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Wstep

Skazenie gleb trwalymi zanieczyszczeniami organicznymi (TZO) jest bardzo powszechne w
srodowisku naturalnym, a ich usunigcie z gleby stato si¢ powaznym problemem. Gleba i niektore
produkty roslinne nadal moga by¢ zanieczyszczone pozostato§ciami lub metabolitami DDT po
uptywie 30 lat od catkowitego zakazu jego stosowania. Stanowi to duze zagrozenie dla srodowiska
szczegoblnie, ze gleba wykazuje duze sktonnos$ci do bioakumulacji tych substancji. Zwigkszona czutos¢
analityczna metod i1 narzedzi wykorzystywanych do analizy pozostatosci pestycydéw spowodowata,
ze w ostatnich latach w Polsce coraz czg¢$ciej wykrywane sg pozostatosci DDT w niektorych partiach
produktow, takze ekologicznych. Aby zapewni¢ wysoka jako$¢ produktow ekologicznych i ich
zgodno$¢ z przepisami UE, po przeprowadzeniu monitoringu w celu oceny zawarto$ci pozostatosci
DDT i jej metabolitow w roznych glebach (wyniki wykazatly, ze okoto 80% probek gleby pobranych
na terenie o$miu wojewddztw zawierato pozostatosci DDT), rozpoczeliSmy program badawczy w celu
przetestowania niektérych metod ich ekstrakcji z gleby.

W ciagu ostatnich dziesiecioleci opracowano wiele strategii majacych na celu remediacje,
zanieczyszczonych chemicznie miejsc w catosci lub w czesci, wykorzystujac metody fizyczne,
chemiczne 1 biologiczne. Wykorzystywanie mikroorganizméw do biotransformacji toksycznych
zwigzkow, takich jak DDT, ma takg zalete, Ze jest przyjazne dla srodowiska i ma stosunkowo niski
koszt stosowania w poréwnaniu z metodami chemiczno-fizycznymi, ktéore wymagaja duzych
inwestycji 1 w trakcie procesu generuja odpady, z ktérymi trudno sobie poradzi¢. Dodatkowo,
wykazano, ze metody rekultywacji maja istotne znaczenie, a wigkszo$¢ z nich skupia si¢ na
fitoremediacji, ze wzgledu na tatwos¢ stosowania, efektywno$¢, niski koszt oraz ogdélng akceptacje.

Celem nadrzednym podjetych badan byta proba rozwigzania problemow, z jakimi borykajg si¢
producenci produktow ekologicznych. Badania miaty na celu poszerzenie wiedzy oraz opracowanie
metod 1 zalecen zawierajacych informacje na temat jak mozna zmniejszy¢ ryzyko przypadkowe;j
obecno$¢ pozostatosci DDT w glebie i w produktach ro$linnych uzywajac strategii rizo-bio-
remediacji, ktora ma wspomagaé pobieranie i akumulacj¢ przez rosliny pozostatosci DDT z gleby
inokulowanej mikroorganizmami.

Ogolna metodyka badan i przeprowadzania analiz

Doswiadczenia laboratoryjno-wazonowe prowadzono w 2-3 powtorzeniach, za$ laboratoryjne
w 4 powtdrzeniach.

Przygotowanie gleby do wazonow

Do niektérych doswiadczen (co zostato okreslone w metodyce poszczegdlnych doswiadczen)
gleba byta pobrana z kilku plantacji ekologicznych, na ktérych analitycznie zostato wykryte DDT lub
jego metabolity, nastepnie w wiekszosci przypadkow w celu uzyskania wyzszych poziomow DDT
gleba rozktadana byla na foli w 2 cm grubosci warstwie 1 byta rownomiernie opryskiwana DDT-p,p
(DDTp,p - stosowane jako standard analityczny w badaniach pozostatosci) w dawce 2.5 mg lub 5,0
mg na 20 | gleby rozpuszczonym w acetonie i rozcienczonym w wodzie, do ktorej wczesniej dodano
30 ml acetonu na kazdy litr wody. Aby zminimalizowac¢ niejednorodng absorbcje DDT przez glebe we
wszystkich do$wiadczeniach glebe przygotowywano oddzielnie dla kazdej kombinacji (odmiany) 1
kazdego powtorzenia. W jednym przypadku zatosowano glebe, w ktorej analitycznie nie stwierdzono



DDT ani jego metabolitow (suma DDT = nd), a w drugim tylko glebe pobrang z pdl, gdzie analitycznie
stwierdzono obecnos$¢ DDT.

Fot. 1: Przygotowywanie gleby do do§wiadczen wazonowych

Pobieranie prob gleby i materiatu roslinnego do analiz

Proby gleby do analiz pobierano dwukrotnie przed zalozeniem doswiadczen w celu
stwierdzenia pozostatosci DDT w glebie oraz drugi raz po zastosowaniu zabiegéw rekultywujacych
(wysiewanie ro$lin, stosowanie Srodkéw bakteryjnych i grzybowych). Proby gleby do analizy
obecnosci DDT pobierano za pomoca laski Egnera, do glebokosci 25 cm z 20-25 punktow
rozmieszczonych losowo na powierzchni pola (pola, z ktoérych byla pobrana gleba do do§wiadczen),
lub z kazdej doniczyki z 10 miejsc (do§wiadczenia wazonowe) kazdej kombinacji (usredniona proba
gleby — 1 kg). Rozne organy roslinne (korzenie, czgsci nadziemne) w probie minimum 300g pobierano
po okresie wzrostu roslin. Proby do badan pobierano zgodnie z metodyka opisang w rozporzadzeniu
Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 27 listopada 2013 r. ,,w sprawie pobierania probek roslin,
produktéw roslinnych lub przedmiotéw do badan na obecno$¢ pozostatosci srodkéw ochrony roslin”
(Dz.U. 2013, poz. 1549)

Analiza gleby pod wzgledem wlasciwosci fizykochemicznych

Makrosktadniki byly okreslone na podstawie wyciagu 0,03 N kwasie octowym metoda
uniwersalng wg Nowosielskiego (1974, 1978), a mikrosktadniki w wyciggu Lindsaya opartym na
roztworze EDTA metoda spektrometrii plazmowe;.

2.4 Ocena stanu wzrostu posadzonych roslin

Ocenie podlegaly rosliny rosngce w doniczkach, gdzie do gleby stosowano mikroorganizmy
oraz gdzie ich nie stosowano (rosliny kontrolne). Oceniano ogolng kondycje roslin, miedzy innymi
wzrost czesci nadziemnej 1 wagg oraz wyglad systemu korzeniowego, ktéry oceniany byt wg 3-
stopniowej skali: 1 — gleba w doniczce cata przerosnigta korzeniami, system korzeniowy dobrze
rozwinigty; 2 - gleba w doniczce $rednio przero$nigta korzeniami, system korzeniowy S$rednio
rozwinigty; 3 - gleba w doniczce stabo przerosnigta korzeniami, system korzeniowy stabo rozwiniety.



Fot. 3: Ocena systemu korzeniowego

Charakterystyka grzybow

Analiza profilu metabolicznego grzybow w obecnosci DDT

Wszystkie fenotypy izolowanych szczepéw Trichoderma harzianum i Rhizopus stolonifer oraz
wpltyw DDT na ich metabolizm weglowy zostaly okreslone przy uzyciu systemu Phenotype
MicroArrayTM. Inokulacj¢ zawiesiny szczepow grzybow rozpuszczone 1 mg/l DDT rozpuszonym w
acetonie przeprowadzono w FF MicroPlates (Biolog ™, Inc.,).p W celu otrzymania konidiow do
inokulacji badane gatunki grzybow hodowano na ptytkach 2% MEA bez dostepu swiatta w 25°C przez
7 dni.
Aktywno$¢ oddechowg grzybow mierzono intensywnos$cig purpurowego zabarwienia wynikajacego z
redukcji barwnika tetrazolowego redoks (p-jodonitrotetrazolium), obecnego w studzienkach ptytek
FF, poprzez dziatanie dehydrogenazy bursztynianu grzybowego, jako wskaznika aktywnoSci
oddechowej. Gestos¢ optyczng studzienek Biolog przy 490 nm (OD490) 1 750 nm (OD750) do oceny
aktywno$ci oddechowej i biomasy grzybowej wzrostu grzybni, mierzono przy uzyciu czytnika
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mikroptytek (urzadzenie molekularne, Vmax). Po inokulacji zmierzono obydwie gestosci optyczne,
aby wyzerowa¢ spektrofotometr specjalnie dla kazdej ptytki Biolog. Nastepnie ptytki odczytano w
okreslonych odstepach czasu (0, 24, 48, 72, 96, 144, 168, 192, 216 i 240 godzin). Uzyskane pomiary
optyczne zastosowano do oceny ogélnych réznic w metabolizmie (ko-metabolizm lub hamowanie)
przez badanie wykorzystania roznych substratow obecnosci DDT lub przy jego braku.

Pakiet opm (wersja 1.3.72) dla oprogramowania R (wersja 3.4.3) zostal wykorzystany do analizy
danych wyj$ciowych z systemu Phenotype MicroArrayTM (PM). Caly zestaw danych sktadajacy si¢
ze wszystkich wartosci OD: 3 powtdrzenia x 96 substratow x 2 traktowania (kontrola, DDT w
acetonie) x 2 parametry metaboliczne (oddychanie i wzrost grzybni) = 1152 indywidualnych krzywych
PM.

Sciezki metaboliczne dla gatunkéw grzybow zostaty utworzone przy uzyciu polecenia "pathview" z
pakietu homonimicznego. Srednia tej funkcji i zdefiniowany przez uzytkownika wykres $ciezki
pobrano z Encyklopedii Kioto Gendéw i Genoméw (KEGG), a nastepnie zintegrowano z dodatkowymi
danymi z odczytow tablic FF.

Ocena stresu oxydacyjnego

Dwa izolaty nalezace do gatunku Rhizopus stolonifer i Trichoderma harzianum z 24
ocenianych grzybow pod wzgledem tolerancji DDT zostaly wybrane do monitorowania zmian w
produkcji reaktywnych form tlenu (ROS) przy aktywnosci nastepujacych enzymow
antyoksydacyjnych w obecnosci DDT: dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), katalaza (CAT), s-
transferaza glutationowa (GST) i peroksydaza (POX). Szczepy wybrano na podstawie ich wzrostu i
parametrow metabolicznych takich jak: zdolno$¢ do sporulacji, Srednica wzrostu kolonii, wytwarzanie
biomasy w odniesieniu do wczesniej zarejestrowanych wynikow i brak wytwarzania mikotoksyn
wedlug danych podanych w literaturze (Domsch i wsp., 2007).
Wybrane szczepy hodowano przez 7 dni w MEA w 25°C. Zawiesing zarodnikéw w stezeniu 2 x 108
spor/ml przygotowano stosujac zliczajacg komorg Thoma. Zarodniki usuni¢to z ptytek hodowlanych
za pomocy jatowej petli przez dodanie sterylnej wody destylowanej modyfikowanej za pomocg Tween
20. Zawiesine kilkakrotnie przesaczono przez kilka sterylnych siatek w celu usunigcia resztek
strzepkoéw lub konidioforow 1 5 ml (zawierajacych 5,5 * 108 zarodnikow/mL) koncowej zawiesiny
sporoéw zaszczepiono w 75 ml pozywki Czapek-Dox (sacharoza 30 g/l; NaNOs 3 g/l; KH2PO4 1 g/l;
MgSO04 7H20 0,5 g/1; KC1 0,5 g/1; FeSO4 H20 0,01 g/l, woda destylowana 1 L) i doprowadzono do pH
5,6 za pomoca 1M HCI, przed sterylizacja w autoklawie. Grzybni¢ zebrano po 24 godzinach przez
odwirowanie i ponownie zawieszono ja w §wiezej pozywce Czapek-Dox z dodatkiem lub bez dodatku
czynnika stresu oksydacyjnego (izomeryczna mieszanina DDT o koncowym stezeniu 1 mg/l).
Grzybnig zebrano przez odsaczenie, przemyto sterylng, destylowang H»>O, a nast¢pnie zimnym 50 mM
buforem potasowym (pH 7,8) 1 ponownie zawieszono w tym samym buforze. Zawiesing komoérek
rozbito stosujgc Tissue Lyser LT (Qiagen) 1 po odwirowaniu (12 000 g przez 20 min w 4°C) zebrano
supernatant, aby okresli¢ wytwarzanie ROS 1 aktywno$¢ enzymow.
Wytwarzanie ROS okreslono stosujac barwnik diacetanu 2', 7'-dichlorodihydrofluoresceiny,
permeantu z napre¢zeniami oksydacyjnymi (H2DCFDA, Sigma Aldrich), ktoéry utleniano do 2,7-
dichlorofluoresceiny (DCF) w barwniku fluorescencyjnym z dtugo$ciami fal wzbudzenia / emisji 350
nm / 600 nm (Galdiero i wsp., 2016, Russo i wsp., 2017).



Aktywno$¢ enzyméw CAT, SOD, GST 1 POX okreslono przy uzyciu dostepnych w handlu zestawow
do oznaczen (Sigma-Aldrich) zgodnie z protokotami producenta. Aktywnos¢ CAT okreslono przez
pomiar spadku H>O; przy 240 nm (Aebi, 1984) za pomocg spektrofotometru (Hach lange DR5000) w
réznych czasach (30, 60, 90, 120 s). Jedna jednostka CAT zostata zdefiniowana jako ilo§¢ enzymu,
ktoéra spowodowata zmniejszenie absorbancji przy 240 nm 0,01 na minutg.

Aktywnos$¢ enzymow SOD, GST i POX mierzono czytnikiem mikroptytek (BioTek ™ Synergy ™ H4
Hybrid). SOD wyrazono przez okreslenie absorbancji przy 440 nm i jedng jednostke aktywnosci
enzymu wyrazono, jako ilo$¢ enzymé6w wymaganych do 50% hamowania redukcji blekitem
nitrotetrazoliowym. Aktywno$¢ GST obliczono przez pomiar zmian absorbancji zarejestrowanych
przy 340 nm odpowiadajacych koniugacji kwasu 1-chloro-2,4-dinitrobenzen / etakryn przez GST.
Aktywno$¢ POX zmierzono rejestrujac absorbancje przy 570 nm i jedng jednostke POX zdefiniowano
jako ilo$¢ enzymu, ktéra zmniejsza 1,0 mmol H>O> na minute.

Zawarto$¢ biatka zmierzono stosujac protokédt zgloszony przez Bradford (1976) z albuming surowicy
bydlecej jako standardem, w celu znormalizowania wynikéw aktywnosci enzymatycznych.

Charakterstyka bakterii

Cztery szczepy bakterii (R2-C3, SKA-B, R2-B2, SKA-A3) zostalty wybranych do badan i
charakterystyki.

Przygotowanie probek do badan

Z uwagi na to, ze szalki oznaczone jako SKA-B, R2-B2 1 SKA-A3 zawieraty wigcej niz jeden
morfotyp kolonii bakteryjnych, pobrano z nich biomase, ktora zawieszono w jalowym roztworze
zbuforowanej soli fizjologicznej. Z tak przygotowanych zawiesin, przygotowano serie kolejnych
dziesigciokrotnych rozciefczen, ktdre wysiano na szalki z pozywka R2A. Zainokulowane szalki
inkubowano przez 72-168 godzin w temperaturze 30°C. Nastgpnie kolonie wyroste na pozywkach
agarowych podzielono na morfotypy 1 przeszczepiono na pozywki Biolog Universal Growth Agar oraz
R2A 1 inkubowano w 33°C przez 24-48 godzin. Szczep pochodzacy z szalki oznaczonej, jako R2-C3
przeszczepiono na pozywke Biolog Universal Growth Agar i inkubowano przez 24 godziny w
temperaturze 33°C.

Identyfikacja bakterii na podstawie profilu biochemicznego

Do identyfikacji wybrano najcze¢sciej wystepujace morfotypy. Bakterie poddano wstgpnemu
réznicowaniu na podstawie budowy $ciany komodrkowej przy pomocy 3% wodorotlenku potasu.
Kolonie bakteryjne wyroste po 24-48 godzinach na pozywkach agarowych Biolog Universal Growth
Agar oraz R2A zawieszono w plynie inokulacyjnym ID-B tak, aby przezierno§¢ mierzona w
metnosciomierzu zawierala si¢ w przedziale 90-98%. Nastepnie tak przygotowang zawiesing
zainokulowano plytki typu GENIII (Biolog Inc) 1 inkubowano przez 48 godzin w temperaturze 33°C.
Wyniki odczytywano codziennie przy uzyciu czytnika ptytek tritacyjnych ELx 808 (Biotek). Uzyskane
profile fenotypowe zostaly zinterpretowane przez oprogramowanie Microlog3 (wersja 5.2.01),
wyposazonego w baz¢ danych dla ptytek GENIII (wersja 2.7.1).



Opracowanie inokulum mikroorganizmow

Z 24 gatunkow grzybow wyizolowanych z prébek zanieczyszczonej DDT gleby wybrano 3
szczepy (Trichoderma harzianum, Mortierella humulis 1 Rhizopus stolonifer), ktore wykazywaty
najwyzszg tolerancje na obecno$¢ izomeréw DDT (o, p'-DDT: p, p'-DDT 1:4) oraz 4 szczepy bakterii
(R2-C3, SKA-B, R2-B2, SKA-A3) rowniez wyizolowane z tych samych probek zanieczyszczonej
gleby w celu zbadania ich wptywu na redukcji¢ DDT w glebie. Wybrane mikroorganizmy zostaly
namnozone i przygotowano z nich formulacje ptynne gotowe do stosowania. Zawarto$¢ grzybow i
bakterii w poszczegolnych inokulach przedstawia Tabela 1.

Tabela 1. Zawarto$¢ grzybow 1 bakterii w przygotowanych preparatach

Bakterie jtk/ml Grzyby jtk/ml
R2-C3 4,1x10’ Trichoderma harzianum 4.0x 10*
R2-B2 3,5x10° Mortierella humulis 1,0 x 10°
SKA-B 2,6x10° Rhizopus stolonifer 1.2x 106
SKA-A3 1,8x10’

Analiza pozostatosci DDT w materiale roslinnym i glebowym

Przygotowanie probek do analizy pozostalosci

Po dostarczeniu probek do laboratorium zarejestrowano je, nadano im numer kodowy oraz
wydzielono probke analityczng. Probki, ktore nie wymagaty wstepnej obrobki tj. gleba oraz czgscei
zielone ro$lin, po nadaniu numeru zostaty zamrozone. Korzenie roslin, ktére byty zabrudzone ziemia,
przed zamrozeniem zostaly umyte, osuszone i rozdrobnione. Wszystkie probki, z wyjatkiem probek
gleby, po zamrozeniu zostaly zmielone w suchym lodzie.

Oznaczenie powietrznie suchej masy w glebie

Do oznaczenia suchej masy w glebie uzyto naczynek wagowych z pokrywa, ktore uprzednio
suszono przez 2h w temp. 105°C w suszarce z wymuszonym obiegiem powietrza, po czym trzymano
w eksykatorze przez minimum 30 min. Wystudzone naczynko z pokrywa wazono na wadze
analitycznej. Do tak przygotowanych naczynek odwazono po 10 g gleby. Wykonano 3 powtdrzenia
dla kazdej probki. Glebe suszono w temperaturze 80°C przez ok 24 h. Po wyjeciu z suszarki proby
trzymano w temperaturze pokojowej przez ok. 2 h dla wyréwnania wilgotnos$ci probki z wilgotno$cia
powietrza 1 wazono.

Tabela 2. Wyniki obliczano i zapisywano w zeszycie prowadzonym wg wzoru:

Nr 1 2 3 4 5
probki | Masa Masa probki | Masa naczynka z | Masa probki po | Sucha masa [%]
naczynka | przed probka po wysuszeniu SM=4/2*100
wysuszeniem | wysuszeniu 4=3-1

Suchg mase uzyskang z trzech powtorzen usredniano 1 uwzgledniano w wyniku koncowym analizy.



