producentem antybiotykéw iturinu A i surfaktyny oraz ma zdolnos¢ do
ograniczania rizoktoniozy pomidora. Celem mojej pracy bylo okreslenie optymalnej
techniki aplikacji tej bakterii oraz okreslenie zdolno$¢ izolatu RB14-C do kolonizacji
strefy korzeniowej testowych roslin pomidora w zalezno$ci od zastosowanej metody
inokulacji. Badatam réwniez wptyw RB14-C na inne mikroorganizmy zasiedlajace glebe.
Obszerniejszy opis tych badan jest zamieszczony w czeSci ,,Syntetyczne omodwienie
rozprawy habilitacyjnej” ze wzgledu na to, iz prace te wiaczytam do mojej rozprawy
habilitacyjnej.

W czasie badan nad B. subtilis RB14-C wyizolowatam intensywnie produkujacy
antybiotyki szczep bakterii oznaczony jako BY, ktory zostat zaklasyfikowany do gatunku
Burkholderia cepacia. Szczep ten zastosowalam w kombinacji z RB14-C w celu
zwigkszenia efektywnosci dziatania bakterii w ochronie pomidorow przed R. solani.
Badania wykazaly, ze efekt ochronny po zastosowaniu obu bakterii byt $cisle zalezny od
metody ich aplikacji. Wynikiem tych prac sg trzy publikacie w indeksowanych
czasopismach: Canadian Journal of Microbiology i Journal of Phytopathology (Szczech i
Shoda 2004, 2005 i 2006). Prace zostaly wlaczone do mojej rozprawy habilitacyjne;j.

Od powrotu z Japonii kontynuowatam badania nad zastosowaniem kombinacji
mikroorganizméw w celu opracowania biologicznych preparatow efektywnych w
uprawach warzyw. Czg$¢ z tych badan zostata ujeta w mojej pracy habilitacyjnej.

Stosowanie pojedynczych szczepéw aktywnych mikroorganizméw czesto nie daje
satysfakcjonujacych rezultatow ze wzgledu na niska skuteczno$¢ i malg stabilnosé
dziatania w zrdéznicowanych warunkach $rodowiska naturalnego. Kombinacja kilku
mikroorganizmoéw o réznych mechanizmach dziatania moze poprawi¢ ten wynik.
Aktywno$¢ jednych mikroorganizméw moze kompensowaé bark dziatania innych w
zaleznosci od zaistniatych warunkéw. Ponadto grupa mikroorganizmoéw moze chronié
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rosliny wobec szerszej gamy patogendw niz pojedynczy szczep (praca przegladowa,
Szczech 2008).

W ramach prac statutowych (temat 15.4) wyizolowalam szereg bakterii
wykazujgcych antagonistyczne wlasciwosci wobec grzybow chorobotworczych lub
wspomagajacych wzrost roslin. Bakterie izolowatam ze strefy korzeniowej roslin
warzywnych oraz z supresyjnych podtozy z dodatkiem wermikompostu. Powstata w ten
sposob  kolekcja aktywnych organizméw o rdéznych mechanizmach dziatania.
Mikroorganizmy te zostaly uzyte w dalszych badaniach do komponowania mieszanek
zastosowanych w do$wiadczeniach szklarniowych i polowych, wykonywanych w ramach
tematu badawczego 15.2 pt. ,,Wykorzystanie bakterii PGPR do produkcji rozsady o
zwigkszonej odpornosci na choroby” (2005 — 2007, Kierownik tematu) oraz grantu KBN
pt. ,Biologiczna ochrona ros$lin warzywnych przy uzyciu mieszanek aktywnych
mikroorganizmow” (projekt badawczy witasny MNiSzW nr 2P06R08430, lata realizacji
2006-2009, kierownik projektu i gldowny wykonawca). Interdyscyplinarne badania byly
prowadzone z udziatem specjalistow z Zaktadu Agrotechniki, Zaktadu Przechowalnictwa i
Przetworstwa oraz Zaktadu Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Instytutu Warzywnictwa.
Celem badan bylo opracowanie mieszanek aktywnych mikroorganizméw o wysokiej
skuteczno$ci 1 stabilnoéci dzialania w ochronie roslin warzywnych przed kompleksem
patogendw grzybowych. Planowane bylo poznanie mechanizméw dziatania mieszanek, a
takze ich wptyw na populacje patogenéw w strefie korzeniowej roslin.

Badania te zostaty opisane dokladniej w czgsci ,,Syntetyczne omowienie rozprawy
habilitacyjnej”. W skrocie, w doswiadczeniach szklarniowych i polowych badano
oddziatywanie mieszanek i pojedynczych izolatéw na wzrost oraz plonowanie ro$lin
pomidora ogorka i sataty. Skuteczno$¢ mikroorganizmow byta badana wobec kompleksu
patogenow z rodzaju Rhizoctonia sp. i Fusarium sp. Oceniano wplyw pojedynczych
1zolatow 1 mieszanek na zaggszczenie patogenow w ryzosferze roslin. Prowadzono badania
histologiczne dotyczace zdolno$ci do budowania ochronnych barier strukturalnych w
roslinach oraz biochemiczne, polegajace na ocenie wrazliwosci ros$lin na infekcje¢ na
podstawie poziomu generowania nadtlenku wodoru.

W doswiadczeniach szklarniowych z roslinami pomidora zastosowanie aktywnych
bakterii oddziatywato pozytywnie na wzrost ro$lin oraz na ich plonowanie. W podtozu nie
skazonym patogenami, niektére mieszanki powodowaty nawet ok. 30% wzrost plonu
pomidorow w porownaniu do kontroli. Pojedyncze izolaty nie byty tak efektywne.
Pozytywny wplyw na plonowanie roslin pomidora odnotowano roéwniez w podtozach
skazonych F. oxysporum. Byto to zwigzane gtownie z opoznieniem wystgpienia objawow
fuzaryjnego wiednigcia. W uprawie gruntowej pomidora efekt dzialania bakterii byt
stabszy (Szczech i Dysko 2008). Zaprawianie nasion oraz inokulacja korzeni roslin
pozytywnie wplywaly rowniez na plonowanie ogérkow. W podtozu skazonym wszystkie
mieszanki mikroorganizméw dziatalty ochronnie, a plon byl poréwnywalny do
uzyskiwanego w kontroli.

Badane zespoly mikroorganizmow tylko w matym stopniu chronity siewki roslin
testowych przed chorobami zgorzelowymi. Jednak inokulacja nasion wplywata korzystnie
na wzrost rozsady. Stwierdzono, ze mikroorganizmy, a szczegdlnie ich mieszanki,
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powoduja lepszy rozwoj systemu korzeniowego roslin. Zastosowane mikroorganizmy nie
miaty istotnego wplywu na zasiedlenie korzeni pomidora i ogoérka przez patogeny.
Stwierdzono jednak wyrazne reakcje nadwrazliwosci na korzeniach inokulowanych roslin
oraz silng lignifikacje tkanek, szczego6lnie w wariantach, gdzie rosliny traktowano
mieszankami. Nastapil rowniez wyrazny wzrost zawartosci zwigzkow fenolowych w
korzeniach (Szczech i Dyki 2007, Szczech i in. 2009). Mikroorganizmy, wskazujgce
najlepsze predyspozycje do uzycia w mieszankach byly klasyfikowane do gatunku na
podstawie testow biochemicznych i molekularnych.

W uprawie ekologicznej i konwencjonalnej sataty kruchej, pozytywne dziatanie
mieszanek bakterii potwierdzono na etapie produkcji rozsady. Uzyskano lepsze wschody i
istotnie wicksza biomas¢ mtodych roslin traktowanych bakteriami. Jednak po posadzeniu
traktowanej bakteriami rozsady do gruntu w polu ten efekt zanikat. Zarowno masa gtowek
jak 1 plon ogolny, a takze zdrowotnos¢ i jako$¢ handlowa sataty traktowanej bakteriami nie
roéznita si¢ istotnie w porownaniu z ro$linami kontrolnymi. Analizy chemiczne i
biochemiczne materiatu roslinnego z uprawy ekologicznej wykazaty pogorszenie cech
jako$ciowych salaty traktowanej bakteriami. Przy tendencji do wzrostu zawarto$ci azotu
ogo6lnego w tkankach inokulowanych roslin, stwierdzono obnizenie koncentracji zelaza.
Bakterie powodowaty rowniez zmniejszenie suchej masy ro$lin i zawartosci witaminy C
(Szczech i in. 2016). W przypadku uprawy gruntowej ogorkow, gdzie bakterie aplikowano
kilkukrotnie w czasie wegetacji, stwierdzono wyrazne opdznienie Oraz ograniczenie
nasilenia wystgpienia maczniaka, co mialo istotny wplyw na wczesny plon ogorka
(Szczech i in. 2016).

W ramach tematu 16.5, realizowanego przy wspolpracy z Pracownig
Przechowalnictwa i Fizjologii Pozbiorczej w latach 2006-2008, badatam roéwniez
mozliwos$ci wykorzystania bakterii antagonistycznych do zahamowania rozwoju choréb
infekcyjnych w czasie przechowywania marchwi. Do badan wybrano szczepy bakterii
posiadajagce zdolnos¢ do hamowania wzrostu grzybni patogenow Botrytis cinerea |
Sclerotinia sclerotiorum. Korzenie marchwi moczono w zawiesinach komorek bakterii lub
ich mieszanek i przechowywano w temp. 5 °C przez 16 tygodni w woreczkach z folii
perforowanej. Aby wywota¢ infekcje przez B. cinerea lub S. sclerotiorum do woreczkow
wkladano fragment grzybni patogenéw. W doswiadczeniach tych nie uzyskano efektu
ochronnego.

Opisane powyzej rezultaty badan wskazuja, ze w przypadku stosowania bakterii w

celu poprawy wzrostu, plonowania i zdrowotnosci roslin najlepsze efekty uzyskiwane byty
w warunkach szklarniowych, szczegolnie we wczesnych etapach wzrostu roslin. Wyniki te
sugeruja, ze najbardziej efektywnie ,,szczepionki” bakteryjne moga by¢ wykorzystywane
przy produkcji i ochronie rozsad oraz w uprawie roslin szklarniowych.

W dotychczasowych eksperymentach z mikroorganizmami, do inokulacji roslin
stosowana byla wodna zawiesina komorek. Ten system aplikacji nie nadaje si¢ jednak do
uzycia w komercyjnej uprawie roslin, m.in. ze wzgledu na to, ze: (i) producent nie jest w
stanie wyprodukowa¢ tego typu inokulum, (ii) zawiesiny komorek nie sa forma
przystosowang do handlu i przechowywania. Dlatego od 2009 r. prowadz¢ badania,
ktorych celem jest wytworzenie komercyjnej formy preparatu zawierajgcego
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mikroorganizmy, przystosowanej do aplikacji w polu i dlugotrwatego przechowywania.
Pierwsze badania w tym kierunku byly wykonane w ramach projektu badawczego nr
NN310119037 pt. “Opracowanie metody formulacji aktywnych mikroorganizméw do
zastosowania w biologicznej ochronie roslin” (lata realizacji 2009-2013, kierownik
projektu i gtdéwny wykonawca). Opracowywana metoda formulacji pozytecznych bakterii i
grzyboéw polegala na wytwarzaniu mikrokapsut zawierajacych we wnetrzu zywe komorki
mikroorganizmow. Jako gldéwny material nosnikowy zostal zastosowany alginian sodu,
ktéry ma zapewni¢ stabilizacje oraz zywotno$¢ mikroorganizmoéw podczas
przechowywania i aplikacji. Przy produkcji mikrokapsut bylty rowniez uzywane substancje
wspomagajace, ktorych zadaniem byto zwigkszenie przezywalnosci mikroorganizmow w
trakcie procesu kapsulacji. Sposrod tych materiatdéw najlepszy efekt uzyskano z uzyciem
torfu. Stwierdzono, rowniez w mikrokapsutach lepiej przechowuja si¢ zarodniki grzybow
niz komoérki bakterii. Szerszy opis tych badan przedstawiono w czesci ,,Syntetyczne
omoéwienie rozprawy habilitacyjnej”.

Od 2005 r. rozpocz¢tam badania zwigzane dziataniem grzybéw z rodzaju
Trichoderma spp. Moja prace z tymi grzybami zapoczatkowat temat pt.: ,,Epidemiologia,
identyfikacja, etiologia i zwalczanie grzyboéw z rodzaju Trichoderma w uprawie pieczarki”
(temat 11.3, lata realizacji 2005-2007, kontynuowany do 2009 r.), w ktorym bylam
wykonawcg (wspolpraca z Pracownig Grzyboéw Uprawnych i Pracowniag Hodowli i
Biotechnologii w Zaktadzie Genetyki). Moim zadaniem byto zgromadzenie kolekcji oraz
klasyfikacja grzybow z rodzaju Trichoderma, izolowanych z upraw pieczarek. Badania
byly prowadzone pod katem wyodrebnienia oraz scharakteryzowania grzybow