Opis sposobu przygotowania probek do analiz
Do analizy pozostatosci DDT zastosowano metod¢ QuEChERS, ktora zostala opisana w
normie PN-EN 15662:2008. Metoda badawcza polega na ekstrakcji substancji czynnej z analizowane;j
probki poprzez homogenizacj¢ z acetonitrylem, a nastepnie oczyszczeniu ekstraktu z wykorzystaniem
dyspersyjnej ekstrakcji do fazy statej (dASPE). W celu przygotowania prébek odwazano 10 lub 5 g
porcji analitycznej, w zalezno$ci od rodzaju matrycy, do teflonowej probowki wirowkowej. Probki do
badania odzysku traktowano roztworem o odpowiednim st¢zeniu standardu analitycznego DDT. Do
probek o mniejszej zawarto$ci wody dodawano 10 g wody. Za pomocg pipety miarowej dodano 10 ml
acetonitrylu 1 wytrzasano przez 1 min przy uzyciu wytrzasarki typu Vortex. Nastepnie dodano
czterosktadnikowg nawazke, zawierajaca 4 g bezwodnego siarczanu magnezu, 1 g chlorku sodu, 1 g
cytrynianu tréjsodowego dwuwodnego i 0,5 g wodorocytrynianu dwusodowego seskwiwodnego i
wytrzasano przez ok. 1 minute przy uzyciu wytrzasarki typu Vortex. Probéwke wirowkowa wraz z
zawarto$cig wirowano przez ok. 5 minut z przys$pieszeniem ok. 5000 g. Po odwirowaniu przeniesiono
pipeta Pasteura ok.1,5 ml supernatantu (goérna warstwa acetonitrylowa) do probowki wirdwkowej
Eppendorfa zawierajacej dwusktadnikowg nawazke (25 mg PSA i 150 mg siarczanu magnezu).
Probowke wraz zawarto$cig wytrzasano przez ok. 1 minute przy uzyciu wytrzasarki typu Vortex, a
nastgpnie wirowano przy uzyciu wirowki do probowek Eppendorfa przez co najmniej 1 minute.
Pobrano pipeta automatyczng 1ml roztworu znad osadu i przeniesiono do naczynka autosamplera.
Dodano 100 pl acetonitrylu 1 50 pl roztworu standardu wewngtrznego trifenylofosforanu (TPP) o
stezeniu20 pg/mL. Do probek kalibracyjnych dodano 100 pl roztworu standardu analitycznego o
odpowiednim st¢zeniu. Zawartos$¢ DDT w probkach analizowano przy uzyciu chromatografu
gazowego Agilent Technologies 6890N wyposazonego w detektor masowy 5975B Inert XL MSD.
Parametry pracy chromatografu gazowego przedstawiono ponize;j:
Column:
Zebron™ ZB-MultiResidue™-1, GC Cap. Column 30 m x 0.25 mm x 0.25 pm, Ea
Dimnension: 30 meters x 0.25 mm x 0.25 pm
Oven:
Initial temp: 40°C
Initial time: 2 min
Ramps:
1 30°C/min to 150 C for 0 min.
2 20C/min to 220°C for 0 min.
3 3C/min to 250 C for 2 min.
Carrier Gas:
Constant Flow Helium 1 ml/min
Injection: PTV, Injection volume 8 pl
Initial temp 50 C
Initial time 0,8 min
Ramp: 12C/s to 300°C

Obliczenia
Zgodnie z definicja pozostatosci podang w rozporzadzeniu (WE) nr 396/2005 pozostatosci
DDT nalezy mierzy¢, jako sumg¢ izomeréw DDT i jego metabolitow (DDE i DDD). DDT (sum of p,p’-



DDT, o,p’-DDT, p-p’-DDE and p,p’-TDE (DDD) expressed as DDT). Na tej podstawie oznaczanie
pozostatosci DDT 1 jego pochodnych przeprowadzono metoda chromatografii gazowej z detektorem
masowym przy uzyciu kolumny ZB-MRI1. Pozostatosci DDT w probkach wyrazono w mg/kg,
dokonujac obliczen zgodnie z ponizszym réwnaniem matematycznym.

C, ol eVeA

P =
[,om oA )

gdzie:

P - ilo$¢ pozostatosci DDT [mg/kg];

Cwz- Stezenie roztworu roboczego (kalibracyjnego) DDT wyrazone w [pug/ml];

Ipr- pole powierzchni piku chromatograficznego analitu w jego roztworze badanym;

V - objetos¢ probki (ekstraktu) [ml];

Aw; - pole powierzchni piku chromatograficznego standardu wewngtrznego w roztworze roboczym
analitu (kalibracyjnym);

Iwz- pole powierzchni piku chromatograficznego analitu w jego roztworze roboczym;

m - masa probki [g];

Apr- pole powierzchni piku chromatograficznego standardu wewngtrznego (ISTD) w roztworze
badanym.

rzyktadowe chromatogramy przedstawiono na rysunkach ponizej:
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TIC: 1_MDDOT_C 1 Dkl Abundance TG MIXDDT_C_0_1.Ddsissimms
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- e 10000 Lﬁ\___
oo L4 wm - mal L4 e o
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Rys.1. Chromatogram przedstawiajacy Rys.2. Chromatogram przedstawiajacy

izomery DDT na poziomie 0,1mg/kg izomery DDT na poziomie 1mg/kg



PODZADANIE 1

Ocena podatnos$ci odmian dyniowatych (C. pepo), mikroorganizmow stosowanych w uprawach
ekologicznych oraz mikroorganizmow, ktore wykazuja wlasciwosci metabolizujace zwigzki
DDT na akumulacje¢e DDT i jego metabolitow pobranych z gleby.

Celem badan w tym podzadaniu byta ocena zdolnos$ci akumulacji pozostatosci DDT réznych
odmian dyniowatych (C. pepo) w réznych warunkach glebowych, samodzielnie lub w polaczeniu z
dwoma rodzajami mikroorganizmow, ktore wspomagajg wzrost rosliny lub wykazujg wtasciwosci do
degradacji DDT. Byly one testowane osobno lub w konsorcjum, a stosowane do gleby
zanieczyszczonej DDT.

Kolejnym celem bylo okreslenia zdolno$ci mikroorganizméw do ekspresji genow zwigzanych z
metabolizmem DDT, w celu polepszenia mozliwosci ich zastosowania w terenie.

Zakres badan i wykonanie

Zadanie realizowano w warunkach szklarniowo-wazonowych 1 laboratoryjnych z
zastosowaniem gleby z pdl 1 plantacji, na ktorych w roku poprzednim lub biezacym stwierdzono
analitycznie obecnos¢ DDT oraz gleby wolnej od tego zwiagzku. Dla poszczegolnych doswiadczen
gleba zostata odpowiednio przygotowana wedtug procedury opisanej w ,,Ogo6lnej metodyce badan i
przeprowadzania analiz”. Doswiadczenie wazonowe wykonano w Zaktadzie Ochrony Roslin przed
Szkodnikami w warunkach zblizonych do naturalnych, wysiewajac nasiona rosliny dyniowatych
pozyskanych z USDA Germplasm Repository.

Dzialanie 1. Ocena priydatnosci kilku odmian dyniowatych (C. pepo) do akumulowania
pozostatosci DDT i jego metabolitow

Potwierdzenie przydatnos$ci odmiany C. pepo

Celem doswiadczenia bylo potwierdzenie przydatnosci odmiany dyniowatych C. pepo, ktore
wykazaty wysoki poziom akumulowania pozostatosci DDT w doswiadczeniach przeprowadzonych w
ubieglym roku.

Metodyka do$wiadczenia

W doswiadczeniu uzyto 17 odmian roslin dyniowatych z materialu pozyskanego z USDA
Germplasm Repository w 2017 roku. Rosliny wysiano 29.05.18r. w doniczki o pojemnosci 20 1 (po 2
rosliny/doniczke) w specjalnie przygotowang glebe: glebe z pdl (z pozostatosciami ,,starego” DDT)
oraz dodatkowo zastosowano analityczne DDT-p,p w dawce 2.5 mg na kazde 20 1 gleby. Przed
zatlozeniem doswiadczenia, gleba zostata analitycznie zbadana na zawarto$s¢ DDT 1 jego metabolitow.
Dos$wiadczenie wykonano w 2 powtorzeniach (1 doniczka stanowita 1 powtdrzenie. Proby do analiz
pobrano 11.09.2018 roku po okoto 13 tygodniach od wysiania ro$lin.
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Fot. 3: Do$wiadczenie z odmianami dyniowatych: po wysianiu nasion i ro$liny w koncowej fazie
doswiadczenia

Wyniki
Zawarto$s¢ DDT 1 jego metabolitow w glebie przed i po uprawie oraz w réznych czesciach
ro$lin dyni zestawiono w Tabeli 3.

Analiza poziomu DDT w glebie przed uprawa wykazata zréznicowanie poziomu DDT w glebie juz po
aplikacji ,,nowego” DDT (analitycznego). Wynik podkres$la znaczenie pobierania probek, ale takze
charakter zanieczyszczenia gleby przez DDT. W duzej mierze jest on zalezy od zawartosci gliny i
materii organicznej w glebie, co powoduje niejednorodne jego wystepowanie. Na taki wynik miato
rowniez wplyw zastosowanie zanieczyszczonej "starym" DDT gleby (gleba pobrana z pdl, gdzie
wezesniej analitycznie stwierdzono obecnos¢ DDT i jego metabolitow), dlatego tez mimo, ze metoda
pobierania probek byta poprawna stala si¢ czynnikiem zmiennosci.

Zawarto$¢ DDT w glebie po uprawie dyni wynosita od 0,098 mg/kg do 0,355 mg/kg, $rednia 0,205
mg/kg, a mediana 0,169 mg/kg (Tabela 3). Sredni poziom wykrywanego DDT byl nizszy po uprawie
dyni (0,174 mg/kg - mediana 0,177 mg/kg). Nawet jesli w niektérych przypadkach pobrana gleba
wykazata wyzszg zawarto§¢ DDT po uprawie roslin, biorgc pod uwage odsetek niepewnosci (50%)
ustalony dla tych wartosci - wcigz wartosci te znajdowaty si¢ w dozwolonym zakresie. W korzeniach
wszystkich odmian stwierdzono obecno$¢ DDT ($rednio 0,110 mg/kg, mediana 0,117 mg/kg), ale w
czg$ciach nadziemnych wykryto tylko w przypadku dwoch odmian 1 to §ladowe ilosci, w zasadzie
ponizej najwyzszych dopuszczalnych pozioméw pozostatosci (NDP).

11



Tabela 3: Zawartos¢ DDT i jego metabolitow w glebie przed i po uprawie oraz w réznych czg¢sciach roslin dyniowatych.

Doswiadczenie wazonowe, Skierniewice 2018.

DDT suma DDT suma DDT suma DDT suma
izomerow izomerow izomerow izomerow
ODMIANA DDEpp | DDDpp | DDTpp Yvyraiona DDEpp | DDDpp | DDTpp .Wyraiona DDEpp | DDDpp | DDTpp Yvyraiona wyrazona jako
14.151 15.389 | 16.598 | jako DDT 14.151 15.389 | 16.598 | jako DDT 14.151 15.389 | 16.598 | jako DDT DD:[
CZESCI
GLEBA PRZED UPRAWA GLEBA PO UPRAWIE KORZENIE NADZIEMNE
Olivia 0.011 0.020 0.066 0.100 0.009 0.030 0.061 0.104 0.031 0.020 0.056
P1267 756 0.012 0.031 0.165 0.213 0.011 0.041 0.021 0.079 0.039 0.033 0.055 0.135 0.006
PI 451 849 0.014 0.035 0.110 0.164 0.012 0.039 0.088 0.144 0.030 0.044 0.033 0.116
PI 451 851 0.010 0.027 0.121 0.162 0.011 0.036 0.151 0.203 0.025 0.035 0.027 0.094
P1451 852 0.011 0.034 0.104 0.155 0.023 0.053 0.122 0.207
PI451 853 0.008 0.042 0.123 0.179 0.011 0.038 0.137 0.191 0.027 0.039 0.027 0.101
PI 458 750 0.010 0.032 0.136 0.182 0.012 0.041 0.081 0.140 0.037 0.051 0.036 0.133
PI 508 465 0.008 0.032 0.140 0.184 0.014 0.041 0.101 0.162 0.036 0.068 0.045 0.160
PI615 155 0.008 0.042 0.123 0.178 0.013 0.041 0.138 0.198 0.030 0.021 0.028 0.084
AMES26 607 0.018 0.077 0.201 0.306 0.019 0.028 0.216 0.268 0.009 0.028 0.041
AMES21 653 0.016 0.067 0.262 0.355 0.021 0.044 0.230 0.303 0.031 0.037 0.048 0.124 0.004
AMES25 700 0.016 0.054 0.184 0.262 0.012 0.030 0.118 0.165 0.025 0.019 0.079 0.127 0.004
AMES26 951 0.015 0.057 0.186 0.266 0.013 0.037 0.121 0.177 0.032 0.078 0.065 0.186
AMES28 296 0.012 0.051 0.222 0.293 0.012 0.030 0.088 0.133 0.038 0.017 0.056 0.117
AMES29 181 0.013 0.044 0.091 0.155 0.015 0.024 0.152 0.196 0.032 0.022 0.070 0.130 0.009
NSL 180 768 0.014 0.042 0.035 0.098 0.011 0.040 0.058 0.114 0.022 0.021 0.047




Ocena przydatnos$ci odmian C. pepo do akumulacji DDT w zaleznosci od jego poziomu w glebie

Celem doswiadczenia byla ocena przydatnosci wybranych odmian dyniowatych C. pepo w
akumulacji DDT 1 jego metabolitow przy dwoch poziomach jego obecnosci w glebie.

Metodyka doswiadczenia

Rosliny w tym do$wiadczeniu posadzono 29.05.18r. w doniczki o pojemnosci 20 1 (po 2
ro$liny/doniczke¢) w specjalnie przygotowang glebe: glebe z pdl + analityczne DDT-p,p w dawce 2.5
mg (niski poziom) lub 5 mg (wysoki poziom) na kazde 20 I gleby (Analityczne DDT stosowane wg
procedury opisanej w Metodyce przygotowania gleby). Przed zatozeniem doswiadczenia, gleba
zostala zbadana na zawarto$¢ DDT i jego metabolitoéw. Doswiadczenie wykonano w 2 powtorzeniach
(1 doniczka stanowita 1 powtdrzenie). Do doswiadczenia testowano 5 odmian dyniowatych z réznych
rejonéw $wiata. Proby do analiz pobrano 11.09.2018 roku po okoto 13 tygodniach od wysiania roslin.

Wyniki

Analiza poziomu DDT w glebie przed uprawa wykazata zroznicowanie poziomu DDT w glebie
juz po aplikacji ,,nowego” DDT. Jednak zakres warto$ci zawsze miescit si¢ w przedziale niepewnosci
(50%), zaréwno dla niskiego jak i wysokiego poziomu DDT. Niemniej jednak, warto zauwazy¢, ze
chociaz wysoka dawka (5 mg) analitycznego DDT wprowadzonego do gleby byta dwukrotnie wyzsza
niz niska dawka (2.5 mg), to $redni poziom DDT w glebie uzyskany po dodaniu wysokiej dawki byt
tylko o okoto 50% wyzszy niz w przypadku poziomu uzyskanego po dodaniu niskiej dawki (2.5 mg),
a nie jak moza by si¢ spodziewa¢ 100%. Potwierdza to wigzanie si¢ czasteczek DDT z czasteczkami
gleby (zar6wno materig organiczng, jak 1 gling). Gleba nie jest materialem obojetnym i1 mozna
oczekiwaé, ze interakcje z pozostatoSciami pestycydéw beda réznorodne i1 ztozone. W glebie,
hydrofobowe czasteczki, takie jak DDT, prawdopodobnie w wodnym roztworze i nie mogg
wystepowac, jako samodzielne, ale jako silnie zwigzane czasteczki.

W przypadku wyzszego poziomu zawartos¢ DDT w glebie po uprawie dyni wynosita od 0,087 mg/kg
do 0,366 mg/kg, srednia 0,206 mg/kg 1 mediana 0,210 mg/kg, co wskazuje na zmniejszenie $redniej
zawarto$¢ DDT w glebie o okoto 40% (Tabela 4). Najnizsza wartos¢ redukcji (75%) stwierdzono przy
uprawie odmiany PI 614 700, ale w tym traktowaniu niestety rosliny nie wzeszly, a zatem brak jest
danych dotyczacych poziomu DDT w korzeniach i czg$ciach nadziemnych. Sredni poziom DDT
okreslony w czesciach nadziemnych byl do$¢ wysoki (0,366 mg/kg, mediana 0,354 mg/kg) we
wszystkich trzech odmianach, ktére byly w stanie zakonczy¢ cykl wzrostu. W jednym przypadku
(AMES 26 607) poziom pozostato$ci okreslony w korzeniach byl jeszcze wyzszy niz poczatkowy
poziom ustalony w glebie przed zasianiem ro$lin.

Rozwazajac wyniki z zastosowaniem nizszego poziomu DDT, widoczna byta réwniez redukcja w
glebie, ale ograniczona do okoto 25%. Przy niskim poziomie tylko jedna odmiana byla w stanie
ukonczy¢ cykl wzrostu iw tym przypadku poziom pozostatosci DDT korzeniach wynosit 0,041 mg/kg,
co stanowito okoto 15% poczatkowego poziomu DDT w glebie. Warto zauwazy¢, Ze byla to ta sama
odmiana, w ktérej wykryto najwyzszy poziom DDT w korzeniach po uprawie z wysokim jego
poziomem w glebie.



DDT nie wykryto w czeSciach nadziemnych roslin u zadnej z odmian przy niskim poziomie DDT, a
w przypadku wysokiego poziomu w jednej odmianie - PI 532 355. Ta odmiana wykazata do$¢
interesujaca zaleznos$¢, a mianowicie poziom DDT w czgsciach nadziemnych stanowit 17%, 37% 1
22% poziomu DDT okre§lonego w glebie przed, po uprawie roslin oraz w korzeniach odpowiednio.
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Tabela 4: Poziom pozostatosci DDT i jego metabolitow w glebie oraz w réznych czesciach roslin dyniowatych w zaleznos$ci o poziomu jego

wystepowania w glebie.
Doswiadczenie wazonowe. Skierniewice 2018.

DDT suma DDT suma DDT suma DDT suma
izomerow izomerow izomerow izomerow
DDEpp | DDDpp | DDTpp | wyrazona | DDEpp | DDDpp | DDTpp | wyrazona | DDEpp | DDDpp | DDTpp | wyrazona wyrazona
ODMIANA 14.151 15.389 | 16.598 | jako DDT 14.151 15.389 | 16.598 | jako DDT 14.151 15.389 | 16.598 | jako DDT jako DDT
CZESCI
GLEBA PRZED UPRAWA GLEBA PO UPRAWIE NADZIEMNE
Niski poziom

PI 532 355 0.012 0.049 0.129 0.196 0.012 0.041 0.081 0.140

PI1614 692 0.013 0.039 0.143 0.200 0.014 0.041 0.101 0.162

PI1614 700 0.011 0.041 0.183 0.241 0.012 0.030 0.118 0.165

PI614 701 0.010 0.063 0.191 0.272 0.013 0.037 0.121 0.177

AMES 26 607 0.018 0.077 0.201 0.306 0.019 0.028 0.216 0.268 0.009 0.028 0.041

Wysoki poziom

PI 532355 0.009 0.071 0.282 0.371 0.014 0.060 0.083 0.165 0.041 0.079 0.158 0.291 0.062

PI1614 692 0.012 0.067 0.269 0.357 0.015 0.046 0.268 0.336

PI1614 700 0.014 0.043 0.301 0.365 0.010 0.038 0.034 0.087

PI614 701 0.014 0.054 0.257 0.332 0.010 0.033 0.162 0.210 0.054 0.180 0.094 0.354

AMES 26 607 0.020 0.119 0.161 0.316 0.015 0.064 0.144 0.231 0.045 0.127 0.232 0.424




Dzialanie 2. Zastosowanie i ocena roslin akumulujgcych zanieczyszczenia powodowane przez DDT
w glebie lgcznie 7 mikroorganizmami.

Wplyw mikroorganizméw (bakterii i grzybow) na akumulacje DDT i jego metabolitow w
roslinach dyniowatych

Celem doswiadczenia byla ocena wplywu mikroorganizméw (bakterii i grzyboéw) na
akumulacje DDT 1 jego metabolitow przez rosliny dyniowate. W doswiadczenie obejmowato 3
odmiany tych roslin.

Metodyka doswiadczenia

Do tego doswiadczenia gleba zostata przygotowana podobie jak w doswiadczeniach
poprzednich. Do gleby pobranej z pdl o stwierdzonej obecnosci DDT dodatno analityczne DDT-p,p
stosujac 2.5 mg na kazde 20 | gleby. W dniu 29.05.18r. wysiano nasiona 3 odmian roslin dyniowatych:
PI 614 699, PI 614 700, PI 614 701. Nastepnie w tym samym dniu zastosowano przewidzane
mikroorganizmy. Dawki i terminy ich stosowania przedstawia Tabela 5. Doswiadczenie zalozono w 3
powtdrzeniach (1 doniczka stanowita 1 powtorzenie).

Tabela 5: Wykaz zastosowanych mikroorganizmoéw, termin stosowania i dawka. Skierniewice 2018

Nr Mikroorganizmy Termin stosowania i dawka w ml/doniczke
kombinacji 29.05.18 1. | 8.08.18 1.
Grzyby
Trichoderma harzianum 150 400
3 Mortierella humulis 150 250
Rhizopus stolonifer 150 250
Bakterie
5 R2-C3 - B. pumilus lub B. safensis 100 125
6 R2-B2 - B. subtilis ss. subtilis 100 125
7 SKA-B2 - Paenibacillus spp. 100 125
8 SKA-A3 - B. subtilis ss. subtilis + B. 100 125
pumilus/safensis
Grzyby i bakterie
9 Mortierella humulis + 4 szczepy bakterii 150 + (4x100) 250 + (4 x 125)
10 Rhizopus stolonifer + 4 szczepy bakterii 150 + (4x100) 250 + (4 x 125)
11 Trichoderma spp + 4 szczepy bakterii 150 + (4x100) 400 + (4 x 125)

Wyniki

Mikroorganizmy zastosowane do gleby wspieraty kietkowanie i wzrost ro§lin. Rzeczywiscie,
rosliny, ktore nie otrzymaty inokulum, mimo zZe doniczki traktowano w ten sam sposob, nie kietkowaty
(Tab. 6). Jednakze odmiana P1 614 699 rosta tylko w obecnosci Rhizopus i Trichoderma (z bakteriami
lub bez), podczas gdy rosliny z gatunku PI 614 701 nie rosty po zastosowaniu do gleby inokulum
grzybow Morteriella 1 Rhizopus oraz konsorcjum samych bakterii. Odmiana PI 614 700 nie rosta po
traktowaniu grzybami z rodzaju Rhizopus 1 mieszaningTrichoderma + bakterie.