Trichoderma wywotujacych chorobg zwang ,,zielong plesnig”, ktora powodowata powazne
straty w pieczarkarniach. Pozyskane w terenie izolaty klasyfikowatam do gatunku na
podstawie rozwoju kolonii grzybow na specjalnie dobranych pozywkach agarowych oraz
przy pomocy mikroskopowych obserwacji cech morfologicznych z wykorzystaniem
dostepnych kluczy do identyfikacji grzybow Trichoderma. W ten sposob skatalogowanych
zostalo ponad 350 izolatow grzybow z rodzaju Trichoderma. Kilkadziesigt izolatow z
kolekeji, zaklasyfikowalam do gatunku T. aggressivum. Wedtug literatury gatunek ten
uznano za sprawce ,.zielonej plesni” w uprawach grzybow. Wybrane izolaty poddano
dalszym analizom, m.in. potwierdzono ich przynalezno$¢ gatunkowa do T. aggressivum f.
europeanum za pomoca metod molekularnych. Nastepnym etapem mojej pracy byto
poroéwnanie cech szczepow T. aggressivum wystepujacych na terenie Polski ze szczepami
wzorcowymi z terendow Europy zachodniej, gdyz wstepne obserwacje wskazywaty, ze
polskie biotypy tego grzyba moga by¢ odmienne od izolowanych w innych krajach.
Wykonatam szczegdtowe pomiary cech morfologicznych grzybni oraz cech fenotypowych
przy uzyciu mikroskopu $wietlnego i1 programu do mikrofotografii. Stwierdzilam, ze
badane izolaty w wielu przypadkach roznity si¢ pod wzglgdem cech morfologicznych
kolonii od szczepow wzorcowych. Natomiast pomiary elementéw grzybni pod
mikroskopem pokazaty, ze zarodniki izolatow krajowych generalnie odznaczaly sig
mniejszym stosunkiem dlugosci do szerokosci niz wzorcowe, co wskazuje na ksztalt
bardziej zblizony do kulistego. Prowadzono réwniez analizy zroznicowania genetycznego
grzybow z gatunku T. aggressivum przy zastosowaniu metody PCR-RAPD.
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W trakcie badan bralam rowniez udzial w ocenie patogeniczno$ci wybranych
izolatow T. aggressivum, ktorych dziatanie porownywano z wzorcowymi izolatami T.
aggressivum f. europeanum oraz T. aggressivum f. aggressivum, a takze izolatami
Trichoderma zaklasyfikowanymi do innych gatunkéw, np. T. atroviride i T. harzianum.
Stwierdzona zostala duza szkodliwos¢ rodzimych izolatow T. aggressivum, ktore
hamowaty rozwo6j pieczarek silniej niz szczepy wzorcowe. Szczepy z gatunkow T.
atroviride i T. harzianum nie wykazywaly agresywnos$ci w stosunku do grzybni pieczarki.
Wiyniki tych badan zostaly opublikowane w Vegetable Crops Research Bulletin (Szczech i
in. 2008) oraz HortScience (Staniaszek i in. 2010).

Powstata, w zwigzku z badaniami nad T. aggressivum, kolekcja Trichoderma, byta
podstawa do dalszych badan nad tym rodzajem grzybow. Mozliwos¢ wykorzystania
grzybéw z rodzaju Trichoderma jako mikroorganizmow wspomagajacych wzrost i
chronigcych  ro$liny przed czynnikami  stresowymi, gléwnie  organizmami
chorobotwoérczymi, budzi duze zainteresowanie ws$rod naukowcodw, rolnikéw i firm
wytwarzajacych $rodki do produkeji rolniczej. Mikroorganizmy te znajdujg zastosowanie
nie tylko w rolnictwie, ale takze w przemysle spozywczym, tekstylnym, papierniczym itp.
Grzyby Trichoderma, niezwykle powszechne w naturze, sag dobrymi kolonizatorami
bardzo zréznicowanych srodowisk i posiadaja zdolnosci do korzystnego oddziatywania na
wzrost 1 kondycje roslin uprawnych, czego dowodem sg bardzo liczne doniesienia w
literaturze. Potencjat tych grzybéw, jako czynnikéw w biologicznej ochronie roslin, zostat
opisany juz w latach 30-tych XX-tego wieku. Ich aktywnos¢ czgsto zalezy od kilku
mechanizmow, ktore dzialaja synergistycznie lub mogg by¢ uruchamiane w réznych
warunkach. Wedlug doniesien ok. 90% antagonistycznych grzybow uzywanych obecnie w
rolnictwie nalezy do rodzaju Trichoderma. Na polskim rynku réwniez ro$nie
zainteresowanie tego typu produktami. Dlatego opracowano interdyscyplinarny projekt
majacy na celu przygotowanie preparatdw na bazie rodzimych szczepéw grzybow z
rodzaju Trichoderma, przystosowanych do polskich warunkéw, ktore beda mogly byc
stosowane integrowanej uprawie roslin warzywnych, jako alternatywa dla wycofywanych
srodkoéw chemicznych.

We wrzeéniu 2009 r. podpisano umowe o dofinansowaniu projektu badawczego pt.
,Polskie szczepy Trichoderma w ochronie roslin i zagospodarowaniu odpadow
organicznych”, nr UDA-POIG.01.03.01-00-129/09-05, ktorego bytam kierownikiem.
Projekt byt wspotfinansowany przez Uni¢ Europejska z Europejskiego Funduszu Rozwoju
Regionalnego w ramach Dziatania 1.3 Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka,
Poddziatanie 1.3.1. Lata realizacji 2009-2015. Projekt byt realizowany w latach 2010-2015
w konsorcjum z Uniwersytetem Przyrodniczym we Wroctawiu, Uniwersytetem
Przyrodniczym w Poznaniu i Uniwersytetem Lodzkim. W projekcie byto zatrudnionych
ok. 70 oséb, w tym 30 pracownikéw naukowych oraz liczni studenci.

Celem projektu byto wytworzenie Dbiopreparatow zawierajacych zespoty
wyselekcjonowanych szczepow grzybow z rodzaju Trichoderma do kompleksowego
wykorzystania w integrowanych uprawach warzyw, dla poprawy ich wzrostu i
zdrowotnosci. Kolejnym celem byta utylizacja odpaddéw organicznych z gospodarstw
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rolnych oraz zaktadow przemystu przetworstwa rolno-spozywczego, gdyz preparaty z
grzybami Trichoderma maja by¢ produkowane na bazie organicznych odpadow.

W projekcie zaplanowano 12 zadan, w tym 11 badawczych. Zadania te obejmowaty
m.in.: selekcje izolatow Trichoderma, opracowanie technologii ich namnazania na
odpowiednio skomponowanych materialach organicznych, opracowanie technologii
masowego wytwarzania zarodnikoéw konidialnych Trichoderma, ustalenie metod aplikacji
w roznych uprawach roslin warzywnych w doswiadczeniach polowych, oceng wptywu
preparatow z Trichoderma na: $rodowisko glebowe, zdolno$¢ pobierania sktadnikow
pokarmowych przez ro$liny, porazenie ro$lin przez patogeny, wielko§¢ 1 jakos¢
uzyskanych plonéw oraz ich cechy jakosciowe i trwalo$¢ pozbiorcza, badanie populacji
Trichoderma po wprowadzeniu preparatow do $rodowiska glebowego, opracowanie
technologii kompostowania z udziatem wyselekcjonowanych grzybow Trichoderma.

Oprécz zarzadzania i ogdlnej koordynacji prac badawczych w projekcie w latach
2010-2015, w 2010 i 2011 r. bytam kierownikiem zadania ZB3, ktore dotyczyto typowania
szczepow Trichoderma o okreSlonych wlasciwosciach biologicznych do produkcji
biomasy i zastosowania w integrowanej produkcji warzyw. Badania zaplanowane w
zadaniu byly prowadzone w Pracowni Mikrobiologii Instytutu Ogrodnictwa w
Skierniewicach, w Katedrze Mikrobiologii i Biotechnologii Zywnoéci Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroclawiu oraz Katedrze Fizjologii i Biochemii Uniwersytetu
Lodzkiego. Celem zadania byta selekcja szczepow Trichoderma pod wzgledem obecnosci
cech wskazujacych na korzystne dziatanie na wzrost i zdrowotno$¢ roslin warzywnych,
zdolno$¢ do kolonizacji strefy korzeniowej oraz rozktadu materiatdéw organicznych. W
pierwszym etapie wybrano do badan izolaty Trichoderma z Kkolekcji Pracowni
Mikrobiologii, opisanej powyzej, a takze prowadzono izolacje grzybow z gleb uprawnych i
ryzosfery roslin. Selekcje aktywnych izolatow prowadzono za pomoca innowacyjnego,
opracowanego dla potrzeb projektu, systemu selekcji A.M.O.R. (skrot od Antagonizm,
Mykopasozytnictwo, Odporno$¢, wptyw na Rosling). System A.M.O.R. zostal przeze
mnie opracowany w oparciu o dotychczasowa swiatowa wiedzg¢ z zakresu etiologii,
metabolizmu, genetyki oraz wlasciwosci biologicznych grzybow z rodzaju Trichoderma.
W systemie A.M.O.R. zaplanowatam okreslony uktad szybkich testoéw laboratoryjnych i
biochemicznych majacy na celu ocen¢ m.in. wlasciwo$ci antybiotycznych, zdolnosci do
mykopasozytnictwa, do produkcji enzymoéw litycznych, indukcji odpornos$ci w ro$linach,
kolonizacji korzeni, stymulacji kietkowania i wzrostu roslin. Dzigki systemowi A.M.O.R.,
w krotkim czasie, mozliwe byto poznanie mechanizméw dziatania ponad 100 izolatow
Trichoderma spp. System A.M.O.R. zostal zgloszony do opatentowania: zgloszenie nr P-
397659 pt. ,,Sposob selekcji aktywnych izolatow grzybow z rodzaju Trichoderma”,
autorzy M. Szczech, D. Witkowska, U. Matolepsza.

Wszystkie badane szczepy zostaly sklasyfikowane do gatunku na podstawie badan
molekularnych, a ich sekwencje zostaly zdeponowane w GenBank (Oskiera i in. 2015).
Opracowano markery molekularne, ktére pozwolily na okreslenie dynamiki rozwoju
wprowadzonych do §rodowiska grzybow oraz ich wplyw na inne grupy mikroorganizmow
w glebie. Rownolegle z selekcja i identyfikacja Trichoderma pracowano nad doborem
odpadowych materiatow do produkcji no$nikow dla tych grzybow. Opracowano technike
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wytwarzania no$nikow organicznych oraz ich inokulacji zarodnikami Trichoderma w celu
namnazania tych grzybéw do doglebowego stosowania w warunkach polowych.
Opracowano takze technike produkcji 1 utrwalania zarodnikéw konidialnych do
zastosowania jako zaprawy nasienne, do opryskiwania i podlewania roslin. Badano
zywotno$¢ utrwalonych Trichoderma podczas dlugotrwatego przechowywania w réznych
temperaturach. Badane izolaty Trichoderma testowano réwniez pod wzgledem odporno$ci
na powszechnie stosowane w rolnictwie fungicydy. Stwierdzono, ze grzyby te wykazuja
odporno$¢ na azoksystrobing i propamokarb+fosetyl glinu.

Na podstawie danych opracowanych tabelarycznie w systemie A.M.O.R. zostato
wylonione kilkanascie szczepow Trichoderma spp., ktorych dziatanie bylo badane w
warunkach polowych, w ciggu trzech sezonéw wegetacyjnych (2012-2014).
Przeprowadzono doswiadczenia w uprawie gruntowej salaty, marchwi, cebuli, ogorkow i
ziemniakéw, w uprawie gruntowej papryki w tunelach oraz w uprawie bezglebowej
pomidoréw w szklarni. Do§wiadczenia prowadzono na polach do§wiadczalnych Instytutu
Ogrodnictwa, a takze jako eksperymenty produkcyjne, w komercyjnej uprawie u
indywidualnych producentow. Oceniono dziatanie opracowanych preparatow z wybranymi
szczepami Trichoderma na plonowanie oraz parametry wzrostowe roslin. Monitorowano
stopien porazenia ro$lin przez patogeny najczesciej wystepujace w danych uprawach.
Badano stan odzywienia roslin oraz zawartosci skladnikow pokarmowych w glebie.
Oceniano wartosci odzywcze i profil sensoryczny traktowanych preparatami warzyw, a
takze sprawdzano ich przydatnos¢ do przechowywania. Grzyby Trichoderma zastosowano
rowniez podczas kompostowania resztek posprzetnych z produkcji rolniczej. W
doswiadczeniach polowych badano wpltyw wzbogaconych kompostow na wzrost i
plonowanie ros$lin uprawnych oraz stan sanitarny gleby.

Na podstawie kilkuletnich dos§wiadczen polowych potwierdzono korzystne dziatanie
kilku z wyselekcjonowanych do doswiadczen polowych szczepow Trichoderma w uprawie
roslin warzywnych. Kompleksowe badania cech wzrostowych 1 jakosciowych roslin
wyraznie wskazuja na pozytywne dziatanie preparatow szczegolnie w uprawie warzyw z
rodziny psiankowatych: pomidor, papryka i ziemniak. Stwierdzono nie tylko wzrost
plonowania tych roélin, ale przede wszystkim poprawe struktury plonu w kierunku
zwigkszenia udziatu plonu I klasy w plonie ogdlnym. W owocach papryki i ziemniaka
stwierdzono wzrost zawarto§ci witaminy C, a w owocach pomidordw istotny wzrost
zawarto$ci likopenu. Dobre wyniki po zastosowaniu preparatbw z Trichoderma
uzyskiwano w uprawie sataty, gdzie obserwowano przyspieszenie zawigzywania gtowek 1
zwigkszenie plonu. W uprawie ziemniakow obserwowano opoznienie i ograniczenie
rozwoju zarazy ziemniaczanej. Ochronne wlasciwos$ci preparaty z Trichoderma
wykazywaly rowniez w uprawie marchwi, gdzie ograniczaty zgorzel siewek 1 porazenie
ro$lin przez grzyby z rodzaju Alternaria. Z kolei w uprawie ogérkow, zaprawianie nasion
T. atroviride TRS25 istotnie ograniczato nasilenie maczniaka na roslinach. Wnikliwie
przeprowadzone badania biochemiczne wskaznikow odpornosci w roslinach ogorka i
pomidora wykazaty zdolno$¢ niektorych z uzytych w badaniach szczepéw Trichoderma do
wzbudzania reakcji odpornosciowych w tych roslinach, ktoérych efektem byto ograniczone
porazenie przez grzyby patogeniczne (Matolepsza i1 in. 2016, Szczech 1 in. 2017, Nawrocka
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I in. 2017). Na podstawie tych badan zasugerowano, ze w grzyby Trichoderma posiadaja
zdolnos¢ do wywotywania odpornosci mieszanej w roslinach indukowanej odporno$ci
systemicznej i systemicznej odpornosci nabytej (ISR/SAR), taczacej szlaki aktywacyjne
obu rodzajow odpornosci. Taki typ odpornosci indukowanej przez Trichoderma okreslany
jest jako TISR (Nawrocka i in. 2018).

W ramach projektu opracowano sklad preparatow 2z wyselekcjonowanymi
szczepami Trichoderma i technologi¢ ich produkcji, wiaczajac w to nowg technologie
jednorazowej aplikacji do zastosowania w uprawach szklarniowych. Czgs¢ opracowanych
technologii zostata opatentowana (Witkowska i in. 2017, tytul patentu: ,,Biopreparat do
zaprawiania nasion roslin warzywnych, sposéb wytwarzania biopreparatu oraz
kompozycja”; Smolinska i in. 2017, tytul patentu: ,,Podtoze, sposodb przygotowania
podioza oraz zastosowanie podioza do namnazania grzyba z rodzaju Trichoderma i
ograniczania populacji grzybow patogenicznych Sclerotinia sclerotiorum”; Smolinska i in.
2017, tytul patentu: ,,Podloze do uprawy ro$lin, sposéb przygotowania podtoza oraz
zastosowanie podtoza do namnazania grzyba z rodzaju Trichoderma”).