Chociaz mozliwe jest, ze brak kietkowania roslin byt spowodowany stabg sita kietkowania nasion,
prawdopodobnie ze wzgledu na ich wiek (otrzymali§my je z repozytorium USDA), ale warto
zauwazy¢ mozliwy pozytywny wpltyw mikroorganizmow polegajacy na prawdopodobnym
wspomaganiu mechanizmdéw wzrostu roslin, ktore jest typowy dla rizosferowych mikroorganizmow.
Wszystkie gatunki bakterii i co najmniej jeden gatunek grzybéw (Trichoderma spp.) Sa ogélnie
uwazane za korzystne dla ro$lin, poniewaz kilka szczepdw wyizolowanych z réznych gleb i r6znych
gatunkow roslin wykazywato pozytywne dziatanie zarowno w odzywianiu, jak i w mechanizmach
ochrony roslin.

Najwazniejszym wynikiem badania jest to, ze wszystkie mikroorganizmy sprzyjaly pobieraniu DDT
przez ro$liny (Tab. 6). W 11 z 13 przypadkow (tj. 85%) wykryto pobieranie i translokacje do do
korzeni, czg$ci nadziemnych, a w 2 przypadkach tylko do korzeni. Morteriella i Trichoderma wydaja
si¢ sprzyja¢ akumulacji wickszej ilosci DDT niz Rhizopus. Ponadto potaczenie Morteriella z
bakteriami spowodowalo najwyzszy poziom DDT w korzeniach, ale bez translokacji do czesci
nadziemnej.

Ogodlnie rzecz biorgc, pobrana ilo$¢ wynosita okoto 50% sumy DDT w glebie i roslinie. W niektorych
przypadkach suma ta byta wyzsza niz ilo§¢ DDT okreslona w glebie przed zasianiem roslin. Jest to
jednak zgodne z procentem niepewnosci (50%), ktory charakteryzuje te okreslone wartosci.
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Tabela 6: Wplyw zastosowanych mikroorganizméw (bakterie i grzyby) na zwartos¢ DDT i jego metabolitéw w glebie i w roslinach dyniowatych
Doswiadczenie wazonowe. Skierniewice 2018.

DDT suma DDT suma DDT suma DDT suma
izomeréw izomerow izomerow izomerow
ODMIANA + DDEpp | DDDpp | DDTpp | wyrazona DDEpp | DDDpp | DDTpp | wyrazona | DDEpp | DDDpp | DDTpp wyrazona | DDDpp wyrazona
MIKROORGANIZM 14.151 15.389 16.598 | jako DDT 14.151 15.389 | 16.598 jako DDT | 14.151 | 15.389 16.598 jako DDT 15.389 j’ako DDT
GLEBA PRZED UPRAWA GLEBA PO UPRAWIE KORZENIE NA?)ZZ];;gIINE
PI614 699 0.010 0.042 0.184 0.242
PI1614 700 0.011 0.041 0.183 0.241
PI1614 701 0.010 0.063 0.191 0.272
PI1 614 699 + Morteriella 0.016 0.055 0.220 0.299
PI1614 700 + Morteriella 0.014 0.051 0.229 0.301 0.014 0.037 0.130 0.186 0.034 0.047 0.116 0.205 0.008 0.009
PI1614 701 + Morteriella 0.020 0.059 0.178 0.266 0.014 0.032 0.099 0.150 0.028 0.095 0.026 0.163 0.011 0.013
PI 614 699 + Mort.+bakt. 0.015 0.055 0.111 0.189 0.015 0.032 0.077 0.129
PI1 614 700 + Mort.+bakt. 0.014 0.047 0.088 0.156 0.015 0.029 0.076 0.125 0.032 0.116 0.208 0.373 ND
PI1614 701 + Mort.+bakt. 0.015 0.046 0.061 0.129
PI1614 699 + Rhizopus 0.015 0.043 0.061 0.126 0.018 0.033 0.067 0.124 0.018 0.024 0.144 0.191 ND
PI1614 700 + Rhizopus 0.014 0.044 0.043 0.107 0.013 0.035 0.088 0.141 0.023 0.051 0.031 0.114 0.007 0.008
PI1614 701 + Rhizopus 0.018 0.061 0.062 0.150 0.020 0.042 0.155 0.224 0.041 0.046 0.009 0.010
PI 614 699 + Rhiz+bakt. 0.013 0.050 0.042 0.113 0.015 0.029 0.105 0.154
PI 614 700 + Rhiz+bakt. 0.010 0.040 0.034 0.090
PI1614 701 + Rhiz+bakt. 0.017 0.051 0.055 0.130
P1614 699 + Trichoderma 0.024 0.036 0.094 0.160 0.014 0.036 0.069 0.125 0.017 0.035 0.058 0.007 0.008
P1614 700 + Trichoderma 0.029 0.035 0.100 0.171 0.018 0.060 0.138 0.225 0.037 0.078 0.084 0.212 0.013 0.015
P1614 701 + Trichoderma 0.030 0.033 0.088 0.158 0.015 0.033 0.111 0.164 0.040 0.094 0.068 0.217 0.007 0.007
PI1614 699 + Trich..+bakt. 0.036 0.038 0.074 0.156 0.013 0.037 0.077 0.133 0.028 0.061 0.026 0.125 0.009 0.010
PI 614 700 + Trich..+bakt. 0.039 0.039 0.074 0.161 0.020 0.042 0.050 0.119
PI1614 701 + Trich..+bakt. 0.061 0.049 0.086 0.207 0.015 0.041 0.067 0.129 0.028 0.064 0.029 0.131 0.009 0.010
PI1 614 699 + bakterie 0.053 0.043 0.059 0.165 0.020 0.024 0.131 0.179
PI 614 700 + bakterie 0.016 0.046 0.060 0.129 0.009 0.020 0.180 0.212 0.027 0.076 0.100 0.215 0.003 0.004
P1614 701 + bakterie 0.013 0.040 0.053 0.112 0.015 0.037 0.076 0.134 0.027 0.078 0.089 0.206 0.005 0.005




Wplyw pozytecznych mikroorganizméw (grzyby mikoryzowe i bakterie rizosferowe) na
akumulacje¢e DDT i jego metabolitow przez rosliny dyniowate

Celem doswiadczenia byta ocena wplywu pozytecznych mikroorganizméw (grzybow
mikoryzowych 1 bakterii rizosferowych) na akumulacj¢ DDT 1 jego metabolitow przez ro$iny
dyniowate. Dos§wiadczenie przeprowadzono na 6 odmianach.

Metodyka doswiadczenia

Do tego doswiadczenia glebe pobrang z p6l wzbogacono analitycznym DDT-p,p stosujac 2.5
mg na kazde 20 I gleby. W dniu 29.05.18r. wysiano nasiona 6 odmian ro$lin dyniowatych: P1 531 323,
PI 532 355, PI 614 692, PI1 614 699, PI 614 701 1 AMES 26 607, po 2 do jednej doniczki. Produkt
Micosat stosowano w 01.06.2018 w dawce lg/doniczke. Produkt zawiera 10° jfk grzybow
mikoryzowych i 107 jfk réznych bakterie pozytecznych w 1 g érodka. Doswiadczenie zatozono w 3
powtdrzeniach (1 doniczka stanowita 1 powtorzenie).

Wyniki

Podobnie jak w poprzednim badaniu, takze w tej probie dodanie inokulum korzystnych
mikroorganizméw wspomagato kietkowanie, wzrost i lepszag kondycje roslin w poréwnaniu z
ro§linami kontrolnymi (Tab. 7). Z roslin, ktére zostaly wysiane i nie zastosowano inokulum
wykietkowala i rosta tylko jedna odmiana - AMES 26 607. Inokulum sprzyjato pobieraniu DDT przez
system korzeniowy ros§lin w 4 z 6 odmian, ale w Zadnej nie stwierdzono translokacji do czg$ci
nadziemnych.

[lo$¢ DDT pobranego przez odmiang AMES 26 607 byta znacznie wyzsza (okoto 4 razy) w obecnos$ci
inokulum, niz gdy rosta bez niego. Jest to dos¢ istotne, gdy rozwaza si¢ rdwniez poréwnanie zawartosci
w glebie przed i po uprawie roslin. Z danych wydaje si¢, ze odmiana ta jest w stanie zmobilizowac¢ (to
znaczy zmniejszy¢ wchtanianie przez materi¢ organiczng lub czastki gleby) DDT obecnego w glebie.
Analiza wykazata, ze po uprawie okoto dwukrotnie wyzszy poziom DDT stwierdzono w glebie w
poréwnaniu do gleby analizowanej tuz po zastosowaniu DDT. Obecno$¢ inokulum przyczynita si¢ do
zwigkszenia pobierania przez korzenie i zmniejszenia okre$lonej ilosci zwiazku w glebie.



Tabela 7: Wplyw zastosowanych mikroorganizmoéw rhizosferowych (mykoryza i bakterie PGPR) na zwartos¢ DDT i jego metabolitow w glebie
1 w roslinach dyniowatych. Do$wiadczenie wazonowe. Skierniewice 2018.

DDT suma DDT suma DDT suma
izomerow izomerow izomerow
DDEpp | DDDpp | DDTpp | wyrazona | DDEpp | DDDpp | DDTpp wyrazona | DDEpp | DDDpp | DDTpp wyrazona
ODMIANA 14.151 15.389 | 16.598 | jako DDT 14.151 15.389 | 16.598 jako DDT 14.151 15.389 | 16.598 jako DDT
GLEBA PRZED UPRAWA GLEBA PO UPRAWIE KORZENIE
Rosliny kontrolne
PI531323 0.012 0.034 0.101 0.152 0.012 0.034 0.101 0.152
PI532 355 0.017 0.041 0.132 0.197 0.017 0.041 0.132 0.197
PI1614 692 0.016 0.033 0.085 0.140 0.016 0.033 0.085 0.140
PI 614 699 0.015 0.033 0.055 0.108 0.015 0.033 0.055 0.108
P1614 701 0.032 0.060 0.166 0.268 0.032 0.060 0.166 0.268
AMES 26 607 0.014 0.041 0.073 0.135 0.019 0.028 0.216 0.268 0.009 0.028 0.041
Roslina + Micosat
PI 531323 0.012 0.034 0.101 0.152
PI 532 355 0.017 0.041 0.132 0.197 0.022 0.011 0.083 0.120 0.023 0.038  0.032 0.100
PI 614 692 0.016 0.033 0.085 0.140 0.013 0.060 0.059 0.141
PI614 699 0.015 0.033 0.055 0.108 0.009 0.036 0.038 0.088 0.035 0.059  0.023 0.128
P1614 701 0.032 0.060 0.166 0.268 0.012 0.057 0.062 0.138 0.036 0.072 0.120
AMES 26607 0.014 0.041 0.073 0.135 0.017 0.030 0.106 0.158 0.023 0.065  0.100 0.198




Zdolnos¢ rizoremediacji roslin dyniowatych

Celem doswiadczenia byla ocena akumulacji DDT 1 jego metabolitow pochadzacych ze
,starego” (gleba pobrana z pot o stwierdzonym statusie obecnosci w niej DDT) lub ,,nowego”
(stosowanie analitycznego DDT) przez wytypowang odmiang roslin dyniowatych.

Metodyka doswiadczenia

Gleba uzyta w tym do$§wiadczeniu to gleba pobrana z pdl o okre§lonym statusie zawarto$ci
DDT 1 jego metabolitow oraz gleba uznana za wola od pozostalosci DDT, ktérag wzbogacono
analitycznym DDT-p,p stosujac 2.5 mg na kazde 20 1 gleby. Gleb¢ z zanieczyszczonych pol
analizowano oddzielnie i po potaczeniu probek. W dniu 29.05.18r. wysiano nasiona roslin
dyniowatych odmiany AMES 26 607, po 2 do jednej doniczki. Doswiadczenie zalozono w 3
powtdrzeniach (1 doniczka stanowita 1 powtorzenie).

Wyniki

Wyniki analiz poszczeg6lnych gleb przedstawiono w Tabeli 8. Mozna zauwazy¢, ze trzy gleby,
ktore maja podobne wlasciwosci fizykochemiczne, wykazaly zupelnie inng zawarto§¢ DDT. Po
zmieszaniu zawartos¢ DDT w otrzymanym podiozu glebowym byta prawie usredniona dla tych trzech
lokalizacji (0,030 mg/kg) (Tab. 9). Uprawa roslin tej odmiany spowodowata zmniejszenie zawartosci
DDT zaré6wno w glebie 1 absorpcje¢ tego zwigzku przez system korzeniowy. Jednak tylko rosliny
rosnace na glebie zawierajacej "stare" DDT spowodowaty przeniesienie pewnej jej ilosci do gornej
czegsci rosliny (nadziemnej).

Tabela 8: Poziom pozostatosci DDT i jego metabolitow w glebie pochodzacej z pol
zanieczyszczonych (,,stare” DDT).

Lokalizacja DDEpp DDTop DDDpp DDT suma izomerow
14.151 15.389 15.389 wyrazona jako DDT
De¢bowa Goéra 0.005 0.005
Graniczna 0.044 0.037 0.021 0.109
Mysliwska 0.020 0.016 0.007 0.046

Tabela 9: Poziom pozostatosci DDT i jego metabolitow w glebie oraz w réznych czesciach roslin
roslin odmiany AMES 26 607 po uprawie w glebie ze ,,starym” (gleba z p6l) lub ,,nowym” (gleba z

dodatkiem analitycznego DDT). Doswiadczenie wazonowe. Skierniewice 2018.

DDEpp | DDDpp | DDT suma izomeréw | DDEpp | DDT suma izomerow
14.151 15.389 | wyrazona jako DDT | 14.151 | wyrazona jako DDT
Gleba z zanieczyszczony polach Gleba czysta + DDT
Gleba przed uprawa 0.020 0.007 0.030 0.009 0.010
Gleba po uprawa 0.016 0.006 0.025 0.005 0.005
Korzenie 0.018 0.010 0.032 0.012 0.012
Cze$ci nadziemne 0.011 0.012 ND




Wplyw zawartosci DDT w glebie i zabiegéw remediacji z uzyciem ré6znych odmian roslin
dyniowatych na pobieranie skladnikow odzywczych przez te rosliny

Celem doswiadczenia byla ocena wptywu roznych zabiegow remediacyjnych z uzyciem
r6znych odmian ro$lin dyniowatych na pobieranie sktadnikéw odzywczych przez rosliny.

Metodyka doswiadczenia

Proby roslinne zebrane z roslin uzytych we wszystkich doswiadczeniach wymienionych w
dziataniach 1 i 2 analizowano pod wzglgdem zawarto$ci makro- i mikrosktadnikéw. Pobranie prob i
ich analiza wykonana byta wg procedury opisanej w ,,0g6élnych Metodach Do§wiadczen”.

Wyniki

Analiza zawartos$ci sktadnikow odzywczych w roslinach (czg$¢ nadziemna) wykazata kilka
cech zwigzanych z obecnosciag DDT w glebie i traktowaniem mikroorganizmami (Tab. 101 11). Zasieg
zawarto$ci azotu (N) w roznych odmianach wahat si¢ dos¢ szeroko od 1,36 do 4,34%. Wptyw na to
miata zawarto$¢ DDT w glebie oraz obecno$¢ stosowanych do niej mikroorganizmow.

Pordwnanie roznych metod remediacyjnych bylo mozliwe dla odmian (AMES 26 607, P1 614 699, P1
614 7001 P1 614 701), ktore byty stosowane oraz wzeszty w r6znych doswiadczeniach. W przypadku
odmiany AMES 26 607 stwierdzono, ze im wyzsza zawarto$¢ DDT w glebie, tym nizszy pobor azotu.
Zawartos¢ N wzrosta, gdy wraz z ros§linami zastosowano grzyby mikoryzowe, o ktorych wiadomo, ze
poprawiaja pobieranie N. Ale wzrost zawartosci azotu byt nizszy w przypadku roslin rosngcych w
obecnosci ,,nowo” dodanego DDT niz w przypadku "starej" zanieczyszczonej gleby.

Stosowane mikroorganizmy ogolnie poprawialy pobieranie N, rowniez u innych odmian. Grzyby z
rodzaju Trichoderma zastosowane ,,s0lo” zwigkszaty pobieranie azotu bardziej niz po zastosowaniu
ich w konsorcjum z bakteriami oraz po zastosowaniu grzyboéw z rodzaju Rhizopus w przypadku
odmian PI 614 699 1 PI 614 700. Morteriella indukowat najwyzsze pobieranie N z odmiang PI 614
701. Micosat zwigkszat pobieranie N niezaleznie od odmiany. Zastosowanie do gleby konsorcjum
samych bakterii spowodowato zmniejszenie pobierania N przez PI 614 700 i P1 614 701.

Biorac pod uwage zawarto$¢ P w roslinach, uderzajacym rezultatem bylo to, ze DDT obecne w glebie
indukowato zmniejszone pobieranie P u ro$lin odmiany AMES 26 607. Bylo to wyrazniejsze w
obecnosci nowo dodanego DDT, a mniej oczywiste przy "starym" zanieczyszczeniu. Nawet inokulacja
do gleby produktu opartego na grzybach mikoryzowych (Micosat), poprawiajagcym pobieranie P, nie
bylo wystarczajace do zwiekszenia pobierania P w obecnosci pozostalosci DDT. W przypadku
pozostatych trzech odmian, og6lnie zawartos¢ P zwigkszata sie, gdy gleba, na ktorej rosty rosliny
inokulowana byta, w szczegdlnosci trzema gatunkami grzybow posiadajacych zdolno$¢ degradacji
DDT.

W odniesieniu do zawartosci K wszystkie odmiany wykazywaty wzrost pobierania po zastosowaniu
mikroorganizmow. Nie stwierdzono istotnych r6éznic pomiedzy zabiegami, bioragc pod uwage Ca 1
Mg.
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Wsrod mikroelementéw oddziatywanie na Fe 1 Mn miato wplyw, podczas gdy wszystkie pozostale nie
wykazywaty zadnych szczegolnych tendencji do zmian. Zawarto$¢ Fe w roslinach wzrosta nawet
dwukrotnie, gdy zostaly zastosowane Trichoderma lub Micosat (grzyby mikoryzowe), niezaleznie od
odmiany. Mn wykazat rowniez tendencj¢ do wzrostu w roslinach, ktére rosty na glebie z
mikroorganizmami.

Takie wyniki sg interesujace przy rozwazaniu rozwoju systemu korzeniowego ocenianego wizualnie
(Tab. 12). System korzeniowy AMES 26 607 zawsze byl oceniany jako S$redni, podczas gdy dla
pozostatych trzech odmian ranga wynosita ogdlnie 1 (tj. korzenie mocno przeros$niete). Jednak w
probie z inokulacja mikroorganizméw biodegradowalnych wszystkie trzy odmiany po zastosowaniu
Rhizopus wykazaty mniejszy rozwoj korzeni. Nie bylo to jednak zwigzane z ogdlnym wzrostem
biomasy (Tab. 12).

Tabela 10: Zawarto$¢ makroelementow w cze$ciach nadziemnych roslin dyniowatych we wszystkich
doswiadczeniach wazonowych, Skierniewice 2018.

Kombynacja/Doswiadczenie };i P ‘ ng /k‘g S.m.Ca l Me
Ocena przydatnosci roslin dyniowatych do akumulacji DDT
NSL 180768 3.39 2769 73370 28500 4325
AMES 21653 2.54 3094 71580 23260 3250
AMES 26 607 2.55 2941 54230 27380 4413
AMES 26 951 2.28 2327 55750 35410 4564
AMES 28 181 2.53 2565 57210 38460 3693
AMES 28 296 2.79 2704 53810 43540 3221
P126 7756 3.05 2253 51590 21900 2510
P1451849 2.67 3614 59900 49070 3762
P1451851 4.34 4769 52740 21900 3599
P1451853 2.08 2121 66950 40240 3450
PI1615 155 2.93 4115 60430 65450 4753
Olivia 2.56 3578 55300 55190 3742
Ocena przydatnosci roslin dyniowatych do akumulacji DDT w zaleznos$ci od jego poziomu
w glebie
niski poziom
AMES 26 607 | 255 | 2941 | 54230 | 27380 | 4413
wysoki poziom
Ames 26 607 1.93 1920 41700 22680 3833
P1532 355 2.63 2874 50120 14670 2864
P1614 701 1.36 1870 34030 20410 4240
Ocena wplywu pozytecznych mikroorganizméw mikoryzowych i bakterii (Micosat)
Ames 26 607 3.21 1970 54900 24050 3465
P1532 355 2.74 2533 56000 28620 4503
P1614 700 1.83 2330 39350 14230 2693
P1614 701 1.96 1771 39220 29510 3954
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Ocena zdolnosci remediacyjnych roslin dyniowatych w akumulacji DDT w zaleznosci od
statusu ,,stare” lub ,,nowe” zanieczyszczenie

Nowy DDT

AMES 26 607 | 283 | 2249 [ 50720 | 20900 | 3575
Stary DDT

AMES 26 607 | 270 | 1570 | 43280 | 31130 | 3673

Ocena wyplywu mikroorganizmow (grzybow i bakterii), wykazujacych wlasnosci
degradacji zwiazkéw DDT na akumulacje tych zwiazkow przez roslny dyniowate

PI 614 699 Trichoderma 3.07 3801 58620 32930 4240
PI 614 700 Trichoderma 2.46 2226 44970 24700 2966
PI1 614 701 Trichoderma 2.58 2497 45660 36500 5601
PI1 614 699 Trichod+bakt. 1.91 2737 40970 27200 4019
P1614 701 Trichod+bakt. 2.11 3482 52210 32350 5436
PI 614 700 Morteriella 3.00 2612 62060 21910 2916
P1614 701 Morteriella 2.69 2922 60810 35790 4656
PI 614 700 Morteriella+bakt. 2.92 2825 57280 35880 3649
PI 614 699 Rhizopus 2.06 2410 53390 27250 4544
P1 614 700 Rhizopus 2.39 3220 53580 9683 2537
PI1 614 700 bakterie 2.19 2814 52830 26010 2469
P1614 701 Bakterie 1.84 1525 31970 44390 6243

Tabela 11. Zawarto$¢ mikroelementow w cze$ciach nadziemnych roslin dyniowatych we wszystkich
doswiadczeniach wazonowych, Skierniewice 2018.