Obecnie prowadzone sa dzialania w kierunku wdrazania 1 komercjalizacji
opracowanych preparatow 1 technologii. Do tej pory przeprowadzono 8 wdrozen i
sprzedano licencje na wykorzystanie szczepu Trichoderma. W przygotowaniu sg kolejne
wdrozenia 1 prowadzone s3 rozmowy dotyczace zakresu umoéw na zakup szczepow
grzybow 1 technologii ich produkcji. Wyniki badan realizowanych w projekcie byty
prezentowane na licznych konferencjach naukowych, a takze w publikacjach naukowych i
popularnonaukowych.

W trakcie realizacji projektu koordynowatam i czuwatam nad wlasciwym
wykonaniem zaplanowanych prac. Razem z zespotem pracownikow naukowych
ustalalisSmy merytoryczny zakres prowadzonych doswiadczen oraz dyskutowaliSmy nad
uzyskanymi wynikami w celu ustalania kolejnych kierunkow badan. Wykonywatam
roOwniez prace zwigzane z administracjg projektu 1 czuwatam nad wlasciwym
wykorzystaniem funduszy zaplanowanych w harmonogramie rzeczowo-finansowym.
Bylam roéwniez odpowiedzialna za organizowanie spotkan wykonawcow projektu,
konferencji naukowych (zorganizowano cztery konferencje naukowe zwigzane z
projektem, podczas ktorych petitam funkcj¢ przewodniczacej komitetu organizacyjnego)
oraz za kontakty z przedsigbiorcami. Bytam takze opiekunem studentow odbywajacych
staze w ramach projektu oraz promotorem pracy magisterskiej, a w kolejnych latach
opiekunem i promotorem pomocniczym prac doktorskich.

Kolejnym zagadnieniem, ktéorym zajmuje sie od 2009 r., jest badanie potencjalnych
skazen mikrobiologicznych w warzywach przeznaczonych do konsumpcji. Badania w tym
zakresie prowadzitam i prowadze w ramach kilku projektow. Pierwszym z nich byl temat
PW4.7 w Programie Wieloletnim, finansowany przez MRIRW, pt. ,,Monitoring skazen
mikrobiologicznych i mikotoksycznych warzyw produkowanych w gospodarstwach
ekologicznych” (lata realizacji 2009-2014). W programie tym bytam kierownikiem zadania
PW 4.7. Celem prac byl monitoring skazen mikrobiologicznych zywnos$ci produkowanej w
gospodarstwach ekologicznych w poroéwnaniu do zywnos$ci produkowanej w uprawach
konwencjonalnych. Warzywa uzyskane z gospodarstw ekologicznych powszechnie
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uznawane sg za zdrowsze niz te wyprodukowane w gospodarstwach konwencjonalnych.
Jednak ze wzgledu na system uprawy tzn. uzywanie nawozoéw organicznych i brak
stosowania chemicznej ochrony, istnieje mozliwos¢ wigkszego skazenia produktéw
roslinnych przez mikroorganizmy chorobotwércze oraz grzyby wytwarzajace
mykotoksyny.

W programie przeprowadzono analizy kilkuset prob warzyw pochodzacych z
gospodarstw ekologicznych i konwencjonalnych, potozonych na terenie catej Polski,
wyznaczonych przez Osrodki Doradztwa Rolniczego. Przeprowadzono monitoring skazen
warzyw w 85 gospodarstwach ekologicznych i 93 gospodarstwach konwencjonalnych.
Proby materiatu ros§linnego do badan byly pobierane w okresie wiosennym (salata,
rzodkiewka) oraz jesienig (kukurydza, marchew i burak ¢wiklowy). Material roslinny byt
analizowany pod wzgledem liczebno$ci drozdzy i plesni, bakterii (ogdlna liczebnosc),
bakterii z rodziny Enterobacteriaceae, Enterococcus, z grupy coli, a takze bakterii
Escherichia coli, Salmonella sp. i Listeria monocytogenes. Do okreslania liczebnosci
wymienionych grup mikroorganizmow byly stosowane metody zgodne z zaleceniami
zamieszczonymi w Polskich Normach. W korzeniach marchwi, burakéw i ziarnie
kukurydzy okreslano zawartosci mykotoksyn: aflatoksyny ogoétem, zearalenonu i
ochratoksyny A. Te analizy byly wykonywane przy wspolpracy z Pracowniag Przetworstwa
i Oceny Jakosci Warzyw. Podczas pobierania prob, w kazdym z gospodarstw byla
przeprowadzana opracowana przez mnie ankieta, w ktorej odnotowywano informacje na
temat powierzchni upraw, rodzaju uprawianych warzyw, a przede wszystkim stosowanego
nawozenia, ochrony i ptodozmianu.

W zadnej z badanych prob roslin nie stwierdzono obecnos$ci bakterii Salmonella i L.
monocytogenes. W probach warzyw ekologicznych wykrywano istotnie wigcej bakterii E.
coli niz w warzywach z upraw konwencjonalnych. Najbardziej na skazenia narazone byty
warzywa badane w okresie wiosennym, o krotkiej wegetacji, gtownie satata. Na podstawie
analiz statystycznych stwierdzono, ze wigksze skazenie warzyw ekologicznych tymi
bakteriami jest zwigzane z niewlasciwym stosowaniem nawozenia organicznego, opartego
na nawozach naturalnych. Zazwyczaj przyczyna podwyzszonej liczebnosci E. coli byto
stosowanie nieprzekompostowanych obornikéw, w niewlasciwych terminach, lub
poglowne dokarmienie roslin roztworami zawierajacymi odchody zwierzat. Najczgsciej E.
coli wykrywano w uprawach sataty, buraka i marchwi. W uprawie sataty byto najwiece;j
proéb, gdzie liczebnos¢ E. coli byta znacznie wyzsza niz dopuszczalne normy. Drugim w
kolejnosci gatunkiem zagrozonym skazeniami byta marchew. W materiale roslinnym z
upraw konwencjonalnych generalnie poziom E. coli byt niski lub bakterie te nie byly
wykrywane. Dla pozostatych grup bakterii, z wyjatkiem Enterobacteriaceae, nie
stwierdzono istotnych réznic pomiedzy obydwoma systemami uprawy.

W prébach warzyw korzeniowych (marchew, burak ¢wiklowy) badano obecnos¢
wybranych mykotoksyn. Analizujac wyniki uzyskane we wszystkich latach badan
stwierdzono, ze w $wiezym materiale roslinnym zawarto$¢ mykotoksyn byla niska. Nie
byto roznic pomiedzy obydwoma systemami uprawy. Koncentracja aflatoksyn 1
ochratoksyny A wzrastata kilkukrotnie po szesciu miesigcach przechowywania w
temperaturze ok. 0°C. Wigcej mikotoksyn kumulowato si¢ w korzeniach buraka niz w
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marchwi, ale ilosci te nie przekraczaly dopuszczalnych norm. Po przechowywaniu réwniez
nie byto réznic pomigdzy probami z upraw ekologicznych i konwencjonalnych. Uzyskane
wyniki badan zostaty opublikowane w Journal of Food Microbiology (Szczech i in. 2018).

Badania dotyczace potencjalnych skazen mikrobiologicznych w produktach
ro$linnych (szczegolnie typu ready-to-eat) prowadzitam réwniez w ramach tematu W10.2
pt. ,,Wplyw pozbiorczego traktowania goragcg wodg na trwato$¢ w czasie krotkotrwatego
sktadowania oraz na warto$¢ odzywcza papryki krojonej” (lata realizacji 2010-2012,
wykonawca) oraz w projekcie QAFETY, realizowanym w ramach 7 Programu Ramowego
Unii Europejskiej, temat pt. "Comprehensive approach to enhance quality and safety of
ready-to-eat fresh products: Effect of postharvest heat treatment on nutritive and sensory
quality and on safety of fresh cut vegetable” (lata realizacji 2012-2014, wykonawca w
projekcie).

Popularno$¢ spozycia warzyw minimalnie przetworzonych wzrasta na catym
swiecie. Jednocze$nie jednak rosnie liczba odnotowanych przypadkow zatru¢
pokarmowych zwigzanych ze spozyciem $wiezych produktow (Castro-Ibafiez i in. 2016).
Najczesciej tego typu zatrucia sg zwigzane z obecno$cig bakterii Salmonella, Escherichia
coli lub Listeria monocytogenes, ktore moga przezy¢ na warzywach i owocach przez
dluzszy czas nawet w niskich temperaturach, tworzac skupiska $cisle przylegajace do
powierzchni organdéw roslin zwane biofilmem, a takze mogg przenika¢ do wewnetrznych
tkanek roslin (Ryser i in. 2009, Olaimat i Holley 2012). Takie bakterie moga by¢ trudne do
usuni¢cia nawet przy uzyciu srodkow odkazajacych. Ponadto, przygotowanie do sprzedazy
$wiezych warzyw wymaga kilku etapow technologicznych, co zwigksza ryzyko
krzyzowych zanieczyszczen. Najwigksze ryzyko jest zwigzane z warzywami, ktore nie sa
poddawane zadnym procesom prowadzacym do inaktywacji mikroorganizmow, jak
gotowanie czy pasteryzacja. Dlatego intensywnie poszukiwane sg metody ograniczania
rozwoju mikroorganizmoéw chorobotworczych oraz powodujacych szybkie psucie tych
produktow.

Zarébwno w_projekcie QAFETY jak i w temacie W10.2 badano mozliwo$é
przedtuzenia trwatosci warzyw i owocdw minimalnie przetworzonych (papryka krojona,
rukola, krojona kapusta pekinska) za pomoca plukania w wodzie o podwyzszonej
temperaturze. Traktowanie goracg woda lub para wodng (HWT) jest jedng z fizycznych
metod przedluzania trwatosci przechowywanych warzyw (Przerwa 2015). Celem
krotkotrwatego ptukania w wodzie o podwyzszonej temperaturze jest ograniczenie
liczebno$ci mikroorganizméw na powierzchni materiatu roslinnego i1 zabezpieczenie przed
przebarwieniami oraz innymi niekorzystnymi zmianami zachodzacymi w materiale
roslinnym podczas przechowywania. Oprocz oceny trwatosci w czasie krotkotrwatego
sktadowania warzyw krojonych, prowadzono takze ocen¢ ich wartosci odzywczych i

sensorycznych. Moim zadaniem byla ocena tempa rozwoju mikroorganizmoéw podczas
przechowywania traktowanych warzyw oraz ich jakos$ci sanitarne;.

Traktowanie warzyw minimalnie przetworzonych goraca woda prowadzone byto
przez zanurzenie porcji warzyw w kapieli wodnej 0 okreslonej temperaturze (w przedziale
38-60°C) przez okreslony czas w granicach kilku sekund. Po potraktowaniu warzywa byty
schtadzane do jednakowej temperatury (5-6°C) i przechowywane w temperaturze 0°C, 5°C
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lub 18-20° od dwoch do dziesigciu dni, w zalezno$ci od gatunku badanej rosliny. Analizy
mikrobiologiczne wykonywano po 24 godzinach, po potraktowaniu goracg woda, a
nastgpnie po przechowywaniu produktéow roslinnych. Jako kontrola shuzyly rosliny nie
krojone oraz krojone, nie plukane w wodzie. Analizowano liczebno$¢ wybranych grup
mikroorganizmow, $wiadczacych o stanie sanitarnym badanych prob warzyw krojonych:
drozdzy i plesni, bakterii mezofilnych, Lactobacillus, fluoryzujacych bakterie
Pseudomonas, bakterii z rodziny Enterobacteriaceae, Enterococcus, bakterii z grupy coli,
Escherichia coli. Badano rowniez obecnos¢ chorobotworczych bakterii Salmonella oraz
Listeria monocytogenes. Do okreslenia liczebno$ci wymienionych grup mikroorganizmow
stosowano metody zgodne z zaleceniami zamieszczonymi w Polskich Normach.
Stwierdzono, iz pomimo pozytywnego wplywu traktowania niektorych warzyw
gorgca woda (kapusta pekinska, papryka) na ich jako$¢ oraz warto$ci sensoryczne podczas
krotkotrwatego przechowywania, to zabieg ten nie wplywat istotnie na zmniejszenie ilosci
mikroorganizmow. Juz samo krojenie warzyw mialo wptyw na zwigkszenie liczebnos$ci
mikroorganizmow w przechowywanych probach. W przypadku rukoli ptukanie w
podgrzanej wodzie powodowato wzrost liczebnosci bakterii i grzybow. Niekorzystny
wplyw krojenia 1 plukania, zwigzany z gwaltownym wzrostem liczebnoS$ci
mikroorganizméw, byl najbardziej widoczny w probach przechowywanych w
temperaturze 18 °C. Natomiast temperatura 0 °C spowalniata rozw6j mikroorganizméw. W
zadnej z badanych prob warzyw i owocow nie wykryto chorobotworczych bakterii Listeria
monocytogenes i Salmonella, a takze bakterii E. coli. Natomiast w kapuscie pekinskiej
krojenie i ptukanie roslin powodowato istotny wzrost zageszczenia bakterii z grupy coli.
Wyniki tych badan wskazuja, ze w przypadku warzyw krojonych, ptukanie w wodzie
nie zabezpiecza tych produktow przed nadmiernym rozwojem mikroorganizméw podczas
przechowywania w warunkach handlowych. Stwarza to ryzyko znacznego pogorszenia
jakosci 1 stanu sanitarnego warzyw $wiezych, minimalnie przetworzonych. Potwierdzajg to
wyniki badan prowadzonych obecnie w ramach tematu statutowego 5.1.3 pt.
,»Opracowanie metod ograniczajacych wystepowanie skazen mikrobiologicznych owocow
I warzyw przeznaczonych do bezposredniego spozycia”. Aktualny moj udzial w tych
badaniach polega na analizowaniu stopnia zasiedlenia §wiezych warzyw, przeznaczonych
do bezposredniego spozycia, ktore sg dostepne w sieciach handlowych i na targowiskach, a
takze identyfikacja grzybow plesniowych pod katem obecnosci grzybow szkodliwych dla
zdrowia 1 mykotyksyno-tworczych. Badana jest liczebnos¢ wskaznikowych grup
mikroorganizmow jak: drozdze i plesnie, bakterii mezofilne, bakterie z rodzaju
Pseudomonas, bakterie z rodziny Enterobacteriaceae, Enterococcus, bakterie z grupy coli
i Escherichia coli. Do badan pozyskiwane sg proby: liSci szpinaku, rukola, roszponka,
satata lodowa, nacie pietruszki 1 selera, szczypior oraz mieszanki satat. Badane sg tylko
produkty z aktualnym terminem przydatnosci do spozycia. Na podstawie dotychczasowych
badan stwierdzono wysokie liczebnosci bakterii oraz drozdzy i plesni szczegdlnie w rukoli
i szpinaku. Poziom bakterii jest zblizony do poziomu tych mikroorganizméw w glebie (10°
- 107 jtk/g), pomimo deklaracji na opakowaniach, Ze towar byl myty i jest przeznaczony do
bezposredniego spozycia. Wysoki jest rowniez poziom grzybow plesniowych, szczegodlnie
w rukoli (10* - 10° jtk/g). W niektorych probach rukoli i szpinaku odnotowano réwniez
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obecno$¢ bakterii z grupy coli i E. coli. Stwierdzono réwniez wysoki poziom
mikroorganizméw w mieszankach satat do bezposredniego spozycia. Odznaczajg si¢ one
duzg zawartos$cig bakterii i drozdzy. Do tej pory przebadano kilkadziesigt prob materiatu
roslinnego. Badania sg kontynuowane. Jednak juz na tym etapie wyniki pokazujg, ze
producenci i dystrybutorzy powinni zwroci¢ szczegdlng uwage na zachowanie higieny na
liniach technologicznych i w czasie przygotowywania do handlu, a takze przechowywac
towar w warunkach ograniczajacych rozwoj mikroorganizméw w produktach.