Kombynacja/Doswiadczenie Na S-S04 ‘ Fe ‘ Mn ‘ Cu ‘ Zn B
mg/kg s.m.
Ocena przydatnosci roslin dyniowatych do akumulacji DDT

NSL 180768 199 2860 221 14.5 9.46 34.9 71.2
AMES 21653 132 2550 429 19.2 9.65 63.8 51.3
AMES 26 607 127 1977 403 17.9 10.60 46.0 44.3
AMES 26 951 100 1390 350 14.5 7.34 62.3 41.6
AMES 28 181 118 1760 238 13.3 8.45 45.6 42.5
AMES 28 296 140 2184 432 22.1 10.30 83.9 52.4
P126 7756 227 1684 448 20.6 7.77 34.0 36.5
P1451849 178 3010 250 12.6 7.83 86.6 56.3
P1451851 106 2823 272 18.1 13.10 74.7 42.3
P1451853 171 2137 360 15.7 9.42 76.4 37.9
PI1615 155 144 3012 264 12.5 11.20 88.9 77.5
Olivia 101 2751 328 13.1 8.68 93.4 33.9

Ocena przydatnosci roslin dyniowatych do akumulacji DDT w zalezno$ci od jego poziomu

w glebie
Niski poziom
AMES 26 607 | 127 | 1977 | 403 | 179 | 1060 | 460 | 443
Wysoki poziom

Ames 26 607 160 2051 709 32.4 11.30 29.6 37.0
PI 532 355 172 2478 941 30.0 10.50 37.8 30.1
PI1614 701 207 1993 757 33.0 9.92 30.1 27.8
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Ocena wplywu pozytecznych mikroorganizméw mikoryzowych i bakterii (Micosat)

Ames 26 607 280 2583 776 44.7 13.60 37.8 35.1
P1532 355 211 2686 565 33.2 11.00 37.2 35.1
P1614 700 130 1894 939 32.1 10.90 32.2 24.9
P1614 701 155 2472 1206 49.0 12.60 38.8 30.0

Ocena zdolnosci remediacyjnych roslin dyniowatych w akumulacji DDT w zaleznosci od
statusu ,,stare” lub ,,nowe” zanieczyszczenie

Nowy DDT

AMES 26 607 | 174 | 2085 | 691 | 369 | 1270 | 615 | 433
Stary DDT

AMES 26 607 | 159 | 1931 | 1047 | 399 [ 1050 | 495 | 37.1

Ocena wyplywu mikroorganizmow (grzybow i bakterii), wykazujacych wlasnosci
degradacji zwigzkow DDT na akumulacje tych zwiazkow przez roslny dyniowate

P1 614 699 Trichoderma 189 3146 746 26.7 12.70 473 52.0
P1614 700 Trichoderma 142 2603 808 30.8 10.70 41.1 35.2
P1614 701 Trichoderma 154 2968 646 27.2 10.20 44.3 50.3
P1 614 699 Trichod.+bakt. 144 2560 576 214 10.40 33.9 48.0
P1614 701 Trichod.+bakt. 133 3737 623 23.1 14.10 42.6 44.1
PI1 614 700 Morteriella 115 2714 449 21.7 12.20 37.9 35.5
PI1 614 701 Morteriella 180 3807 500 27.7 14.50 43.9 42.6
PI 614 700 Morteriella+bakt. 123 3204 449 20.2 12.60 | 122.0 40.5
PI1 614 699 Rhizopus 224 2612 742 29.4 12.40 38.9 47.8
PI1 614 700 Rhizopus 110 2089 347 20.1 11.00 41.7 28.0
P1614 701 bakterie 182 2716 604 30.7 9.28 29.4 48.1
PI1 614 700 bakterie 287 3387 460 16.7 10.90 36.3 45.3

Tabela 12: Waga cze$ci nadziemnej i skala oceny wzrostu korzeni roslin dyniowatych we wszystkich
do$wiadczeniach wazonowych, Skierniewice 2018.
Kombynacja/Doswiadczenie | Waga czeSci nadziemnej (g) Skala oceny korzeni (1-3)

Ocena przydatnosci roslin dyniowatych do akumulacji DDT

AMES 26607 495 | 1
Ocena przydatnosci roslin dyniowatych do akumulacji DDT w zaleznoSci od jego poziomu w
glebie
AMES 26607 235 1
P1614699
P1614700 249 2
P1614701 226 1
Ocena wplywu pozytecznych mikroorganizmow mikoryzowych i bakterii (Micosat)
AMES 26607 519 2
P1614699 274 1
P1614701 585 1

Ocena zdolnosci remediacyjnych roslin dyniowatych w akumulacji DDT w zaleznosci od
statusu ,,stare” lub ,,nowe” zanieczyszczenie
Nowy DDT
AMES 26607 911 2
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Stary DDT
AMES 26607 stary | 1029 | 2
Ocena wyplywu mikroorganizmow (grzybow i bakterii), wykazujacych wlasnosci degradacji
zwiazkow DDT na akumulacje tych zwigzkow przez roslny dyniowate
P1 614699 + Trichoderma 632 1
P1614700 + Trichoderma 609 2
P1614701 + Trichoderma 303 1
PI1 614699 + Trichod.+bakt. 309 1
P1 614701+ Trichod.+bakt. 645 1
P1614700 + Morteriella 239 1
P1614701 + Morteriella 221 2
P1614700 + Morteriella+bakt. 1961 2
PI1 614699 + Rhizopus 270 2
P1 614700 + Rhizopus 204 2
PI1 614701 + Rhizopus 30 2
PI1 614700 + bakterie 275 1
P1614701 + bakterie 280 1

Dzialanie 3. Ocena mikroorganizmow, ktore wykazujq wlasciwosci metabolizujgce pozostatosci
DDT

Charakterystyka grzybow

Celem dos$wiadczenia byta charakterystyka szczepow grzybow izolowanych z polskich gleb
zanieczyszczonych DDT, w celu lepszego zdefiniowania ich zachowania w degradacji DDT i poprawy
mozliwosci przygotowania formulacji do praktycznego zastosowania.

Metodyka doSwiadczenia

Doswiadczenie laboratoryjne wykonano w laboratorium Uniwersytetu La Sapienza w Rzymie
zgodnie z metodyka umieszczong w Ogolnych Metodach Doswiadczen.

Wyniki

Wszystkie badane grzyby wykazywaly duza tolerancj¢ na DDT (Tab.13). W szczegodlnosci
cztery gatunki wykazaly duza zdolno$¢ do wzrostu w obecnosci DDT. Byty to: Trichoderma
harzianum, Rhizopus stolonifera, Morteriella humilis 1 Penicillium decumbens. Trzy z nich zostaty w
wybrane do oceny i stosowania w do§wiadczeniach wazonowych przeprowadzonych w Polsce (patrz
wyzej). Dwa z nich (T. harzianum i R. stolonifera) zostaly scharakteryzowane w celu zrozumienia ich
mechanizmu degradacji DDT.
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Tabela 13: Ocena tolerancji 24 wybranych taksonéw grzybow (Rt: Rc, TI) obecnosci DDT. Powierzchniowe wartosci pH pozywki i réznica w
poréwnaniu z hodowlami kontrolnymi po 7 dni wzroscie taksondw grzybow w temperaturze 25°C.

Taxa Probka Rt:Rc (%) TI (%) pH -DDT pH +DDT ApH
Accession N°

Acremonium® sp. FBL 596 Mysliwska 100 97 4,19+0.1 4,69+0.1 -0,50
Aspergillus repens® (Corda) Sacc. FBL 600 Rabata 1 96 104 3,78+0.3 3,73£0.2 0,04
Aspergillus versicolor® (Vuill.) Tirab. FBL 606 Rabata 1 - Rabata 2 82 100 4,07+0.1 4,02+0.1 0,05
Fusarium poae® (Peck) Wollenw. FBL 582 Rabata 2 95 84 4,00+£0.2 4,16£0.2 -0,16
Fusarium sp.* FBL 588 Mysliwska 90 95 3,48+0.2 4,01+0.2 -0,53
Gliocladium sp.®* FBL 597 Mysliwska 95 93 4,80+0.3 4,52+0.2 0,29
Gongronella butleri® (Lendn.) Peyronel & Dal Vesco FBL 580 Rabata 1 88 80 3,2240.2 3,15+0.2 0,13
Metarhizium sp.1®* FBL 583 Mysliwska 98 103 4,10+0.4 4,09+0.2 0,01
Metarhizium sp.2* FBL 591 Rabata 1 - Rabata 2 103 89 3,64+0.2 3,26+0.0 0,38
Mortierella humilis®Linnem. FBL 581 Mysliwska 100 101 4,02+0.3 3,77+£0.3 0,25
Mortierella minutissima®™ Tiegh. FBL 592 Mysliwska 96 87 4,33+0.2 4,52+0.3 -0,19
Mortierella sp." FBL 593 Mysliwska 98 91 3,98+0.2 4,08+0.2 -0,10
Mucor circinelloides® Tiegh. FBL 605 Mysliwska 100 94 3,08+0.0 3,15+0.1 -0,06
Mucor moelleri® (Vuill.) Lendn. Mysliwska 100 98 3,64+0.3 3,31+0.2 0,33
Penicillium purpurogenum® Stoll FBL 579 Mysliwska 87 95 3,77+0.1 3,58+0.1 0,19
Penicillium canescens® Sopp FBL 585 Mysliwska 89 82 3,04+0.1 2,93+0.1 0,11
Penicillium citrinum® Thom FBL 584 Mysliwska 108 86 3,11+0.2 2,98+0.1 0,13
Penicillium decumbens® Thom FBL 586 Mysliwska 111 109 3,74+0.1 4,02+0.1 -0,28
Penicillium funiculosum® Thom FBL 599 Mysliwska 98 103 2,83+0.1 2,81+0.1 0,02
Penicillium waksmanii®* K.M. Zaleski FBL 609 Mysliwska 108 103 4,04+0.1 3,86+0.1 0,18
Rhizopus stolonifer® (Ehrenb.) Vuill. Rabata 2 100 103 2,40+0.1 2,28+0.0 0,12
Trichoderma hamatum® (Bonord.) Bainier FBL 578 Mysliwska 100 96 4,12+0.2 4,14+0.3 -0,02
Trichoderma harzianum® Rifai FBL 587 Mysliwska 100 108 3,98+0.3 3,87+0.4 0,11
Trichoderma polysporum® (Link) Rifai FBL 589 Rabata 2 100 93 4,51+0.1 4,46+0.2 0,05




Wphw DDT na profil metaboliczny grzybow
Dwa szczepy (T. harzianum i R. stolonifer) poddane analizie w celu oceny wptywu DDT

na zachowanie metaboliczne z rd6znymi zrédtami wegla wykazywaty bardzo zréznicowang
reakcje. Zaobserwowano réznice miedzy gatunkami grzybow w catkowitej liczbie uzytych
substratow oraz w maksimach gestosci optycznej (ryc. 4). Calkowita liczba substratow, ktore
R. stolonifer byl w stanie metabolizowaé, byla nizsza niz substratéw stosowanych przez T.
harzianum (odpowiednio 41 1 67 substratow), co stanowilo wezsze spektrum wykorzystania
zrédla wegla dla poprzedniego szczepu. Z drugiej strony, maksymalna OD dla substratow
metabolizowanych przez R. stolonifer byla ogoélnie powyzej 1,5, lezaca u podstaw wyzszego
metabolizmu (wzrost grzybow i oddychanie) w poréwnaniu z T. harzianum. Podczas
szczegotowe] analizy wynikow okazalo sie, ze T. harzianum byt w stanie efektywnie
wykorzysta¢ 32 z 96 substratow weglowych, w tym glukozg, mannoze, ksyloze, trehaloze,
celobiozg 1 ksylitol, gdy wzrastat bez dodatku DDT. Staby wzrost zaobserwowano dla 35
substratow, w tym kwasu L-jabtkowego,. T. harzianum nie byl w stanie wykorzysta¢ 29
substratow, w tym kwasu D-glukuronowego, estru metylowego kwasu D-mlekowego 1 L-
alaninamidu (ryc. 4). R. stolonifer byt zdolny do wzrostu na 22 substratach, w tym N-acetylo-
D-glukozo-aminie, L-arabinozy, D-arabitolu, arbutinie, D-celobiozie, D-fruktozie i D-
galaktozie. R. stolonifer stabo metabolizowal 19 substratow, takich jak D-mannitol, D-
mannoza, D-rafinoza, D-ryboza, stachioza i kwas g-amino-n-mastowy. Nie byl w stanie
wykorzysta¢ 57 substratow, np. m-erytrytol i L-fukoza (ryc 4).

Siedemnascie substratow byto powszechnie uzywanych przez oba szczepy, chociaz R.
stolonifer wykazat we wszystkich szybszy i wyzszy wzrost (ryc. 4). Wsrdd nich mozna
wymieni¢ L-arabinoze, D-celobioze, D-fruktoze, D-galaktoze, gentiobioze 1 glicerol. Z drugiej
strony, zaden ze szczepow nie byt w stanie metabolizowaé 28 substratow, w tym L-kwasu
mlekowego, kwasu D-jabtkowego, kwasu sukcynamowego, L-fenyloalaniny, etanoloaminy,
putrescyny 1 urydyny. Ponadto zaobserwowano pewne substraty specyficzne dla gatunku. Na
przyktad T. harzianum moze stosowa¢ L-fukoze, a-D-laktoze, D-melezitoze, D-melibioze 1
turanoozg, ktére nie byly stosowane przez R. stolonifer. Z drugiej strony ten ostatni moze
metabolizowaé L-proling, ktora nie byla uzywana przez T. harzianum (ryc. 4).

W szczeg6lno$ci negatywny wptyw na oddychanie 1 wzrost grzyboéw byt znaczacy (P <0,05) w
obecnosci DDT dla mannozy u R. stolonifer, natomiast pozytywny wptyw byt znaczacy dla
adonitolu u T. harzianum. Biorac pod uwage jedynie roznice graficzne miedzy krzywymi
kontrolnymi i testowymi, w wartosciach R. stolonifer OD krzywych kontrolnych w N-acetylo-
D-glukozo-aminie, adonitolu, celobiozie, dekstrynie, maltozie, mannitol, salicynie, sacharozie,
g-amino-n- kwas mastowy jest wyzszy, natomiast dane OD w tescie sa wyzsze dla fruktozy i
glukozy (ryc. 5 R. stolonifer). W T. harzianum wartosci OD sg wyzsze w kontroli dla
amigdaliny, arabitolu, erytrytolu, fruktozy, fukozy, kwasu galakturonowego, glukozy,
glicerolu, maltotriozy, melezytozy, ksylitolu i kwasu fumarowego, natomiast pomiary OD w
tescie s3 wyzsze w przypadku mannitu i mannozy (Rys. 6 T. harzianum).



Ryc. 4: Wizualizacja wzrostu grzybow dla poréwnania fenotypéw obu badanych gatunkow.
Kazda krzywa wzrostu jest wyswietlana, jako cienka pozioma linia, w ktorej wysokos$¢ krzywej
mierzona w jednostkach wartos$ci koloréw jest reprezentowana przez intensywnos$¢ koloru
czerwonego, zOltego 1 niebieskiego (czerwone czegsci 0znaczaja wyzszy wzrost).
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Tabela 14: Gestosci optyczne dla biomasy i oddychania w inokulum Trichoderma i Rhizopus.
Podano jedynie podtoza, dla ktorych uzyskano istotnie rozne wartosci. R6znice oceniano pod
katem istotnos$ci testem post-hoc Studenta-Newmana-Keulsa. Warto$ci to §rednie, n =4 na
inokulum

Biomasa (OD 750nm) Oddychanie (OD 490nm)
Trichoderma Rhizopus P Trichoderma  Rhizopus P
Al Water 0.07 a 0.03b 0.0432 0.68 a 0.08 b <0.0001
A2 Tween 80 0.29b 0.60 a 0.0016 0.86 b 1.06 a 0.0210
A3 N-Acetyl-D-Galactosamine 0.07 a 0.02b 0.0038 0.56 a 0.06b  <0.0001
A4 N-Acetyl-D-Glucosamine 0.94b 2.00a <0.0001 1.62b 286a  <0.0001
A5 N-Acetyl-D-Mannosamine 0.06 a 0.01 b 0.0017 0.51a 0.08b  <0.0001
A7 Amygdalin 0.89a 0.31b 0.0009 1.61a 0.54b <0.0001
A8 D-Arabinose 0.25a 0.08 b 0.0080 0.66 a 0.18b 0.0003
A9 L-Arabinose 0.76 b 1.79a <0.0001 1.33b 2.00 a 0.0003
A10 D-Arabitol 1.10b 1.88 a 0.0001 1.79b 2.06 a 0.0156
All Arbutin 0.84b 1.69a <0.0001 1.70 b 1.87a 0.0270
A12 D-Cellobiose 0.89b 1.67a <0.0001 1.48b 1.89 a 0.0004
B1 a- Cyclodextrin 0.30b 0.50a <0.0001 0.32b 0.57 a 0.0001
B2 b-Cyclodextrin 0.00 b 0.18 a 0.0307 021 a 0.36a 0.0979
B3 Dextrin 0.26 b 0.90a <0.0001 0.83b 1.04 a 0.0235
B4 i-Erythritol 0.95a 0.01b <0.0001 1.70 a 0.04b <0.0001
B6 L-Fucose 037a 0.02b <0.0001 1.09 a 0.06 b <0.0001
B9 Gentibiose 0.92b 1.83a <0.0001 1.55b 2.14a <0.0001
B11 D-Glucosamine 042a 0.08b <0.0001 0.80 a 0.17b <0.0001
C1 Glucose-1-Phophate 0.19a 0.01b <0.0001 0.85a 0.10b <0.0001
C3 D-Glucuronic Acid 0.16 a 0.02b 0.0452 0.85a 0.06 b <0.0001
C4 Glycerol 1.22b 1.52a 0.0226 1.86 a 1.70 a 0.1726
C7 2-Keto-D-Gluconic Acid 0.42a 0.02b 0.0030 1.15a 0.08 b <0.0001
C8 a-D-Lactose 0.82a 0.01b <0.0001 1.61a 0.06 b <0.0001
C9 Lactulose 0.62 a 0.00 b 0.0002 1.36a 0.06 b <0.0001
C10 Maltilol 041a 0.00 b 0.0016 0.97 a 0.06 b <0.0001
C12 Maltotriose 0.81b 1.73a <0.0001 141b 1.97 a <0.0001
D2 D-Mannose 0.82b 1.02a 0.0210 143 a 131a 0.1535
D3 D-Melezitose 0.89 a 0.00b <0.0001 1.58 a 0.07b <0.0001
D4 D-Melibiose 0.78 a 0.08 b 0.0003 1.67 a 021b <0.0001
D5 a-Methyl-D-Galactoside 0.49 a 0.10b 0.0066 1.37a 0.19b <0.0001
D8 b-Methyl-D-Glucoside 0.70 b 1.50a <0.0001 1.49b 1.73 a 0.0316
D11 D-Raffinose 0.82a 0.50 b 0.0101 154 a 0.65b <0.0001
D12 L-Rhamnose 0.17 a 0.05b 0.0029 0.61 a 0.11b <0.0001
E1 D-Ribose 0.71 a 0.40b <0.0001 1.10 a 0.63 b <0.0001
E4 D-Sorbitol 0.67b 1.65a <0.0001 1.51b 1.88 a 0.0080
ES5 L-Sorbose 0.70 a 0.01b 0.0002 152 a 0.04 b <0.0001
E6 Stachynose 0.75a 0.23b 0.0029 1.67 a 0.33b <0.0001
E7 Sucrose 0.84 b 1.58 a 0.0007 1.55b 191a 0.0316
E9 D-Trehalose 0.81b 1.87a <0.0001 1.48b 2.11a 0.0004
E10 Turanose 0.86 a 0.00b <0.0001 159 a 0.10b <0.0001
E11 Xylitol 0.59b 1.71 a 0.0010 1.34b 191a 0.0410
E12 D-Xylose 0.97b 1.97a <0.0001 1.64 b 241 a <0.0001
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F1 g-Amino-butyric Acid 0.87a 0.56b 0.0002 1.38a 0.79b <0.0001

F2 Bromosuccinic Acid 023 a 0.04b <0.0001 0.53a 0.11b <0.0001
F3 Fumaric Acid 0.28a 0.01b 0.0086 0.69 a 0.08b 0.0004
F4 b-Hydroxy-butyric Acid 031a 0.03b 0.0152 0.73 a 0.09b 0.0006
F5 g-Hydroxy-butyric Acid 0.24a 0.01b 0.0279 1.06 a 0.06 b 0.0002
F10 D-Malic Acid 0.20a 0.01b <0.0001 0.88 a 0.05b <0.0001
F11 L-Malic Acid 0.18 a 0.01b 0.0016 0.73 a 0.06 b <0.0001
F12 Quinic Acid 0.60 a 0.02b <0.0001 1.27a 0.07b <0.0001
G1 D-Saccharin Acid 0.24a 0.03b 0.0013 0.76 a 0.06b <0.0001
G4 Succinic Acid 0.24a 0.04b 0.0494 0.84 a 0.10b 0.0007
G5 Succinic Acid Mono-Methyl

Ester 0.38a 0.06 b 0.0002 0.80 a 0.14b <0.0001
G8 L-Alanine 042b 0.90 a 0.0036 1.05b 1.63 a 0.0021
G9 L-Alanyl-Glycine 047 a 0.08b <0.0001 121a 0.21b <0.0001
G10 L-Asparagine 0.44b 0.65a 0.0104 1.12b 1.51a 0.0007
G11 L-Aspartic Acid 027a 0.07b 0.0002 0.81a 0.58b 0.0320
G12 L-Glutamic Acid 045b 0.80 a 0.0020 1.08b 1.50 a 0.0015
H1 Glycyl-L-Glutamic Acid 023 a 0.08 b 0.0026 0.64 a 0.14b <0.0001
H2 L-Ornithine 031b 1.18a <0.0001 1.08b 1.98 a <0.0001
H4 L-Proline 0.15b 1.66a <0.0001 0.87b 239a <0.0001
HS5 L-Pyroglutamic Acid 0.57 a 0.09b <0.0001 1.25a 0.14b  <0.0001
H6 L-Serine 0.35a 0.05b <0.0001 1.05a 0.16 b <0.0001
H7 L-Threonine 044 a 0.03b <0.0001 1.17 a 0.17b <0.0001
H11 Uridine 0.12a 0.04b 0.0012 0.83a 0.08b <0.0001
H12 Adenosine-5'-

Monophosphate 0.34a 0.04b  <0.0001 0.89 a 0.07b <0.0001

Ryc. 5: Krzywe wzrostu R. stolonifer przy 750 nm dla zabiegéw (kontrola i test DDT) dla
niektorych najbardziej reprezentatywnych zrodet wegla wsrod 95 substratow.

Rhizopus stolonifer = 750 nm
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Ryc. 6: Krzywe wzrostu T. harzianum przy 750 nm dla zabiegéw (kontrola i test DDT) dla
niektorych z najbardziej reprezentatywnych zrodet wegla wsrod 95 substratow.

Trichoderma harzianum = 750 nm
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Analiza stresu oksydacyjnego

Dodanie DDT do pozywki wzrostowe] sprzyjato, jak oczekiwano, znacznemu
wzrostowi produkcji ROS przez dwa badane szczepy: okoto 34% wiecej w T. harzianum 1 52%
wigce] w R. stolonifer w poréwnaniu do kontroli -DDT (Tabela 15).

Tabela 15: Reaktywne formy tlenu produkowane przez oba badane szczepy (R. stolonifer,
T harzianum).

Kontrola DDT stopa
(DCF fluorescence) (DCF fluorescence) wzrostu (%)
R.stolonifer 1269,67 22,10 1917,67* £ 151,46 34
T. harzianum 1036,67 + 15,06 2181,33* £ 60,2 52

Stres oksydacyjny zwigkszyl aktywnosci badanych enzyméw GST, ROS, SOD i CAT
pokazujac zachowanie zalezne od szczepu (Rys. 7). SOD zwigkszyl aktywnos¢ w T. harzianum,
ale nie w R. stolonifer, w poréwnaniu do kontroli. Z drugiej strony aktywno$¢ CAT wzrosta
tylko w R. stolonifer w porownaniu do kontroli. Zarowno aktywnos$¢ GST, jak i POX wzrosty
w poroéwnaniu do kontroli u obu gatunkow (Rys. 7).
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Rys. 7: Aktywnos$ci enzymow antyoksydacyjnych u R. stolonifer i T. harzianum zastosowanych
w $rodowisku z DDT (+ DDT) i bez DDT (kontrolnym (-DDT)).
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Charakterystyka bakterii

Celem doswiadczenia byla charakterystyka szczepdéw bakteryjnych izolowanych z
polskich gleb skazonych DDT w celu weryfikacji mozliwos$ci przygotowania preparatu do
praktycznego zastosowania.

Metodyka do$wiadczenia

Doswiadczenie laboratoryjne wykonano w Zaktadzie Ochrony Roslin przed
Szkodnikami oraz w Pracowni Rizosfery Zaktadu Mikrobiologii, zgodnie z metodyka
umieszczong w Ogélnych Metodach Doswiadczen.

Wyniki
Fenotypowa identyfikacja najczesciej wystepujacych morfotypow w 4 szczepach
bakterii przedstawia Tabela 16.

Najczestszymi  gatunkami  wystepujacymi  wsrod — dziewieciu  réznych  morfotypoéw
pochodzacych z czterech szczepow byt Bacillus subtilis (4 morfotypy). Wszystkie trzy
morfotypy pochodzace z R2B2 zidentyfikowano jako B. subtilis ss subtilis. Dwa z trzech
morfotypow pochodzacych z SKA-A3 zidentyfikowano jako B. pumilus lub B. safensis, a jeden
jako B. subtilis ss subtilis. R2-C3 zidentyfikowano réwniez, jako B. pumilus lub B. safensis.
Szczep nazwany SKA-B2 zostal utworzony z dwdch morfotypow, zidentyfikowanych jako
Paenibacillus (najbardziej prawdopodobnym gatunkiem jest P. amylolyticus Tub P. pabuli) i

33



jeden jako Bacillus megaterium. W zalaczniku I podano profile biochemiczne dla kazdego

morfotypu.

Tabela 16: Fenotypowa identyfikacja najczeséciej wystepujacych morfotypow w 4 szczepach
bakterii wyizolowanych z gleb zanieczyszczonych z DDT.

Probka Morfotyp | Identyfikacja po 24 godzinach Identyfikacja po 48 godzinach (procent
(procent prawdopodobienstwa) prawdopodobienstwa)
R2-C3 - Bacillus pumilus/safensis (84.5 %) Bacillus pumilus/safensis (89.5)
Bacillus safensis/pumilus (15.2 %) Bacillus safensis/pumilus (10.5 %)
Bacillus amyloliquefaciens ss Bacillus amyloliquefaciens ss
amyloliquefaciens (0.2 %) amyloliquefaciens (0 %)
Bacillus atrophaeus/subtilis (0.2 %) | Bacillus licheniformis (0 %)
SKA-B A Paenibacillus pabuli/taichungensis Paenibacillus amylolyticus (76.4 %)
(81.8 %) Paenibacillus taichungensis/pabuli
Paenibacillus amylolyticus (19.6 %) | (22.1%)
Paenibacillus taichungensis/pabuli Paenibacillus pabuli/taichungensis
(19.2 %) (22.1%)
Paenibacillus xylanexedens (13.8 Paenibacillus illinoisensis (8.1 %)
%)
B - Bacillus megaterium (100 %)
Bacillus firmus (0 %)
Bacillus mojavensis/subtilis (0 %)
Bacillus pumilus/safensis (0 %)
R2-B2 A Bacillus subtilis ss subtilis (- %) Bacillus subtilis ss subtilis (52.7%)
Bacillus mojavensis/subtilis (- %) Bacillus mojavensis/subtilis (22.1%)
Bacillus subtilis ss spizizenii (- %) Bacillus subtilis ss spizizenii (15.3%)
Bacillus atrophacus/subtilis (- %) Bacillus atrophaeus/subtilis (2.2%)
B Bacillus subtilis ss subtilis (- %) Bacillus subtilis ss subtilis (65.8%)
Bacillus subtilis ss spizizenii (- %) Bacillus mojavensis/subtilis (21.2%)
Bacillus mojavensis/subtilis (- %) Bacillus subtilis ss spizizenii (10.8%)
Bacillus atrophaeus/subtilis (- %) Bacillus atrophaeus/subtilis (2.2%)
C Bacillus subtilis ss subtilis (- %) Bacillus subtilis ss subtilis (66.3%)
Bacillus mojavensis/subtilis (- %) SB Bacillus mojavensis/subtilis
Bacillus subtilis ss spizizenii (- %) (24.0%)
Bacillus atrophaeus/subtilis (- %) Bacillus subtilis ss spizizenii (8.7%)
Bacillus atrophaeus/subtilis (1.1%)
SKA-A3 A Bacillus subtilis ss subtilis (69.7 %) | Bacillus subtilis ss subtilis (- %)
Bacillus mojavensis/subtilis (16.1%) | Bacillus mojavensis/subtilis (- %)
Bacillus subtilis ss spizizenii Bacillus subtilis ss spizizenii (- %)
(10.3%) Bacillus atrophaeus/subtilis (- %)
Bacillus atrophaeus/subtilis (1.7 %)
B Bacillus pumilus/safensis (92.2 %) Bacillus pumilus/safensis (64.6 %)
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Bacillus safensis/pumilus (7.7 %) Bacillus safensis/pumilus (15.4 %)
Bacillus atrophaeus/subtilis (0.0 %) | Bacillus muralis (0.0 %)

Bacillus muralis (0.0 %) Bacillus amyloliquefaciens ss
amyloliquefaciens (0.0 %)

C Bacillus pumilus/safensis (88.3 %) Bacillus pumilus/safensis (78.9 %)
Bacillus safensis/pumilus (11.5 %) Bacillus safensis/pumilus (21.0 %)
Bacillus licheniformis (0.1 %) Bacillus licheniformis (0.0 %)
Bacillus amyloliquefaciens ss Bacillus amyloliquefaciens ss
amyloliquefaciens (0.0 %) amyloliquefaciens (0.0 %)

PODSUMOWANIE

Wydaje sie, ze sama gleba roznie absorbuje DDT, o czym moze $wiadczy¢ analiza gleby przed
wysianiem ro$lin, gdzie dla kazdej odmiany (kombinacji) przygotowywano oddzielnie glebe a
stosowano taka samg dawke analitycznego DDT. Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze rosliny
dyniowate pobieraja DDT z gleby, ale moze to by¢ zalezne od odmiany. W korzeniach
niektorych odmian poziom DDT byt podobny do poziomu DDT wykrywanego w glebie, w
ktorej uprawiano dang odmiang.

Interesujace wyniki uzyskano w doswiadczeniach z réznymi odmianami ro$lin dyniowatych (w
sumie 17 odmian dyniowatych - dynia i cukinia). Byly to odmiany wybrane sposréd 32 odmian,
ktore zostaly przetestowane w poprzednim roku, wykazujac wyzsza zdolnos¢ pobierania 1
akumulacji DDT z gleby. Pigtnascie z nich potwierdzilo zdolno$¢ pobierania DDT, a cztery
translokacj¢ tych zwiazkow do czes$ci nadziemnych roslin. Nalezy wzia¢ pod uwagg, ze pobrana
ilo$¢, nawet jesli jest ograniczona z uwagi na warto$¢ bezwzgledna, moze wynosi¢ okoto 0,01
mg DDT na rosling, biorgc pod uwagg catkowita §wieza mase roslin.

Zastosowanie roznych mikroorganizmow (np. izolatéw Morteriella lub Trichoderma lub
grzybow mikoryzowych) do gleby zanieczyszczonej DDT wraz z uprawg ro$lin dyniowatych
wykazato, ze ta praktyka moze znacznie zwigkszy¢ zdolno$¢ roslin do pobierania DDT.
Ogolnie okoto 100% wiecej DDT byto w systemie korzeniowym roslin, ktore rosty w glebie z
mikroorganizmami niz w tych, ktore rosty bez tych mikroorganizmow.

Bardzo ciekawym rezultatem bylo to, ze wszystkie mikroorganizmy wyizolowane i wybrane z
zanieczyszczonych gruntow DDT pozwolily ro$linie na przeniesienie DDT do czesci
nadziemnej. Rowniez w tym przypadku przeniesiona ilo§¢ DDT byta dwukrotnie wyzsza u
ro$lin rosngcych w glebie z mikroorganizmami w stosunku do roslin kontrolnych, co
zwiekszyto skuteczno$¢ remediacji. Taki wynik jest jeszcze bardziej interesujacy, biorac pod
uwage, ze wybrane odmiany byly w stanie pobraé, a w kilku przypadkach przemiesci¢ DDT w
wigkszych ilosciach, gdy poziom zanieczyszczenia gleby byl wyzszy. Ta sama odmiana
(AMES 26 707), w obecnosci dwukrotnie wyzszego poziomu zanieczyszczenia DDT w glebie,
byta w stanie pobra¢ do korzeni, co najmniej 10-krotnos¢ ilosci DDT pobranej z gleby o niskim
poziomie skazenia.

Zastosowanie inokulum utworzonego z grzybdéw mikoryzowych i bakterii rizosferowych
réwniez wywolywaty znacznie lepsze pobieranie DDT, ale ograniczone byto tylko do systemu
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korzeniowego roslin. Rowniez w tym przypadku najskuteczniejsza okazala si¢ odmiana AMES
26 670.

Dzigki tym wynikom oraz wynikom uzyskanym w poprzednim roku przetestowali§my odmiang
AMES 26 607 pod katem mozliwosci pobierania "starego" (zalegajacego w glebie) lub
"nowego" (zastosowanie analitycznego) DDT. Wyniki wykazaly zdolno$¢ tej odmiany do
pobierania obu ,,rodzajow” DDT, co nie ogranicza stosowania fitoremediacji.

Efekt degradacji DDT przez mikroorganizmy mozna doceni¢ nie tylko ze wzgledu na ilos¢
DDT pobrang przez rosliny, ale takze z czgstszej wyzszej biodostepnosci (a tym samym
ekstraktywnos$ci podczas procesu analitycznego) DDT w glebie, jak wynika z wartosci
okreslonych w glebie po traktowaniu gleby lub uprawie roslin.

Na pobieranie i zawarto$¢ sktadnikoéw pokarmowych (makro- i mikroelementow) przez rosliny
moze mie¢ wpltyw obecnosci DDT w glebie, ale z pewnos$cia ma stosowanie do gleby
mikroorganizmdw. Jest to szczegdlnie interesujace w przypadku azotu (N), ktorego zawartosé
byta zawsze zwigkszana przez obecno$¢ wszystkich gatunkow grzybow. Jednak wielko$é
pobrania tego sktadnika jest rowniez zalezna od odmiany. Niemniej jednak fascynujace bylo
to, ze dla odmiany AMES 26 607, ktéra w roznych probach znalazta si¢ wsrod
najskuteczniejszych w pobieraniu DDT, ale pobiernie na przyktad fosforu (P) w ros$linach tej
odmiany byla najnizsza. Hipoteza byla taka, ze mechanizmy pobierania DDT moga by¢
podobne do mechanizméw pobierania fosforu. Zmniejszenie zawartosci P, ktore
stwierdzili$my, moze, zatem by¢ zwigzane z wysokim pobieraniem DDT w AMES 26 607, jesli
mechanizm wykorzystywatby podobne szlaki metaboliczne. Jest to wynik, ktory wymaga
dalszych badan, ale to moze rzuci¢ §wiatto na nowe metody remediacji DDT.

Charakterystyka wybranych gatunkéw grzybow 1 bakterii wykazujacych zdolno$¢ do
biodegradacji DDT, ktore zostaty wyizolowane z gleby zanieczyszczonej DDT, pozwolita nam
lepiej zrozumie¢ ich potencjal, a takze mozliwe mechanizmy, ktére moga one wykorzystywaé
w celu wsparcia rekultywacji gleby. Wsrod grzybow na przyktad Trichoderma posiada kilka
korzystnych cech w zakresie wzrostu roslin, takze jako antagonista patogenow przenoszonych
przez glebe. Szybka kolonizacja gleby i1 zdolno$¢ zycia w powigzaniu z systemem
korzeniowym to cechy, ktore moga silnie pozytywnie wplywac na strategie bioremediacji 1 bio-
rizoremediacji. Zostato to wykazane rowniez w naszych badaniach, w ktorych Trichoderma
byta jednym z najbardziej skutecznych mikroorganizméw wspierajacych pobieranie DDT przez
korzenie.

Morteriella jest gatunkiem saprotrofowym w glebie nalezagcym do grupy ekologicznej, ktora
tworza organizmy, ktére szybko nawigzuja relacje z korzeniami roslin. Czestotliwo$¢
wystepowania gatunkéw Mortierella rosngcych na powierzchni korzeni jest ogolnie wyzsza w
porownaniu z innymi gatunkami grzybow. Wiele szczepéw Mortierella spp. jest zdolnych do
degradacji chityny 1 hemiceluloz, co jest cechg powszechnie wystepujaca w przypadku grzybow
niszczacych zanieczyszczenia organiczne. Rhizopus jest znanym saprotrofem 1 odgrywa wazng
role we wczesnej kolonizacji gleby 1 ktorg szybko kolonizuje.

Po okresleniu, ktore substraty sa najczesciej stosowane i sg bardziej skuteczne w promowaniu
wzrostu grzybow w obecnos$ci DDT, mozna wspiera¢ biotechnologiczny proces wytwarzania i
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formutowania produktow opartych na mikroorganizmach do stosowania w praktykach bio-
rizoremediacyjnych w terenie. Jednak nadal istnieje potrzeba okreslenia najlepszego
sformutowania i zweryfikowania mozliwosci stworzenia konsorcjum szczepow, ktore mogtyby
usprawni¢ proces naprawczy.

Interesujace bylo stwierdzenie, ze cztery szczepy bakterii zdolne do wykorzystania DDT, jako
substratu wzrostu naleza do grupy Bacillus. Ta grupa sktada si¢ z kilku pozytecznych gatunkow
1 szczepow, wykorzystywanych zarowno w procesie odzywiania, jak i w ochronie roslin. Ich
zdolnos¢ do degradacji DDT otwiera nowe mozliwos$ci ich wykorzystania.
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Annex |

Profile biochemiczne badanych izolatow bakterii

Tab. 1: Profil biochemiczny izolatu pochodzacego z szalki oznaczonej jako R2-C3
obejmujacy utlenianie zwigzkdw wegla oraz aktywno$¢ metaboliczng (wytwarzanie
dehydrogenaz) w obecnosci antybiotykow, soli oraz przy roznych odczynach pH po 24
godzinach inkubacji.

substrat utlenianie substrat utlenianie substrat utlenianie substrat wytwarzanie
dehydrogenaz
D-Gluconic
Dextrin + Inosine Acid + pH 6 +
1% Sodium D-Glucuronic
D-Maltose - Lactate Acid + pHS5 +
D-Trehalose + D-Serine - Glucuronamide | + 1% NaCl +
D-Cellobiose + D-Sorbitol - Mucic Acid - 4% NaCl +
Gentiobiose + D-Mannitol Quinic Acid + 8% NaCl +
D-Saccharic
Sucrose + D-Arabitol Acid - Fusidic Acid -
p-Hydroxy-
Phenylacetic
D-Turanose - myo-Inositol - Acid - Troleandomycin | -
Methyl
Stachyose - Glycerol + Pyruvate + Rifamycin SV -
D-Glucose-6- D-Lactic Acid
D-Raffinose + PO4 - Methyl Ester - Minocycline -
D-Fructose-6-
a-D-Lactose - PO4 L-Lactic Acid + Lincomycin -
D-Aspartic
D-Melibiose | + Acid Citric Acid + Guanidine HCI | +
B-Methyl-D- a-Keto-
Glucoside + D-Serine - Glutaric Acid + Vancomycin -
Tetrazolium
D-Salicin + Gelatin D-Malic Acid | + Violet +
N-Acetyl-D- Glycyl-L- Tetrazolium
Glucosamine + Proline L-Malic Acid + Blue -
N-Acetyl-B-
D- Bromo-
Mannosamine | - L-Alanine Succinic Acid - Nalidixic Acid +
N-Acetyl-D- Lithium
Galactosamine | - L-Arginine Tween 40 - Chloride +
N-Acetyl
Neuraminic L-Aspartic y-Amino- Potassium
Acid - Acid Butryric Acid | T Tellurite +
L-Glutamic a-Hydroxy-
a-D-Glucose + Acid Butyric Acid - Aztreonam +
B-Hydroxy-
D,L-Butyric Sodium
D-Mannose + L-Histidine - Acid - Butyrate +
L-
Pyroglutamic a-Keto-Butyric Sodium
D-Fructose Acid Acid - Bromate -
Acetoacetic
D-Galactose L-Serine Acid +
3-Methyl
Glucose - Niaproof 4 - Propionic Acid | =
D-Fucose + Pectin + Acetic Acid -
D-
Galacturonic
L-Fucose - Acid + Formic Acid -

L-Rhamnose

L-Galactonic
Acid Lactone
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Tab. 2: Profil biochemiczny izolatu o pochodzacego z szalki oznaczonej jako R2-C3
obejmujacy utlenianie zwigzkow wegla oraz aktywnos¢ metaboliczng (wytwarzanie
dehydrogenaz) w obecnosci antybiotykow, soli oraz przy roznych odczynach pH po 48
godzinach inkubacji.