Pomimo réznych technik zachowania jakosci $wiezych warzyw podczas
przechowywania, caly czas aktualne jest poszukiwanie metod, ktoére poprawig stan
sanitarny produktow ro$linnych 1 ogranicza ryzyko rozwoju mikroorganizméw
chorobotwdrczych i psucia tych produktow. W tym celu, w 2018 roku, rozpoczgto badania

dotyczace mozliwos$ci zastosowania ziot oraz ros$lin przyprawowych o wla$ciwosciach

antybakteryjnych, jako dodatkéw do satat krojonych.

Antybakteryjne dziatanie zwigzkow zawartych w ziotach i roslinach przyprawowych
znane jest od wiekow. W badaniach in vitro wykazano, ze olejki eteryczne z réznych ro$lin
wykazujg antybakteryjne dziatanie wobec L. monocytogenes, Salmonella, E. coli, Shigella
czy Spaphylococcus aureus (Burt 2004). Najczgsciej badano dzialanie zwigzkow
zawartych w roslinach takich jak: tymianek, oregano, rozmaryn i bazylia. Olejki eteryczne
tych roslin zawierajg tymol i karwakrol, ktére sa3 wymieniane jako substancje o silnym
dziataniu antybakteryjnym, a takze fungitoksycznym (Bagamboula i in. 2004, Farzaneh i

in. 2015). Prace nad mozliwoscig zastosowania ziot jako dodatkéw do warzyw krojonych
rozpoczeto jako temat statutowy nr 6.1.4. pt. ,,Opracowanie metod zwickszania
bezpieczenstwa sanitarnego i wydtuzania trwato$ci warzyw krojonych”. W ramach badan
planowane jest zastosowanie rozdrobnionych ziot, zawierajacych zwiagzki antybakteryjne,
jako dodatkow do satat i mieszanek warzyw krojonych w celu ograniczenia rozwoju
mikroorganizméw lub zastosowanie ekstraktow/olejkow z tych roslin, jako czynnikow
sanityzujacych podczas ptukania warzyw. M9j udziat w tych badaniach polega na ocenie
przydatnosci wybranych ziot do ograniczenia rozwoju mikroorganizmoéw w warzywach
krojonych podczas przechowywania. Badania rozpoczetam od okreslenia bakteriobdjczego
dziatania wyciggow ze $wiezych zidt oraz naparéow z roslin suszonych, wobec nie
enteropatogennego szczepu E. coli O157 w warunkach in vitro. Badana jest efektywno$¢
dziatania wyciggoéw w zaleznosci od ich stezenia. ROwnoczesnie prowadzone s3g badania
sensoryczne oceniajace walory smakowe warzyw krojonych z dodatkiem ziot. W kolejnym
etapie bedzie okreSlana jakos¢ przechowalnicza mieszanek z ziotami i tempo rozwoju
mikroorganizméw, w tym testowej bakterii E. coli. Celem tych badan jest opracowanie
nowej technologii poprawiajacej jakos¢ $wiezych warzyw krojonych, przy jednoczesnym
podniesieniu ich walorow smakowych i prozdrowotnych.

Na jakos¢ produktow roslinnych na rynku duzy wplyw ma nie tylko przestrzeganie
zasad higieny i1 bezpieczenstwa podczas przygotowywania zywnosci do sprzedazy, ale
takze dbalo$¢ o Srodowisko glebowe i stan sanitarny upraw. W wyniku stosowania
intensywnych metod produkcji w wielu rejonach postgpuje degradacja gleb uzytkowanych
rolniczo. Ten stan jest rezultatem wieloletniego stosowania nawozoéw mineralnych bez
dostarczania materii organicznej do gleby, ograniczone zmianowanie lub wieloletnia
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uprawa w monokulturze, co przyczynia si¢ do nadmiernej mineralizacji warstwy
prochnicznej. Zjawiska te nasilajg si¢ jeszcze wskutek wzrostu temperatury w okresie
wegetacji, zmniejszania opadow i przesuszania gleb w wyniku obnizania poziomu wod
gruntowych. Konsekwencja sa niekorzystne zmiany mikrobiologiczne zachodzace w
srodowisku glebowym, ktore prowadza do zubozenia biordznorodnosci i ograniczenia
aktywno$ci mikroorganizméw. Skutkuje to spadkiem produktywnosci gleb i selekcjg w
Kierunku rozwoju organizmow szkodliwych dla roslin. Z kolei reakcjg na straty w plonach
jest intensyfikacja produkcji i chemizacji rolnictwa, a to poglebia ten niekorzystny proces.
Kontakty z rolnikami wskazuja, ze w wielu przypadkach wiedza na temat zycia
biologicznego gleby i znaczenia funkcjonowania mikroorganizméw dla jej produktywnosci
jest wcigz ograniczona. Dlatego podjeto dziatania edukacyjne w kierunku ochrony gleb
uzytkowanych rolniczo ze szczegdlnym uwzglednieniem znaczenia bioréznorodnosci
mikroorganizméw glebowych oraz ich udzialu w poprawie jakosci i zyzno$ci gleb.