substrat utlenianie substrat utlenianie substrat utlenianie substrat wytwarzanie
dehydrogenaz
D-Gluconic
Dextrin + Inosine + Acid + pH 6 +
1% Sodium D-Glucuronic
D-Maltose - Lactate + Acid + pH5 +
D-Trehalose + D-Serine + Glucuronamide | 1% NaCl +
D-Cellobiose + D-Sorbitol - Mucic Acid - 4% NaCl +
Gentiobiose + D-Mannitol Quinic Acid + 8% NaCl +
D-Saccharic
Sucrose + D-Arabitol Acid - Fusidic Acid -
p-Hydroxy-
Phenylacetic
D-Turanose - myo-Inositol - Acid - Troleandomycin | ~
Methyl
Stachyose + Glycerol + Pyruvate + Rifamycin SV -
D-Glucose-6- D-Lactic Acid
D-Raffinose + PO4 - Methyl Ester - Minocycline -
D-Fructose-6-
o-D-Lactose - PO4 L-Lactic Acid + Lincomycin -
D-Aspartic
D-Melibiose | + Acid Citric Acid + Guanidine HCI | +
B-Methyl-D- a-Keto-
Glucoside + D-Serine - Glutaric Acid + Vancomycin -
Tetrazolium
D-Salicin + Gelatin D-Malic Acid + Violet +
N-Acetyl-D- Glycyl-L- Tetrazolium
Glucosamine + Proline L-Malic Acid + Blue -
N-Acetyl-B-
D- Bromo-
Mannosamine | - L-Alanine Succinic Acid + Nalidixic Acid
N-Acetyl-D- Lithium
Galactosamine | - L-Arginine Tween 40 - Chloride
N-Acetyl
Neuraminic L-Aspartic y-Amino- Potassium
Acid - Acid Butryric Acid | T Tellurite
L-Glutamic a-Hydroxy-
a-D-Glucose + Acid Butyric Acid - Aztreonam
B-Hydroxy-
D,L-Butyric Sodium
D-Mannose + L-Histidine - Acid - Butyrate +
L-
Pyroglutamic a-Keto-Butyric Sodium
D-Fructose Acid Acid - Bromate +
Acetoacetic
D-Galactose L-Serine Acid +
3-Methyl
Glucose - Niaproof 4 - Propionic Acid | =
D-Fucose + Pectin + Acetic Acid -
D-
Galacturonic
L-Fucose - Acid - Formic Acid -
L-Galactonic
L-Rhamnose - Acid Lactone | -
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Tab. 3: Profil biochemiczny izolatu o morfologii ‘A’ pochodzacego z szalki oznaczonej jako
SKA-B obejmujacy utlenianie zwigzkéw wegla oraz aktywno$¢ metaboliczng (wytwarzanie
dehydrogenaz) w obecnosci antybiotykow, soli oraz przy roznych odczynach pH po 24

godzinach inkubacji.

substrat utlenianie substrat utlenianie substrat utlenianie substrat wytwarzanie
dehydrogenaz
D-Gluconic
Dextrin + Inosine Acid + pH 6 +
1% Sodium D-Glucuronic
D-Maltose + Lactate Acid + pH5 +
D-Trehalose + D-Serine - Glucuronamide | + 1% NaCl +
D-Cellobiose + D-Sorbitol - Mucic Acid - 4% NaCl +
Gentiobiose + D-Mannitol + Quinic Acid - 8% NaCl -
D-Saccharic
Sucrose + D-Arabitol - Acid - Fusidic Acid -
p-Hydroxy-
Phenylacetic
D-Turanose + myo-Inositol Acid - Troleandomycin | ~
Methyl
Stachyose + Glycerol Pyruvate + Rifamycin SV -
D-Glucose-6- D-Lactic Acid
D-Raffinose + PO4 - Methyl Ester - Minocycline -
D-Fructose-6-
o-D-Lactose + PO4 + L-Lactic Acid - Lincomycin -
D-Aspartic
D-Melibiose | + Acid - Citric Acid - Guanidine HCI | +
B-Methyl-D- a-Keto-
Glucoside + D-Serine - Glutaric Acid - Vancomycin -
Tetrazolium
D-Salicin + Gelatin - D-Malic Acid - Violet +
N-Acetyl-D- Glycyl-L- Tetrazolium
Glucosamine - Proline - L-Malic Acid - Blue +
N-Acetyl-B-
D- Bromo-
Mannosamine | + L-Alanine - Succinic Acid - Nalidixic Acid -
N-Acetyl-D- Lithium
Galactosamine | - L-Arginine - Tween 40 - Chloride +
N-Acetyl
Neuraminic L-Aspartic y-Amino- Potassium
Acid - Acid - Butryric Acid - Tellurite
L-Glutamic a-Hydroxy-
a-D-Glucose + Acid - Butyric Acid - Aztreonam
B-Hydroxy-
D,L-Butyric Sodium
D-Mannose + L-Histidine - Acid - Butyrate +
L-
Pyroglutamic a-Keto-Butyric Sodium
D-Fructose + Acid - Acid - Bromate -
Acetoacetic
D-Galactose + L-Serine - Acid +
3-Methyl
Glucose + Niaproof 4 - Propionic Acid | =
D-Fucose + Pectin + Acetic Acid +
D-
Galacturonic
L-Fucose Acid Formic Acid -
L-Galactonic
L-Rhamnose Acid Lactone
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Tab. 4: Profil biochemiczny izolatu o morfologii ‘A’ pochodzacego z szalki oznaczonej jako
SKA-B obejmujacy utlenianie zwigzkéw wegla oraz aktywnos$¢ metaboliczng (wytwarzanie
dehydrogenaz) w obecnosci antybiotykow, soli oraz przy roznych odczynach pH po 48

godzinach inkubacji.

substrat utlenianie substrat utlenianie substrat utlenianie substrat wytwarzanie
dehydrogenaz
D-Gluconic
Dextrin + Inosine Acid + pH 6 +
1% Sodium D-Glucuronic
D-Maltose + Lactate Acid + pH5 +
D-Trehalose + D-Serine - Glucuronamide | + 1% NaCl +
D-Cellobiose + D-Sorbitol - Mucic Acid - 4% NaCl +
Gentiobiose + D-Mannitol + Quinic Acid - 8% NaCl +
D-Saccharic
Sucrose + D-Arabitol - Acid - Fusidic Acid -
p-Hydroxy-
Phenylacetic
D-Turanose + myo-Inositol Acid - Troleandomycin | ~
Methyl
Stachyose + Glycerol Pyruvate + Rifamycin SV -
D-Glucose-6- D-Lactic Acid
D-Raffinose + PO4 - Methyl Ester - Minocycline -
D-Fructose-6-
o-D-Lactose + PO4 + L-Lactic Acid - Lincomycin
D-Aspartic
D-Melibiose + Acid - Citric Acid - Guanidine HCI
B-Methyl-D- a-Keto-
Glucoside + D-Serine - Glutaric Acid - Vancomycin -
Tetrazolium
D-Salicin + Gelatin - D-Malic Acid - Violet +
N-Acetyl-D- Glycyl-L- Tetrazolium
Glucosamine - Proline - L-Malic Acid - Blue +
N-Acetyl-B-
D- Bromo-
Mannosamine | + L-Alanine - Succinic Acid - Nalidixic Acid -
N-Acetyl-D- Lithium
Galactosamine | - L-Arginine - Tween 40 - Chloride +
N-Acetyl
Neuraminic L-Aspartic y-Amino- Potassium
Acid - Acid - Butryric Acid - Tellurite
L-Glutamic a-Hydroxy-
a-D-Glucose + Acid - Butyric Acid - Aztreonam
B-Hydroxy-
D,L-Butyric Sodium
D-Mannose + L-Histidine - Acid - Butyrate +
L-
Pyroglutamic a-Keto-Butyric Sodium
D-Fructose + Acid - Acid - Bromate -
Acetoacetic
D-Galactose + L-Serine - Acid +
3-Methyl
Glucose + Niaproof 4 - Propionic Acid | =
D-Fucose + Pectin + Acetic Acid +
D-
Galacturonic
L-Fucose Acid Formic Acid -
L-Galactonic
L-Rhamnose Acid Lactone
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Tab. 5: Profil biochemiczny izolatu o morfologii ‘B’ pochodzacego z szalki oznaczonej jako
SKA-B obejmujacy utlenianie zwigzkéw wegla oraz aktywnos$¢ metaboliczng (wytwarzanie
dehydrogenaz) w obecnos$ci antybiotykdw, soli oraz przy réznych odeczynach pH po 24

godzinach inkubacji.

substrat utlenianie substrat utlenianie substrat utlenianie substrat wytwarzanie
dehydrogenaz
D-Gluconic
Dextrin + Inosine - Acid - pH 6 +
1% Sodium D-Glucuronic
D-Maltose - Lactate + Acid + pH5 +
D-Trehalose - D-Serine - Glucuronamide | + 1% NaCl +
D-Cellobiose - D-Sorbitol - Mucic Acid - 4% NaCl +
Gentiobiose - D-Mannitol - Quinic Acid - 8% NaCl +
D-Saccharic
Sucrose - D-Arabitol - Acid - Fusidic Acid -
p-Hydroxy-
Phenylacetic
D-Turanose - myo-Inositol - Acid - Troleandomycin | ~
Methyl
Stachyose - Glycerol - Pyruvate + Rifamycin SV -
D-Glucose-6- D-Lactic Acid
D-Raffinose - PO4 - Methyl Ester - Minocycline -
D-Fructose-6-
o-D-Lactose - PO4 + L-Lactic Acid - Lincomycin
D-Aspartic
D-Melibiose - Acid - Citric Acid - Guanidine HCI
B-Methyl-D- a-Keto-
Glucoside - D-Serine - Glutaric Acid - Vancomycin -
Tetrazolium
D-Salicin - Gelatin - D-Malic Acid - Violet +
N-Acetyl-D- Glycyl-L- Tetrazolium
Glucosamine - Proline - L-Malic Acid + Blue -
N-Acetyl-B-
D- Bromo-
Mannosamine | - L-Alanine - Succinic Acid - Nalidixic Acid -
N-Acetyl-D- Lithium
Galactosamine | - L-Arginine - Tween 40 + Chloride +
N-Acetyl
Neuraminic L-Aspartic y-Amino- Potassium
Acid - Acid + Butryric Acid | - Tellurite
L-Glutamic a-Hydroxy-
a-D-Glucose + Acid - Butyric Acid - Aztreonam
B-Hydroxy-
D,L-Butyric Sodium
D-Mannose - L-Histidine + Acid + Butyrate +
L-
Pyroglutamic a-Keto-Butyric Sodium
D-Fructose - Acid - Acid - Bromate -
Acetoacetic
D-Galactose + L-Serine - Acid +
3-Methyl
Glucose - Niaproof 4 - Propionic Acid +
D-Fucose - Pectin - Acetic Acid +
D-
Galacturonic
L-Fucose - Acid Formic Acid +
L-Galactonic
L-Rhamnose - Acid Lactone
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Tab. 6: Profil biochemiczny izolatu o morfologii ‘B’ pochodzacego z szalki oznaczonej jako
SKA-B obejmujacy utlenianie zwigzkéw wegla oraz aktywnos$¢ metaboliczng (wytwarzanie
dehydrogenaz) w obecnosci antybiotykow, soli oraz przy roznych odczynach pH po 48

godzinach inkubacji.

substrat utlenianie substrat utlenianie substrat utlenianie substrat wytwarzanie
dehydrogenaz
D-Gluconic
Dextrin + Inosine - Acid + pH 6 +
1% Sodium D-Glucuronic
D-Maltose - Lactate + Acid + pHS +
D-Trehalose + D-Serine - Glucuronamide | + 1% NaCl +
D-Cellobiose - D-Sorbitol + Mucic Acid + 4% NaCl +
Gentiobiose + D-Mannitol + Quinic Acid + 8% NaCl +
D-Saccharic
Sucrose + D-Arabitol - Acid + Fusidic Acid -
p-Hydroxy-
Phenylacetic
D-Turanose - myo-Inositol - Acid - Troleandomycin | ~
Methyl
Stachyose + Glycerol - Pyruvate + Rifamycin SV -
D-Glucose-6- D-Lactic Acid
D-Raffinose + PO4 - Methyl Ester - Minocycline -
D-Fructose-6-
o-D-Lactose - PO4 + L-Lactic Acid Lincomycin
D-Aspartic
D-Melibiose - Acid - Citric Acid Guanidine HCI
B-Methyl-D- a-Keto-
Glucoside - D-Serine - Glutaric Acid - Vancomycin -
Tetrazolium
D-Salicin - Gelatin - D-Malic Acid - Violet +
N-Acetyl-D- Glycyl-L- Tetrazolium
Glucosamine - Proline - L-Malic Acid + Blue -
N-Acetyl-B-
D- Bromo-
Mannosamine | + L-Alanine Succinic Acid Nalidixic Acid -
N-Acetyl-D- Lithium
Galactosamine | - L-Arginine Tween 40 Chloride +
N-Acetyl
Neuraminic L-Aspartic y-Amino- Potassium
Acid : Acid Butryric Acid | T Tellurite +
L-Glutamic a-Hydroxy-
a-D-Glucose + Acid Butyric Acid + Aztreonam +
B-Hydroxy-
D,L-Butyric Sodium
D-Mannose - L-Histidine + Acid + Butyrate +
L-
Pyroglutamic a-Keto-Butyric Sodium
D-Fructose Acid Acid Bromate +
Acetoacetic
D-Galactose L-Serine Acid
3-Methyl
Glucose - Niaproof 4 - Propionic Acid | -
D-Fucose + Pectin + Acetic Acid +
D-
Galacturonic
L-Fucose - Acid - Formic Acid +
L-Galactonic
L-Rhamnose - Acid Lactone | T
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Tab. 7: Profil biochemiczny izolatu o morfologii ‘A’ pochodzacego z szalki oznaczonej jako
R2-B2 obejmujacy utlenianie zwigzkow wegla oraz aktywno$¢ metaboliczng (wytwarzanie
dehydrogenaz) w obecnosci antybiotykow, soli oraz przy roznych odczynach pH po 24
godzinach inkubacji.

substrat utlenianie substrat utlenianie substrat utlenianie substrat wytwarzanie
dehydrogenaz
D-Gluconic
Dextrin + Inosine - Acid + pH 6 +
1% Sodium D-Glucuronic
D-Maltose + Lactate + Acid + pH5 +
D-Trehalose + D-Serine - Glucuronamide | + 1% NaCl +
D-Cellobiose + D-Sorbitol + Mucic Acid + 4% NaCl +
Gentiobiose + D-Mannitol + Quinic Acid - 8% NaCl +
D-Saccharic
Sucrose + D-Arabitol - Acid + Fusidic Acid -
p-Hydroxy-
Phenylacetic
D-Turanose - myo-Inositol Acid - Troleandomycin | ~
Methyl
Stachyose + Glycerol Pyruvate + Rifamycin SV -
D-Glucose-6- D-Lactic Acid
D-Raffinose + PO4 - Methyl Ester - Minocycline -
D-Fructose-6-
o-D-Lactose - PO4 L-Lactic Acid Lincomycin -
D-Aspartic
D-Melibiose | + Acid Citric Acid Guanidine HCI | +
B-Methyl-D- a-Keto-
Glucoside + D-Serine - Glutaric Acid - Vancomycin -
Tetrazolium
D-Salicin + Gelatin + D-Malic Acid - Violet +
N-Acetyl-D- Glycyl-L- Tetrazolium
Glucosamine - Proline - L-Malic Acid + Blue -
N-Acetyl-B-
D- Bromo-
Mannosamine | - L-Alanine Succinic Acid + Nalidixic Acid -
N-Acetyl-D- Lithium
Galactosamine | - L-Arginine Tween 40 - Chloride +
N-Acetyl
Neuraminic L-Aspartic y-Amino- Potassium
Acid - Acid Butryric Acid - Tellurite
L-Glutamic a-Hydroxy-
a-D-Glucose + Acid Butyric Acid - Aztreonam
B-Hydroxy-
D,L-Butyric Sodium
D-Mannose + L-Histidine + Acid - Butyrate +
L-
Pyroglutamic a-Keto-Butyric Sodium
D-Fructose + Acid - Acid - Bromate -
Acetoacetic
D-Galactose - L-Serine - Acid +
3-Methyl
Glucose - Niaproof 4 - Propionic Acid | =
D-Fucose - Pectin + Acetic Acid -
D-
Galacturonic
L-Fucose - Acid Formic Acid -
L-Galactonic
L-Rhamnose - Acid Lactone
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Tab. 8: Profil biochemiczny izolatu o morfologii ‘A’ pochodzacego z szalki oznaczonej jako
R2-B2 obejmujacy utlenianie zwigzkow wegla oraz aktywno$¢ metaboliczng (wytwarzanie
dehydrogenaz) w obecnosci antybiotykow, soli oraz przy ré6znych odczynach pH po 48
godzinach inkubacji.

substrat utlenianie substrat utlenianie substrat utlenianie substrat wytwarzanie
dehydrogenaz
Dextrin . D-Gluconic
+ Inosine - Acid + pH 6 +
1% Sodium D-Glucuronic
D-Maltose + Lactate + Acid + pH5 +
D-Trehalose + D-Serine - Glucuronamide | + 1% NaCl +
D-Cellobiose + D-Sorbitol + Mucic Acid + 4% NaCl +
Gentiobiose + D-Mannitol + Quinic Acid - 8% NaCl +
D-Saccharic
Sucrose + D-Arabitol - Acid + Fusidic Acid -
p-Hydroxy-
Phenylacetic
D-Turanose + myo-Inositol Acid - Troleandomycin | ~
Methyl
Stachyose + Glycerol Pyruvate + Rifamycin SV -
D-Glucose-6- D-Lactic Acid
D-Raffinose + PO4 - Methyl Ester - Minocycline -
D-Fructose-6-
o-D-Lactose - PO4 L-Lactic Acid + Lincomycin -
D-Aspartic
D-Melibiose | + Acid Citric Acid + Guanidine HCI | +
B-Methyl-D- a-Keto-
Glucoside + D-Serine - Glutaric Acid + Vancomycin -
Tetrazolium
D-Salicin + Gelatin + D-Malic Acid - Violet +
N-Acetyl-D- Glycyl-L- Tetrazolium
Glucosamine + Proline - L-Malic Acid + Blue -
N-Acetyl-B-
D- Bromo-
Mannosamine | - L-Alanine Succinic Acid + Nalidixic Acid -
N-Acetyl-D- Lithium
Galactosamine | - L-Arginine Tween 40 - Chloride +
N-Acetyl
Neuraminic L-Aspartic y-Amino- Potassium
Acid - Acid Butryric Acid | T Tellurite
L-Glutamic a-Hydroxy-
a-D-Glucose + Acid Butyric Acid - Aztreonam
B-Hydroxy-
D,L-Butyric Sodium
D-Mannose + L-Histidine + Acid - Butyrate +
L-
Pyroglutamic a-Keto-Butyric Sodium
D-Fructose + Acid Acid - Bromate -
Acetoacetic
D-Galactose - L-Serine Acid +
3-Methyl
Glucose - Niaproof 4 - Propionic Acid | =
D-Fucose - Pectin + Acetic Acid -
D-
Galacturonic
L-Fucose - Acid Formic Acid -
L-Galactonic
L-Rhamnose + Acid Lactone
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Tab. 9: Profil biochemiczny izolatu o morfologii ‘B’ pochodzacego z szalki oznaczonej jako
R2-B2 obejmujacy utlenianie zwigzkow wegla oraz aktywno$¢ metaboliczng (wytwarzanie
dehydrogenaz) w obecnos$ci antybiotykow, soli oraz przy réznych odczynach pH po 24
godzinach inkubacji.

substrat utlenianie substrat utlenianie substrat utlenianie substrat wytwarzanie
dehydrogenaz
D-Gluconic
Dextrin + Inosine - Acid + pH 6 +
1% Sodium D-Glucuronic
D-Maltose + Lactate + Acid + pH5 +
D-Trehalose + D-Serine - Glucuronamide | + 1% NaCl +
D-Cellobiose + D-Sorbitol + Mucic Acid + 4% NaCl +
Gentiobiose + D-Mannitol + Quinic Acid - 8% NaCl +
D-Saccharic
Sucrose + D-Arabitol - Acid + Fusidic Acid -
p-Hydroxy-
Phenylacetic
D-Turanose + myo-Inositol Acid - Troleandomycin | ~
Methyl
Stachyose + Glycerol Pyruvate + Rifamycin SV -
D-Glucose-6- D-Lactic Acid
D-Raffinose + PO4 - Methyl Ester - Minocycline -
D-Fructose-6-
o-D-Lactose - PO4 L-Lactic Acid + Lincomycin -
D-Aspartic
D-Melibiose | + Acid Citric Acid + Guanidine HCI | +
B-Methyl-D- a-Keto-
Glucoside + D-Serine - Glutaric Acid - Vancomycin -
Tetrazolium
D-Salicin + Gelatin - D-Malic Acid - Violet +
N-Acetyl-D- Glycyl-L- Tetrazolium
Glucosamine + Proline - L-Malic Acid + Blue -
N-Acetyl-B-
D- Bromo-
Mannosamine | - L-Alanine Succinic Acid + Nalidixic Acid -
N-Acetyl-D- Lithium
Galactosamine | - L-Arginine Tween 40 - Chloride +
N-Acetyl
Neuraminic L-Aspartic y-Amino- Potassium
Acid - Acid Butryric Acid | T Tellurite
L-Glutamic a-Hydroxy-
a-D-Glucose + Acid Butyric Acid - Aztreonam
B-Hydroxy-
D,L-Butyric Sodium
D-Mannose + L-Histidine + Acid - Butyrate +
L-
Pyroglutamic a-Keto-Butyric Sodium
D-Fructose + Acid - Acid - Bromate -
Acetoacetic
D-Galactose - L-Serine + Acid +
3-Methyl
Glucose - Niaproof 4 - Propionic Acid | =
D-Fucose - Pectin + Acetic Acid +
D-
Galacturonic
L-Fucose - Acid Formic Acid +
L-Galactonic
L-Rhamnose - Acid Lactone
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Tab. 10: Profil biochemiczny izolatu o morfologii ‘B’ pochodzacego z szalki oznaczonej jako
R2-B2 obejmujacy utlenianie zwigzkow wegla oraz aktywno$¢ metaboliczng (wytwarzanie
dehydrogenaz) w obecnosci antybiotykow, soli oraz przy roznych odczynach pH po 48
godzinach inkubacji.

substrat utlenianie substrat utlenianie substrat utlenianie substrat wytwarzanie
dehydrogenaz
Dextrin . D—Gluconic
+ Inosine - Acid + pH6 +
1% Sodium D-Glucuronic
D-Maltose + Lactate + Acid + pHS +
D-Trehalose + D-Serine - Glucuronamide | + 1% NaCl +
D-Cellobiose + D-Sorbitol + Mucic Acid + 4% NaCl +
Gentiobiose + D-Mannitol + Quinic Acid - 8% NaCl +
D-Saccharic
Sucrose + D-Arabitol - Acid + Fusidic Acid -
p-Hydroxy-
Phenylacetic
D-Turanose + myo-Inositol + Acid - Troleandomycin | ~
Methyl
Stachyose + Glycerol + Pyruvate + Rifamycin SV -
D-Glucose-6- D-Lactic Acid
D-Raffinose + PO4 + Methyl Ester - Minocycline -
D-Fructose-6-
o-D-Lactose - PO4 + L-Lactic Acid Lincomycin -
D-Aspartic
D-Melibiose | + Acid + Citric Acid GuanidineHCl | t
B-Methyl-D- a-Keto-
Glucoside + D-Serine - Glutaric Acid - Vancomycin -
Tetrazolium
D-Salicin + Gelatin + D-Malic Acid - Violet +
N-Acetyl-D- Glycyl-L- Tetrazolium
Glucosamine + Proline - L-Malic Acid + Blue -
N-Acetyl-B-
D- Bromo-
Mannosamine | - L-Alanine Succinic Acid + Nalidixic Acid -
N-Acetyl-D- Lithium
Galactosamine | - L-Arginine Tween 40 - Chloride +
N-Acetyl
Neuraminic L-Aspartic y-Amino- Potassium
Acid : Acid Butryric Acid | T Tellurite +
L-Glutamic a-Hydroxy-
a-D-Glucose + Acid Butyric Acid - Aztreonam +
B-Hydroxy-
D,L-Butyric Sodium
D-Mannose + L-Histidine + Acid - Butyrate +
L-
Pyroglutamic a-Keto-Butyric Sodium
D-Fructose + Acid - Acid - Bromate -
Acetoacetic
D-Galactose - L-Serine + Acid +
3-Methyl
Glucose - Niaproof 4 - Propionic Acid | -
D-Fucose - Pectin + Acetic Acid +
D-
Galacturonic
L-Fucose - Acid Formic Acid +

L-Rhamnose

L-Galactonic
Acid Lactone
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Tab. 11: Profil biochemiczny izolatu o morfologii ‘C’ pochodzacego z szalki oznaczonej jako
R2-B2 obejmujacy utlenianie zwigzkow wegla oraz aktywno$¢ metaboliczng (wytwarzanie
dehydrogenaz) w obecnos$ci antybiotykdw, soli oraz przy réznych odeczynach pH po 24
godzinach inkubacji.

substrat utlenianie substrat utlenianie substrat utlenianie substrat wytwarzanie
dehydrogenaz
Dextrin . D-Gluconic
+ Inosine Acid + pH 6 +
1% Sodium D-Glucuronic
D-Maltose + Lactate Acid + pH5 +
D-Trehalose + D-Serine - Glucuronamide | + 1% NaCl +
D-Cellobiose + D-Sorbitol + Mucic Acid + 4% NaCl +
Gentiobiose + D-Mannitol + Quinic Acid - 8% NaCl +
D-Saccharic
Sucrose + D-Arabitol - Acid + Fusidic Acid -
p-Hydroxy-
Phenylacetic
D-Turanose + myo-Inositol Acid - Troleandomycin | ~
Methyl
Stachyose + Glycerol Pyruvate + Rifamycin SV -
D-Glucose-6- D-Lactic Acid
D-Raffinose + PO4 - Methyl Ester - Minocycline -
D-Fructose-6-
o-D-Lactose - PO4 L-Lactic Acid + Lincomycin -
D-Aspartic
D-Melibiose | + Acid Citric Acid + Guanidine HCI | +
B-Methyl-D- a-Keto-
Glucoside + D-Serine - Glutaric Acid - Vancomycin -
Tetrazolium
D-Salicin + Gelatin - D-Malic Acid - Violet +
N-Acetyl-D- Glycyl-L- Tetrazolium
Glucosamine + Proline - L-Malic Acid + Blue -
N-Acetyl-B-
D- Bromo-
Mannosamine | - L-Alanine + Succinic Acid - Nalidixic Acid -
N-Acetyl-D- Lithium
Galactosamine | - L-Arginine - Tween 40 - Chloride +
N-Acetyl
Neuraminic L-Aspartic y-Amino- Potassium
Acid - Acid Butryric Acid - Tellurite
L-Glutamic a-Hydroxy-
a-D-Glucose + Acid Butyric Acid - Aztreonam
B-Hydroxy-
D,L-Butyric Sodium
D-Mannose + L-Histidine + Acid - Butyrate +
L-
Pyroglutamic a-Keto-Butyric Sodium
D-Fructose + Acid - Acid - Bromate +
Acetoacetic
D-Galactose - L-Serine - Acid +
3-Methyl
Glucose - Niaproof 4 - Propionic Acid | =
D-Fucose + Pectin + Acetic Acid -
D-
Galacturonic
L-Fucose Acid Formic Acid +
L-Galactonic
L-Rhamnose Acid Lactone
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Tab. 12: Profil biochemiczny izolatu o morfologii ‘C’ pochodzacego z szalki oznaczonej jako
R2-B2 obejmujacy utlenianie zwigzkow wegla oraz aktywnos¢ metaboliczng (wytwarzanie
dehydrogenaz) w obecnosci antybiotykow, soli oraz przy roznych odczynach pH po 48
godzinach inkubacji.

substrat utlenianie substrat utlenianie substrat utlenianie substrat wytwarzanie
dehydrogenaz
Dextrin . D-Gluconic
+ Inosine Acid + pH 6 +
1% Sodium D-Glucuronic
D-Maltose + Lactate Acid + pH5 +
D-Trehalose + D-Serine - Glucuronamide | + 1% NaCl +
D-Cellobiose + D-Sorbitol + Mucic Acid + 4% NaCl +
Gentiobiose + D-Mannitol + Quinic Acid - 8% NaCl +
D-Saccharic
Sucrose + D-Arabitol - Acid + Fusidic Acid -
p-Hydroxy-
Phenylacetic
D-Turanose + myo-Inositol Acid - Troleandomycin | ~
Methyl
Stachyose + Glycerol Pyruvate + Rifamycin SV -
D-Glucose-6- D-Lactic Acid
D-Raffinose + PO4 - Methyl Ester - Minocycline -
D-Fructose-6-
o-D-Lactose - PO4 L-Lactic Acid + Lincomycin -
D-Aspartic
D-Melibiose | + Acid Citric Acid + Guanidine HCI | +
B-Methyl-D- a-Keto-
Glucoside + D-Serine - Glutaric Acid + Vancomycin -
Tetrazolium
D-Salicin + Gelatin + D-Malic Acid - Violet +
N-Acetyl-D- Glycyl-L- Tetrazolium
Glucosamine + Proline - L-Malic Acid + Blue -
N-Acetyl-B-
D- Bromo-
Mannosamine | - L-Alanine Succinic Acid + Nalidixic Acid -
N-Acetyl-D- Lithium
Galactosamine | - L-Arginine Tween 40 - Chloride +
N-Acetyl
Neuraminic L-Aspartic y-Amino- Potassium
Acid + Acid Butryric Acid - Tellurite
L-Glutamic a-Hydroxy-
a-D-Glucose + Acid Butyric Acid - Aztreonam
B-Hydroxy-
D,L-Butyric Sodium
D-Mannose + L-Histidine + Acid - Butyrate +
L-
Pyroglutamic a-Keto-Butyric Sodium
D-Fructose + Acid + Acid - Bromate +
Acetoacetic
D-Galactose - L-Serine - Acid +
3-Methyl
Glucose - Niaproof 4 - Propionic Acid +
D-Fucose + Pectin + Acetic Acid -
D-
Galacturonic
L-Fucose Acid Formic Acid +
L-Galactonic
L-Rhamnose Acid Lactone
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Tab. 13: Profil biochemiczny izolatu o morfologii ‘A’ pochodzacego z szalki oznaczonej jako
SKA-A3 obejmujacy utlenianie zwigzkow wegla oraz aktywnos$¢ metaboliczng (wytwarzanie
dehydrogenaz) w obecnos$ci antybiotykdw, soli oraz przy réznych odeczynach pH po 24

godzinach inkubacji.

substrat utlenianie substrat utlenianie substrat utlenianie substrat wytwarzanie
dehydrogenaz
Dextrin . D-Gluconic
+ Inosine - Acid + pH 6 +
1% Sodium D-Glucuronic
D-Maltose + Lactate + Acid + pH5 +
D-Trehalose + D-Serine - Glucuronamide | + 1% NaCl +
D-Cellobiose + D-Sorbitol + Mucic Acid + 4% NaCl +
Gentiobiose + D-Mannitol + Quinic Acid - 8% NaCl +
D-Saccharic
Sucrose + D-Arabitol - Acid + Fusidic Acid -
p-Hydroxy-
Phenylacetic
D-Turanose + myo-Inositol Acid - Troleandomycin | ~
Methyl
Stachyose + Glycerol Pyruvate + Rifamycin SV -
D-Glucose-6- D-Lactic Acid
D-Raffinose + PO4 - Methyl Ester - Minocycline -
D-Fructose-6-
o-D-Lactose - PO4 L-Lactic Acid Lincomycin -
D-Aspartic
D-Melibiose | + Acid Citric Acid Guanidine HCI | +
B-Methyl-D- a-Keto-
Glucoside + D-Serine - Glutaric Acid - Vancomycin -
Tetrazolium
D-Salicin + Gelatin - D-Malic Acid - Violet +
N-Acetyl-D- Glycyl-L- Tetrazolium
Glucosamine - Proline - L-Malic Acid + Blue -
N-Acetyl-B-
D- Bromo-
Mannosamine | - L-Alanine + Succinic Acid - Nalidixic Acid -
N-Acetyl-D- Lithium
Galactosamine | - L-Arginine - Tween 40 - Chloride +
N-Acetyl
Neuraminic L-Aspartic y-Amino- Potassium
Acid - Acid Butryric Acid - Tellurite
L-Glutamic a-Hydroxy-
a-D-Glucose + Acid Butyric Acid - Aztreonam
B-Hydroxy-
D,L-Butyric Sodium
D-Mannose + L-Histidine + Acid - Butyrate +
L-
Pyroglutamic a-Keto-Butyric Sodium
D-Fructose + Acid - Acid - Bromate -
Acetoacetic
D-Galactose - L-Serine + Acid +
3-Methyl
Glucose - Niaproof 4 - Propionic Acid | =
D-Fucose - Pectin + Acetic Acid -
D-
Galacturonic
L-Fucose Acid Formic Acid -
L-Galactonic
L-Rhamnose Acid Lactone
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Tab. 14: Profil biochemiczny izolatu o morfologii ‘A’ pochodzacego z szalki oznaczonej jako
SKA-A3 obejmujacy utlenianie zwigzkow wegla oraz aktywno$¢ metaboliczng (wytwarzanie
dehydrogenaz) w obecnosci antybiotykow, soli oraz przy roznych odczynach pH po 48

godzinach inkubacji.

substrat utlenianie substrat utlenianie substrat utlenianie substrat wytwarzanie
dehydrogenaz
Dextrin . D—Gluconic
+ Inosine - Acid + pH6 +
1% Sodium D-Glucuronic
D-Maltose + Lactate + Acid + pHS +
D-Trehalose + D-Serine - Glucuronamide | + 1% NaCl +
D-Cellobiose + D-Sorbitol + Mucic Acid + 4% NaCl +
Gentiobiose + D-Mannitol + Quinic Acid - 8% NaCl +
D-Saccharic
Sucrose + D-Arabitol - Acid + Fusidic Acid -
p-Hydroxy-
Phenylacetic
D-Turanose + myo-Inositol Acid - Troleandomycin | ~
Methyl
Stachyose + Glycerol Pyruvate + Rifamycin SV -
D-Glucose-6- D-Lactic Acid
D-Raffinose + PO4 - Methyl Ester - Minocycline -
D-Fructose-6-
o-D-Lactose - PO4 L-Lactic Acid Lincomycin -
D-Aspartic
D-Melibiose + Acid Citric Acid Guanidine HCI +
B-Methyl-D- a-Keto-
Glucoside + D-Serine - Glutaric Acid - Vancomycin -
Tetrazolium
D-Salicin + Gelatin + D-Malic Acid - Violet +
N-Acetyl-D- Glycyl-L- Tetrazolium
Glucosamine + Proline - L-Malic Acid + Blue -
N-Acetyl-B-
D- Bromo-
Mannosamine | - L-Alanine Succinic Acid - Nalidixic Acid -
N-Acetyl-D- Lithium
Galactosamine | - L-Arginine Tween 40 - Chloride +
N-Acetyl
Neuraminic L-Aspartic y-Amino- Potassium
Acid : Acid Butryric Acid | - Tellurite +
L-Glutamic a-Hydroxy-
a-D-Glucose + Acid Butyric Acid - Aztreonam +
B-Hydroxy-
D,L-Butyric Sodium
D-Mannose + L-Histidine + Acid - Butyrate +
L-
Pyroglutamic a-Keto-Butyric Sodium
D-Fructose + Acid - Acid - Bromate +
Acetoacetic
D-Galactose - L-Serine + Acid +
3-Methyl
Glucose - Niaproof 4 - Propionic Acid | -
D-Fucose - Pectin + Acetic Acid -
D-
Galacturonic
L-Fucose Acid Formic Acid +

L-Rhamnose

L-Galactonic
Acid Lactone
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Tab. 15: Profil biochemiczny izolatu o morfologii ‘B’ pochodzacego z szalki oznaczonej jako
SKA-A3 obejmujacy utlenianie zwigzkow wegla oraz aktywnos$¢ metaboliczng (wytwarzanie
dehydrogenaz) w obecnos$ci antybiotykow, soli oraz przy réznych odczynach pH po 24

godzinach inkubacji.

substrat utlenianie substrat utlenianie substrat utlenianie substrat wytwarzanie
dehydrogenaz
Dextrin . D-Gluconic
+ Inosine Acid + pH 6 +
1% Sodium D-Glucuronic
D-Maltose - Lactate Acid + pH5 -
D-Trehalose + D-Serine - Glucuronamide | + 1% NaCl +
D-Cellobiose + D-Sorbitol - Mucic Acid - 4% NaCl +
Gentiobiose + D-Mannitol + Quinic Acid + 8% NaCl +
D-Saccharic
Sucrose + D-Arabitol - Acid - Fusidic Acid -
p-Hydroxy-
Phenylacetic
D-Turanose - myo-Inositol - Acid - Troleandomycin | ~
Methyl
Stachyose + Glycerol + Pyruvate + Rifamycin SV -
D-Glucose-6- D-Lactic Acid
D-Raffinose + PO4 - Methyl Ester - Minocycline -
D-Fructose-6-
o-D-Lactose - PO4 L-Lactic Acid + Lincomycin -
D-Aspartic
D-Melibiose | + Acid Citric Acid + Guanidine HCI | +
B-Methyl-D- a-Keto-
Glucoside + D-Serine - Glutaric Acid + Vancomycin -
Tetrazolium
D-Salicin + Gelatin + D-Malic Acid + Violet +
N-Acetyl-D- Glycyl-L- Tetrazolium
Glucosamine + Proline - L-Malic Acid + Blue -
N-Acetyl-B-
D- Bromo-
Mannosamine | + L-Alanine Succinic Acid - Nalidixic Acid -
N-Acetyl-D- Lithium
Galactosamine | - L-Arginine Tween 40 - Chloride +
N-Acetyl
Neuraminic L-Aspartic y-Amino- Potassium
Acid - Acid Butryric Acid | T Tellurite
L-Glutamic a-Hydroxy-
a-D-Glucose + Acid Butyric Acid - Aztreonam
B-Hydroxy-
D,L-Butyric Sodium
D-Mannose + L-Histidine - Acid - Butyrate +
L-
Pyroglutamic a-Keto-Butyric Sodium
D-Fructose Acid Acid - Bromate +
Acetoacetic
D-Galactose L-Serine Acid -
3-Methyl
Glucose - Niaproof 4 - Propionic Acid | =
D-Fucose + Pectin + Acetic Acid -
D-
Galacturonic
L-Fucose - Acid Formic Acid -
L-Galactonic
L-Rhamnose - Acid Lactone
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Tab. 16: Profil biochemiczny izolatu o morfologii ‘B’ pochodzacego z szalki oznaczonej jako
SKA-A3 obejmujacy utlenianie zwigzkow wegla oraz aktywnos$¢ metaboliczng (wytwarzanie
dehydrogenaz) w obecnosci antybiotykow, soli oraz przy roznych odczynach pH po 48

godzinach inkubacji.

substrat utlenianie substrat utlenianie substrat utlenianie substrat wytwarzanie
dehydrogenaz
Dextrin . D—Gluconic
+ Inosine Acid + pH 6 +
1% Sodium D-Glucuronic
D-Maltose - Lactate Acid + pHS +
D-Trehalose + D-Serine - Glucuronamide | T 1% NaCl +
D-Cellobiose + D-Sorbitol - Mucic Acid - 4% NaCl +
Gentiobiose + D-Mannitol + Quinic Acid + 8% NaCl +
D-Saccharic
Sucrose + D-Arabitol - Acid - Fusidic Acid -
p-Hydroxy-
Phenylacetic
D-Turanose - myo-Inositol - Acid - Troleandomycin | ~
Methyl
Stachyose + Glycerol + Pyruvate + Rifamycin SV -
D-Glucose-6- D-Lactic Acid
D-Raffinose + PO4 - Methyl Ester - Minocycline -
D-Fructose-6-
o-D-Lactose - PO4 L-Lactic Acid + Lincomycin -
D-Aspartic
D-Melibiose | + Acid Citric Acid + Guanidine HCI | +
B-Methyl-D- a-Keto-
Glucoside + D-Serine - Glutaric Acid + Vancomycin -
Tetrazolium
D-Salicin + Gelatin + D-Malic Acid | + Violet +
N-Acetyl-D- Glycyl-L- Tetrazolium
Glucosamine + Proline - L-Malic Acid + Blue -
N-Acetyl-B-
D- Bromo-
Mannosamine | + L-Alanine Succinic Acid + Nalidixic Acid
N-Acetyl-D- Lithium
Galactosamine | - L-Arginine Tween 40 - Chloride
N-Acetyl
Neuraminic L-Aspartic y-Amino- Potassium
Acid : Acid Butryric Acid | T Tellurite +
L-Glutamic a-Hydroxy-
a-D-Glucose + Acid Butyric Acid - Aztreonam +
B-Hydroxy-
D,L-Butyric Sodium
D-Mannose + L-Histidine - Acid - Butyrate +
L-
Pyroglutamic a-Keto-Butyric Sodium
D-Fructose + Acid Acid - Bromate +
Acetoacetic
D-Galactose + L-Serine Acid -
3-Methyl
Glucose + Niaproof 4 - Propionic Acid | -
D-Fucose + Pectin + Acetic Acid -
D-
Galacturonic
L-Fucose Acid Formic Acid -

L-Rhamnose

L-Galactonic
Acid Lactone
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Tab. 17: Profil biochemiczny izolatu o morfologii ‘C’ pochodzacego z szalki oznaczonej jako
SKA-A3 obejmujacy utlenianie zwigzkow wegla oraz aktywnos$¢ metaboliczng (wytwarzanie
dehydrogenaz) w obecnos$ci antybiotykow, soli oraz przy réznych odczynach pH po 24

godzinach inkubacji.