Dziatania te sa prowadzone od 2018 r. w ramach projektu pt. ,,Ochrona bior6znorodnosci
gleby warunkiem zdrowia obecnych i przysztych pokolen” nr POIS.02.04.00-00-0082/16-
00 (lata realizacji 2018-2019). Projekt jest wspotfinansowany przez Uni¢ Europejska z
Europejskiego Funduszu Spojnosci w ramach Programu Operacyjnego Infrastruktura i
Srodowisko oraz dofinansowany ze $rodkéw Narodowego Funduszu Ochrony Srodowiska
I Gospodarki Wodnej. W ramach projektu prowadzone sg szkolenia dla rolnikéw i
doradcoéw rolniczych m.in. w zakresie: (i) podniesienia ich §wiadomos$ci na temat istotnej
roli mikroorganizméw glebowych w procesach glebotworczych, z uwzglednieniem ich
wplywu na zawarto$¢ prochnicy w glebie, (ii) utylizacji odpadéow organicznych poprzez
ich kompostowanie oraz wskazanie pozytywnej roli kompostéw w zachowaniu
prawidtowej jakos$ci gleby, (iii) pokazania roli mikroorganizméw glebowych w ochronie
roslin przed patogenami, (iv) znaczenia mikroorganizméw ryzosferowych, w tym
mikoryzy dla wzrostu ro$lin, (v) przekazania praktycznych wskazoéwek majacych na celu
poprawe jakosci gleby, poprzez stosowania wilasciwych zabiegow agrotechnicznych,
nawozenia 1 utrzymanie prawidtowej bioréznorodnosci mikroorganizmow glebowych.
Szkolenia prowadzone s3a przez wykwalifikowanych ekspertow — pracownikoéw
naukowych  posiadajagcych doswiadczenie w  dziedzinie mikrobiologii  gleby,
gleboznawstwa, zagospodarowania odpadéw organicznych, nawozenia, ochrony roslin.

Jestem wspoitworcg merytorycznym tego projektu, a takze zastepca koordynatora.
Moja rola w projekcie polega na udziale w merytorycznym i organizacyjnym
przygotowywaniu szkolen, w opracowywaniu materiatdw szkoleniowych, wspolpracy z
ekspertami, gromadzeniu i analizie informacji dotyczacych probleméw jakie maja rolnicy
z jako$cig gleb w swoich gospodarstwach. Jestem réwniez jednym z wykladowcow
podczas szkolen, a tematem mojego wykladu sg zagrozenia mikrobiologiczne w produkc;ji
zywnosci, ich skutki oraz sposoby zapobiegania.

W ramach projektu zostanie opracowana obszerna monografia na temat roli
mikroorganizméw w zyznosci gleb oraz dziatan w kierunku ochrony gleb uzytkowanych
rolniczo przed ich degradacja. W 2019 r. bedzie zorganizowana konferencja naukowa pt.
,»Ochrona biordéznorodnosci gleby warunkiem zdrowia obecnych i1 przysztych pokolen”,
ktora bedzie poswiecona ochronie gleb uzytkowanych rolniczo. Celem konferencji jest
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dyskusja na temat stanu zasobow glebowych w Polsce i integracja interdyscyplinarnych
badan w kierunku ograniczania utraty i zwickszania zawarto$ci substancji organicznej w
glebach, poprawy ich struktury i aktywnosci biologicznej, a takze polepszenia stanu
sanitarnego gleb. Jestem jednym z wspottworcéw monografii oraz bior¢ czynny udziat w
organizacji konferencji, jako cztonek komitetu organizacyjnego.

Od 2014 r. jestem wspotwykonawcg Programu Wieloletniego 2014-2020,
finansowanego przez Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju Wsi. Bior¢ udziat w realizacji
zadania 3.2 pt. ,,Rozw0j zrownowazonego nawozenia roslin ogrodniczych i zapobieganie
degradacji gleby i skazenia wod gruntowych”, podzadanie nr 6 pt._,,Ocena stanu degradacji
gleb w rejonach intensywnej produkcji warzyw na podstawie analiz mikrobiologicznych,
nematologicznych, analiz makro- i mikrosktadnikow, zawarto$ci materii organicznej oraz
wilasciwoséci fizycznych gleb (rejony intensywnej uprawy cebuli, papryki, warzyw
kapustnych)”. Celem badah ocena stanu gleb w produkcji warzyw (papryki, cebuli i
kapusty), gdzie stosowana jest bardzo intensywna uprawa z ograniczonym zmianowaniem.
Wykonywane sa badania poréwnawcze dla gleb intensywnie uzytkowanych oraz
sasiadujacych z nimi gleb ugorowanych. Ocena jest prowadzona na podstawie wskaznikow
mikrobiologicznych (aktywno$¢ enzymu dehydrogenazy, ogdlna liczebnos¢ bakterii i
grzybow, bakterii fluoryzujacych z rodzaju Pseudomonas, bakterii przetrwalnikujacych,
bakterii Azotobacter, liczebno$¢ kopiotrofow i oligotroféw), chemicznych (pH i zasolenie
gleby, zawarto$¢ materii organicznej i poziom wegla organicznego w glebie, koncentracja

makro- i mikrosktadnikow), fizycznych (ggstos¢ objgtosciowa, porowatos¢ gleby i polowa
pojemno$¢ wodna). Moja rola w zadaniu polega na ustalaniu stanowisk, gdzie pobierane sg
proby do badan, prowadzeniu wywiadoéw z rolnikami, biore udziat w wykonywaniu analiz
mikrobiologicznych oraz zbieram dane, a takze opracowuj¢ wyniki i raporty.

Na podstawie dotychczas przeprowadzonych badan, stwierdzono postepujacy proces
degradacji gleb obszarach intensywnej produkcji roslin warzywnych. Szczegdlnie
niekorzystne zmiany zachodzg w warstwie prochnicznej gleby, gdzie stosowane metody
uprawy prowadza do mineralizacji prochnicy 1 niszczg strukture gleby (obnizona
porowato$¢ 1 polowa pojemnos¢ wodna). Konsekwencja sa niekorzystne zmiany
mikrobiologiczne zachodzace w glebie, stwierdzone na podstawie pomiarow aktywnos$ci
enzymatycznej mikroorganizméw. W glebach, gdzie uprawiane sa od wielu lat warzywa
(cebula, kapusta) aktywno$¢ mikroorganizméw jest istotnie nizsza niz w glebach
ugorowanych.

Nastepnym etapem prac zaplanowanych w zadaniu, w ktorym biore¢ udzial, jest
przeprowadzenie doswiadczen, w ktorych wykonywane beda zabiegi majace na celu
powstrzymanie tych niekorzystnych zmian. Bior¢ czynny udzial w opracowywaniu i w
zaktadaniu doswiadczen polowych, ktore sg prowadzone od 2018 r. w dwodch
gospodarstwach ogrodniczych. Do tej pory wykonano wstgpne analizy mikrobiologiczne
oraz okreslono parametry fizyczno-chemiczne gleb. Na wytypowanych obszarach
zastosowano preparaty organiczne, ktore beda stosowane w tych samych miejscach przez
CO najmniej trzy sezony wegetacyjne. Prowadzone beda obserwacje dlugofalowego
oddzialywania uzytych preparatow na jako$c¢ 1 aktywnos$¢ mikrobiologiczng gleb.
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W kolejnych latach mojej pracy zawodowej planuj¢ kontynuacj¢ prowadzonych
obecnie badan. Istotnym kierunkiem tych badan bedzie rowniez poznanie mozliwo$ci
wtornego wykorzystywania rolniczych odpadéw organicznych, w polaczeniu z
zastosowaniem mikroorganizmow, W celu aktywizacji biologicznej gleb, w kierunku
poprawy ich produktywnosci.
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