substrat utlenianie substrat utlenianie substrat utlenianie substrat wytwarzanie
dehydrogenaz
Dextrin . D-Gluconic
+ Inosine Acid + pH 6 +
1% Sodium D-Glucuronic
D-Maltose - Lactate Acid + pH5 +
D-Trehalose + D-Serine - Glucuronamide | + 1% NaCl +
D-Cellobiose + D-Sorbitol - Mucic Acid - 4% NaCl +
Gentiobiose + D-Mannitol + Quinic Acid + 8% NaCl +
D-Saccharic
Sucrose + D-Arabitol - Acid - Fusidic Acid -
p-Hydroxy-
Phenylacetic
D-Turanose - myo-Inositol - Acid - Troleandomycin | ~
Methyl
Stachyose + Glycerol + Pyruvate + Rifamycin SV -
D-Glucose-6- D-Lactic Acid
D-Raffinose + PO4 - Methyl Ester + Minocycline -
D-Fructose-6-
o-D-Lactose - PO4 L-Lactic Acid + Lincomycin -
D-Aspartic
D-Melibiose | + Acid Citric Acid + Guanidine HCI | +
B-Methyl-D- a-Keto-
Glucoside + D-Serine - Glutaric Acid + Vancomycin -
Tetrazolium
D-Salicin + Gelatin + D-Malic Acid + Violet +
N-Acetyl-D- Glycyl-L- Tetrazolium
Glucosamine + Proline - L-Malic Acid + Blue -
N-Acetyl-B-
D- Bromo-
Mannosamine | + L-Alanine Succinic Acid - Nalidixic Acid
N-Acetyl-D- Lithium
Galactosamine | - L-Arginine Tween 40 - Chloride
N-Acetyl
Neuraminic L-Aspartic y-Amino- Potassium
Acid - Acid Butryric Acid | T Tellurite
L-Glutamic a-Hydroxy-
a-D-Glucose + Acid Butyric Acid - Aztreonam
B-Hydroxy-
D,L-Butyric Sodium
D-Mannose + L-Histidine - Acid - Butyrate +
L-
Pyroglutamic a-Keto-Butyric Sodium
D-Fructose + Acid Acid - Bromate -
Acetoacetic
D-Galactose - L-Serine Acid +
3-Methyl
Glucose - Niaproof 4 - Propionic Acid | =
D-Fucose + Pectin + Acetic Acid -
D-
Galacturonic
L-Fucose + Acid + Formic Acid -
L-Galactonic
L-Rhamnose - Acid Lactone | -
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Tab. 18: Profil biochemiczny izolatu o morfologii ‘C’ pochodzacego z szalki oznaczonej jako
SKA-A3 obejmujacy utlenianie zwigzkow wegla oraz aktywnos$¢ metaboliczng (wytwarzanie
dehydrogenaz) w obecnosci antybiotykow, soli oraz przy roznych odczynach pH po 48

godzinach inkubacji.

substrat utlenianie substrat utlenianie substrat utlenianie substrat wytwarzanie
dehydrogenaz
Dextrin . D—Gluconic
+ Inosine Acid + pH 6 +
1% Sodium D-Glucuronic
D-Maltose - Lactate Acid + pHS +
D-Trehalose + D-Serine - Glucuronamide | T 1% NaCl +
D-Cellobiose + D-Sorbitol - Mucic Acid - 4% NaCl +
Gentiobiose + D-Mannitol + Quinic Acid + 8% NaCl +
D-Saccharic
Sucrose + D-Arabitol - Acid - Fusidic Acid -
p-Hydroxy-
Phenylacetic
D-Turanose - myo-Inositol - Acid - Troleandomycin | ~
Methyl
Stachyose + Glycerol + Pyruvate + Rifamycin SV -
D-Glucose-6- D-Lactic Acid
D-Raffinose + PO4 - Methyl Ester + Minocycline -
D-Fructose-6-
o-D-Lactose - PO4 L-Lactic Acid + Lincomycin -
D-Aspartic
D-Melibiose | + Acid Citric Acid + Guanidine HCI | +
B-Methyl-D- a-Keto-
Glucoside + D-Serine - Glutaric Acid + Vancomycin -
Tetrazolium
D-Salicin + Gelatin + D-Malic Acid | + Violet +
N-Acetyl-D- Glycyl-L- Tetrazolium
Glucosamine + Proline - L-Malic Acid + Blue -
N-Acetyl-B-
D- Bromo-
Mannosamine | + L-Alanine Succinic Acid + Nalidixic Acid
N-Acetyl-D- Lithium
Galactosamine | - L-Arginine Tween 40 - Chloride
N-Acetyl
Neuraminic L-Aspartic y-Amino- Potassium
Acid : Acid Butryric Acid | T Tellurite +
L-Glutamic a-Hydroxy-
a-D-Glucose + Acid Butyric Acid - Aztreonam +
B-Hydroxy-
D,L-Butyric Sodium
D-Mannose + L-Histidine - Acid - Butyrate +
L-
Pyroglutamic a-Keto-Butyric Sodium
D-Fructose Acid Acid - Bromate +
Acetoacetic
D-Galactose L-Serine Acid +
3-Methyl
Glucose - Niaproof 4 - Propionic Acid | -
D-Fucose + Pectin + Acetic Acid -
D-
Galacturonic
L-Fucose + Acid + Formic Acid -

L-Rhamnose

L-Galactonic
Acid Lactone
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ANNEX II

Przewodnik z zaleceniami dla sadownictwa ekologicznego

(wytyczne w zakresie przeciwdzialania skazeniom produktéow roslinnych zwigzkami
DDT)

Zanieczyszczenie srodowiska jest problemem, ktory wptywa nie tylko na naturalne
zasoby w S$rodowisku, ale takze w agroekosystemie. W tym systemie skazenie gleb i
pozostatlosci pestycydow sa jednym z gltownych zrodet zanieczyszczen, ktérych ryzyko
wystgpienia jest szeroko analizowane i oceniane podczas procesu zatwierdzania nowych lub
juz zatwierdzonych do uzytku substancji czynnych. W przypadku substancji takich jak tzw.
trwale zanieczyszczenia organiczne, a wsrdd nich rowniez DDT, ktore byly stosowane w
przesztosci - stwierdzono, ze maja one bardzo dlugg trwato$¢ w glebie 1 wcigz istnieje
mozliwo$¢ znajdowania ich pozostalosci w produktach spozywczych z powodu
przypadkowych zanieczyszczen. Jednakze, oprocz ryzyka zanieczyszczenia, fakt stwierdzenia
pozostalosci w ekologicznych kwalifikowanych uprawach moze roéwniez wskazywaé na
zastosowanie niedozwolonej substancji.

W obecnym czasie, kiedy istnieje zakaz stosowania srodkéw opartych na DDT, obok ilosci,
ktore moga wynika¢ z wczesniejszych zastosowan, zanieczyszczenie roslin lub gleby, ktore
wykazuja duze sktonnosci do bioakumulacji jest mozliwe przez pozostatosci tej substancji
pochodzace z atmosfery. Na przyktad z powodu przenoszenia ich przez wiatr nawet z duzych
odleglos$ci, z powodu erozji gleby lub sptywanie z zanieczyszczonych gleb na sasiednie tereny.
Poziom potencjalnego zanieczyszczenia z innych zrodet lub pozostatosci z wezesniejszych
zastosowan mozna ocenic¢, bioragc pod uwage wyniki monitoringu i badan przeprowadzonych
w roznych krajach. Pozostatosci DDT w probkach lisci roslin drzewiastych i porostéw pobrane
z Buropejskich naturalnych siedlisk w latach 1983-84 byly na poziomie od 3.5 do 1400 ng/g
s.m (tj. 1.4 mg/kg, a trzeba pamigtac, ze najwyzszy dopuszczalny poziom pozostatosci - NDP
- dla zywnosci pochodzenia roslinnego wynosi 0.05 mg/kg!). W 2002 roku, w rejonie delty
rzeki Yangtze (Chiny), w powietrzu odnotowano nawet okoto 1000 pg/m* DDT. Ten bardzo
wysoki poziom zanieczyszczenia powietrza byl zwigzany ze zastosowaniem dikofolu
(akarycydu), ktéry byt i nadal jest syntetyzowany z DDT, za$§ jego formulacje zawieraty
wysokie st¢zenia technicznego DDT. W raporcie UE dotyczacym pozostalo$ci pestycydow w
zywnos$ci w 2016 r. opublikowanym przez EFSA najczgéciej wymienianymi pestycydami w
produktach zwierzgcych byly trwale zanieczyszczenia organiczne, przy czym DDT
stwierdzono w okoto 2,8% probek. Ten sam dokument informuje o wynikach analiz 5495
probek produktow ekologicznych. Okoto 4% probek z wykrytymi pozostatosciami rowniez
pochodzacych z krajow Azji Wschodniej, zawierato pozostatosci DDT, ale byty nizsze od NDP.
Problem pozostatosci DDT w agroekosystemie jest wigc nadal rzeczywistoscia.

W Polsce, podobnie jak w innych krajach UE, pomimo, ze od prawie 30 lat istnieje zakaz
stosowania $rodkéw zawierajacych DDT, nadal w niektorych produktach zywnos$ciowych
mozna zidentyfikowa¢ zanieczyszczania pozostalo$ciami tej substancji lub jej metabolitami
(DDE, DDD 1 ich izomerami — o,p-DDE, p,p'-DDE, o,p'-DDD, itp.). Zwigkszona czutos¢
analityczna metod 1 narzedzi wykorzystywanych do analizy pozostatosci pestycyddéw i innych
zwigzkow spowodowala, ze coraz czesciej mogg by¢ wykrywane pozostatosci DDT, w
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niektorych partiach produktoéw, takze ekologicznych. Na przyktad, w kilku probkach ziot
pobranych w 2007 roku w potudniowej czesci Polski stwierdzono przekroczenie NDP. Wyniki
monitoringu poziomu zanieczyszczenia prowadzonego przez nas w ramach projektu
finansowanego przez Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju Wsi pokazuja, ze okoto 80% probek
gleby ze 100 pobranych w réznych wojewddztwach, zawierato pozostatosci tego zwigzku.
Dlatego wazne jest znalezienie metody redukcji lub eliminacji tego zanieczyszczenia
bezposrednio w glebie. Chemiczne i1 fizyczne traktowanie gleby jest szybsze niz zabiegi
biologiczne, ale generalnie bardziej niszczace 1 inwazyjne dla gleby, bardziej energochtonne i
czesto drozsze niz remediacja. Remediacja skupia si¢ na 3 metodach, charakteryzujacych sie
tatwoscia stosowania, niskim kosztem oraz ogdlng akceptacja sSrodowiskowa:

a) Bioremediacja, zastosowanie mikroorganizmow wspomagajacych rozktad DDT do
zwigzkow niezalegajacych w glebie i nieszkodliwych,

b) Fitoremediacja, uprawa roslin akumulujacych pozostalosci DDT, ktére beda
umozliwia¢ ich ,,ekstrakcje” z gleby,

c) Ryzo-bioremediacja, wykorzystanie konsorcjow mikroorganizméw
wspomagajacych rozklad DDT do zwigzkdw niezalegajacych lub/oraz
wspomagajace wzrost korzeni roslinnych w celu utatwienia pobierania zwigzkow
DDT przez rosliny akumulujace.

W celu zmniejszenia ryzyka zanieczyszczenia pozostatosciami DDT i rozpoczgcia procesu
rekultywacji gleby na podstawie badan wlasnych prowadzonych w latach 2016-2018 oraz
wynikdw wcezesniejszych badan zaleca si¢ podejmowac dzialania majace na celu:

e zmniejszenie ryzyka zwigzanego z wprowadzaniem do obrotu produktéw zawierajacych
pozostatosci DDT oraz
e zmniejszenie ilosci pozostatosci DDT obecnych w glebie.

1. Rolnicy muszg mie¢ swiadomos¢, ze DDT jest silnie zwigzany z materig organiczng, co
powoduje, ze jego naturalna degradacja jest bardzo powolna. Ponadto obecnos¢ w
terenie jest zwykle bardzo niejednolita, dlatego nalezy pobiera¢ probki do analizy gleby
w celu sprawdzenia ewentualnego zanieczyszczenia, faworyzujac mozliwe miejsca
skazenia. Probki z miejsc zagrozonych zanieczyszczeniem nalezy gromadzi¢ oddzielnie
od préb z miejsc o nieznanym statusie lub o mniejszym ryzyku wcze$niejszego
zanieczyszczenia. Taka strategia pozwolitaby rolnikom na zidentyfikowanie pdl lub
obszarow w obrebie pola, w ktorych ryzyko pozostato$ci w roslinach jest wyzsze.

2. Wazne jest, aby wybra¢ laboratorium do analizy pozostatosci DDT, ktére ma
wczesniejsze doswiadczenia z tym zwigzkiem. Analiza wymaga specyficznej metody,
ktéra umozliwi wykrycie nie tylko DDT, ale takze wszystkich metabolitow 1 izomerow
(p,p'-DDT, 0,p'-DDT, o,p'-DDE, p,p'-DDE, 0,p'-DDD i p,p'-DDD, DDMU-p,pi DDM-
p.p). W rzeczywistosci, wszystkie z nich s3 sumowane, aby stwierdzi¢ ostateczng
zawarto$¢ wyrazong jako DDT, ktora jest nastgpnie raportowana w sprawozdaniu z
badan. Prawidlowe wykonane badania powinny rowniez zawiera¢ informacje o
poziomie niepewnos$ci pomiaru analitycznego, co jest bardzo wazne w celu sprawdzenia
zgodnosci probki z prawnymi ograniczeniami.
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W glebach zanieczyszczonych DDT zaleca si¢, aby nie uprawia¢ roslin, w przypadku,
ktérych sprzedany produkt jest czgscig rosngca w glebie (tj. czgséci spichrzowe marchwi,
burakéw, bulwy selera, itp.) lub moze wejs¢ w kontakt z glebg (np. truskawka, jesli nie
jest scidtkowana). Chociaz rézne gatunki roslin maja r6zng zdolnos¢ wychwytywania
DDT, a korzenie s3 czgsto myte przed wprowadzeniem na rynek, wcigz istnieje ryzyko
znalezienia pozostatosci z powodu bardzo wysokiej czutosci metody analitycznej
(nawet pojedynczg czagsteczke DDT mozna wykry¢, gdy jest obecna w 1 miliardzie
innych czasteczek). W naszych doswiadczeniach stwierdzono obecnos¢ zwigzkéw DDT
(niekiedy zaleznie od poziomu DDT i jego metabolitow w glebie) w korzeniach roslin
takich jak: kukurydza, jeczmien, lucerna, dynia, cukinia, pomidor, truskawka, malina,
koleus, aksamitka, ogorek i por.

Podczas zbioréw, w szczegdlnosci owocow i czesci roslin niezwigzanych bezposrednio
z gleba, wazne jest, aby unika¢ zabrudzenia produktu ziemig lub czastkami gleby (np.
pozostajacymi na $ciankach skrzynek). Stwierdzono, ze w wigkszosci gatunkow jest
mate prawdopodobienstwo przeniesienia DDT do wyzszych cze$ci rosliny, nawet jesli
substancja ta jest obecna w glebie i zostata pobrana przez korzenie. Moze si¢ to zdarzy¢
w przypadku niektorych upraw (patrz ponizej), ktére sa wykorzystywane do
rekultywacji gleby. Dlatego w takich przypadkach obecno$¢ pozostatosci w analizie
moze wynika¢ z kontaktu z gleba Iub z nieuprawnionego uzycia substancji.

Rosliny gatunkéw nalezacych do dyniowatych (Cucurbitaceae) maja dobrg zdolno$¢
pobierania DDT, a takze przenoszenia tych zwigzkéw do organdw nadziemnych, w tym
owocow. Dlatego w przypadku gatunkow takich jak cukinia, ogorek, dynia, melon i
arbuz istnieje zagrozenie wykrycia w ich owocach pozostatosci zwigzkéw DDT, jezeli
s3 uprawiane w zanieczyszczonych lub potencjalnie zanieczyszczonych glebach (nie
zostala wykonana analiza potwierdzajaca brak zwigzkow DDT) i nie powinny by¢
uprawiane na takich glebach.

Wykazano, ze niektore gatunki roslin nie gromadza DDT w organach ro$lin
wykorzystywanych do spozycia (np. satata), nawet w obecnosci niektorych zwigzkow
DDT w glebie. Jednakze ilo$¢ pozostatosci DDT w innych glebach (gleby z pol
uprawnych), a takze ich wilasciwosci fizykochemiczne moga by¢ roézne od tych
testowanych, co powoduje mozliwos¢ pobierania zwigzkéw DDT przez te same gatunki
ros$lin. Gléwnymi wlasciwosciami, ktére nalezy uwzgledni¢ w glebie przy ocenie
ryzyka, s3 jej tekstura i zawarto$§¢ materii organicznej (im wigksza ilo$¢ gliny lub
materii organicznej, tym wigksze ryzyko pozostatosci DDT). Poza tym, gtéwna droga
zanieczyszczenia ro$lin jest absorpcja przez woski pokrywajace wioski lisciowe
zwigzkow DDT z zanieczyszczonej atmosfery w procesie suchej lub mokrej jej
depozycji.

. Nalezy zwraca¢ szczegbdlnie uwage na substancji naturalnych, jakie stosowane sg
obecnie w uprawach. Pod szczegdlnym nadzorem powinny by¢ przygotowywane
samodzielnie np. gnojowki z réznych rodzajow roslin (szczegdlnie pokrzywa). Zdarza
si¢, ze produkty pochodzenia naturalnego (roslinnego) moga zawiera¢ pozostato$ci
DDT 1 jego metabolitow, i moga by¢ zrodtem skazenia, jesli sa pozyskiwane ze
skazonych pdl i zakumulowaly szkodliwe zwiazki.
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8.

10.

11.

Roézne praktyki agrotechniczne moga pomaga¢ w zmniejszeniu ilosci pozostatosci DDT
obecnych w glebie (tzw. remediacja). Bioragc pod uwage dobra zdolno$¢
wychwytywania DDT i translokacje do organdéw nadziemnych gatunkéw nalezacych do
dyniowatych  (Cucurbitaceae), mozna je wykorzysta¢ do "oczyszczenia"
zanieczyszczonej gleby. Nalezy podkresli¢, ze istniejg rdznice w zdolno$ciach
fitoremediacji miedzy gatunkami, ale takze ws$rdod odmian tego samego gatunku.
Badania przeprowadzone w Instytucie Ogrodnictwa w Skierniewicach po wybraniu i
przetestowaniu okoto 30 roznych odmian roslin dyniowatych pochodzacych z ponad 10
krajow wykazaty, ze niektore z nich majg dobre wtasciwosci remediacyjne, w tym
réwniez kilka odmian powszechnie uprawianych w Polsce (n.p. Junova i Miranda).
Oczekuje sig, ze wyniki te beda potwierdzone réwniez w réznych warunkach
glebowych w terenie, poniewaz okazalo si¢, ze ich zdolno$¢ do pobierania rdzni si¢ w
zalezno$ci od poziomu DDT obecnego w glebie. Aspekt ten nie byl wczesniej
rozwazany w tego rodzaju badaniach, rowniez w innych krajach, dlatego wymaga
dodatkowych badan.

Zastosowanie bionawozow, tj. nawozoéw opartych na mikroorganizmach, takich jak
grzyby mikoryzowe, moze prowadzi¢ do zwigkszonego wychwytywania DDT przez
ro$liny dyniowate. Mechanizm lezacy u podstawy takiego wyniku nie jest w pelni jasny,
ale przypuszcza si¢, ze strzepki grzyba przerastaja wicksza warstwe gleby niz system
korzeniowy rosliny i moga dotrze¢ do miejsc w glebie zawierajacej zwiazek, ktory nie
jest dostepny dla rosliny. Dlatego zaleca si¢ stosowanie roslin (np. ogorka) z tym
rodzajem grzybow w celu zwigkszenia efektywnosci z ktora DDT moze potencjalnie
zosta¢ pobrane przez rosling i w ten sposob usuna¢ ta substancje z zanieczyszczonej
gleby.

Wykorzystanie mikroorganizmow biodegradowalnych jest metoda wymagajaca
szczegblnej wiedzy fachowej w zakresie postgpowania z produktami zawierajacymi te
drobnoustroje oraz dostgpnosci szczepdw wysoce skutecznych w wykorzystaniu DDT,
jako zrodia pozywienia 1 zdolnych do jego metabolizmu. Obecnie istniejg produkty
komercyjne, ktore wydaja si¢ odpowiednie do degradacji pestycydow, ale nie sg
specyficzne dla DDT. Zostaly one jednak przetestowane na glebie zanieczyszczonej
przemystowo, gdzie stezenie zwiazkow chemicznych jest kilkakrotnie wyzsze niz w
glebach rolniczych. Dlatego nie wiadomo, czy moga one by¢ skuteczne w warunkach
polowych. Jak donosza najnowsze dane literaturowe przeprowadzono badania z
wykorzystaniem grzybow brunatnych, kompostu z bydlgcego obornika oraz zuzytego
podioza po produkcji grzybow do bioremediacji DDT. Grzyby brunatne, w tym
Gloeophyllum trabeum, Fomitopsis pinicola 1 Daedalea dickinsii, wykazaly dobra
zdolnos¢ degradowania DDT. Grzyby z gatunkow Mucor circinelloides 1 Galactomyces
geotrichum wyizolowane z kompostu bydlgcego obornika oraz Pleurotus ostreatus z
odpadéw przy produkcji boczniaka wykazaty degradacje DDT w sztucznie
zanieczyszczonej glebie 1 s3 uznawane jako obiecujace zrddlo bioremediacji tego
zwigzku.

Niektore szczepy grzybow (Morteriella, Trichoderma i Rhizopus) 1 bakterii (r6zne
gatunki Bacillus 1 Paenibacillus) wyizolowane z zanieczyszczonych polskich gleb
uprawnych zostaty opisane i scharakteryzowane we wspotpracy z Zaktadem Biologii
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Srodowiskowej, Uniwersytetu La Sapienza w Rzymie i przetestowane w
doswiadczeniach przeprowadzonych w Instytucie Ogrodnictwa. Wstepne wyniki
zachgcaja do kontynuowania tych testow rowniez w celu przygotowania preparatu
(formulatu) do praktycznego zastosowania.
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