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1. Wstep

1.1. Znaczenie mikroorganizmow w zrownowazonym rolnictwie

Mikroorganizmy stanowig fundamentalny element funkcjonowania agroekosystemow i sa
jednym z kluczowych czynnikéw warunkujacych realizacj¢ zatozen zroéwnowazonego
rolnictwa. Gleba nie jest jedynie biernym podlozem produkcyjnym, lecz zlozonym,
dynamicznym ekosystemem biologicznym, w ktorym spoteczno$ci mikroorganizméw petnia
role regulator6w procesow fizycznych, chemicznych 1 biologicznych. Prawidlowe
funkcjonowanie mikrobiomu glebowego warunkuje dlugoterminowa zyznos$¢ gleby,
stabilno$¢ produkcji rolniczej oraz zdolno$¢ agroekosysteméw do adaptacji do zmiennych

warunkow srodowiskowych (Nadarajah & Abdul Rahman, 2023; Berg et al., 2022).

Jednym z kluczowych obszaréw oddzialywania mikroorganizméw w rolnictwie jest ich udziat
w cyklach biogeochemicznych pierwiastkow, w szczegdlnosci w obiegu wegla, azotu i
fosforu. Mikroorganizmy glebowe uczestnicza w rozktadzie materii organicznej, mineralizacji
zwigzkow organicznych oraz w procesach mobilizacji sktadnikéw pokarmowych, zwigkszajac
ich biodostgpnos¢ dla roslin. Dzigki tym procesom mozliwe jest bardziej efektywne
wykorzystanie zasobow glebowych oraz ograniczenie zapotrzebowania na nawozy mineralne,
ktérych nadmierne stosowanie wigze si¢ z degradacja Srodowiska oraz obnizeniem jakosci

gleb (Das & Sengupta, 2024; Nadarajah & Abdul Rahman, 2023).

Aktywno$¢ mikroorganizmow glebowych wptywa réwniez istotnie na wlasciwosci fizyczne
gleby, w tym na stabilno$¢ agregatow glebowych, porowato$¢ oraz zdolnos¢ retencji wody.
Poprzez syntez¢ substancji organicznych, takich jak polisacharydy i inne metabolity
pozakomorkowe, mikroorganizmy przyczyniaja si¢ do poprawy struktury gleby i zwigkszenia
jej odpornos$ci na erozje oraz degradacje. W kontekscie zmian klimatycznych i nasilajacych
si¢ zjawisk ekstremalnych, takich jak susze czy intensywne opady, rola mikroorganizméw w
utrzymaniu funkcjonalno$ci gleby nabiera szczegdlnego znaczenia (Nadarajah & Abdul

Rahman, 2023).

Istotnym aspektem znaczenia mikroorganizméw w zrownowazonym rolnictwie jest ich
wplyw na wzrost, rozw6j 1 zdrowie roslin uprawnych. W strefie ryzosfery mikroorganizmy
moga stymulowaé rozwo6j systemu korzeniowego, zwigksza¢ pobieranie sktadnikow
mineralnych oraz wptywaé na fizjologi¢ roslin poprzez produkcje zwigzkoéw biologicznie

czynnych. Zrdéznicowana 1 stabilna spoteczno$¢ mikroorganizméw sprzyja réwniez



zwigkszeniu odpornosci roslin na stresy biotyczne i abiotyczne, co przektada si¢ na wigksza

stabilno$¢ plonowania w dtugim okresie (Das & Sengupta, 2024; Berg et al., 2022).

Znaczenie mikroorganizméw w zréwnowazonym rolnictwie wykracza jednak poza etap
produkcji pierwotnej i obejmuje rowniez sektor rolno-spozywczy. Mikroorganizmy, w
szczegllnosci bakterie fermentacji mlekowej, stanowig podstawg wielu procesow
technologicznych stosowanych w przemysle spozywczym, takich jak fermentacja zywnosci,
naturalna konserwacja oraz poprawa jakosci i bezpieczefstwa produktow. Zastosowanie
mikroorganizméw w przetworstwie zywno$ci umozliwia ograniczenie stosowania dodatkow
chemicznych, wydluzenie trwalo$ci produktéw oraz nadanie im pozadanych cech
sensorycznych i funkcjonalnych, co wpisuje si¢ w zalozenia zréwnowazonego systemu

zywnoS$ciowego (Zang et al., 2025; Hussain et al., 2025).

Rownoczesnie mikroorganizmy stanowig istotne narzedzie wspotczesnej biotechnologii
rolniczej i spozywczej. Selekcja i kontrolowane wykorzystanie szczepéw o okreslonych
wlasciwos$ciach funkcjonalnych umozliwia opracowywanie biopreparatow, biofertylizatorow
oraz biostymulantow, ktore wspieraja produkcj¢ rolng przy jednoczesnym ograniczeniu
negatywnego wptywu na srodowisko. Wytwarzane przez mikroorganizmy metabolity, w tym
egzopolisacharydy, enzymy i inne zwigzki bioaktywne, znajduja zastosowanie zaro6wno w
technologii zywnosci, jak 1 w biotechnologii §rodowiskowej, stanowiac element integrujacy
rolnictwo, przemyst spozywczy i1 nowoczesne rozwigzania biotechnologiczne (Oleksy-

Sobczak et al., 2020; Hussain et al., 2025).

W ujeciu systemowym mikrobiom glebowy oraz mikroorganizmy wykorzystywane w
przemysle rolno-spozywczym nalezy traktowac jako strategiczny zasob zrownowazonego
rolnictwa. Ochrona r6znorodnosci mikrobiologicznej, jej $wiadome ksztattowanie oraz
bezpieczne i kontrolowane wykorzystanie mikroorganizmoéw stanowia jeden z kluczowych
elementdw rozwoju nowoczesnych systemow agro-food, taczacych efektywnos§¢ produkcyjna
z dbato$cig o $rodowisko i bezpieczenstwo zywnosci (Berg et al., 2022; Nadarajah & Abdul
Rahman, 2023).



1.2. Biokontrola i interakcje antagonistyczne

Biokontrola z wykorzystaniem mikroorganizméw polega na ograniczaniu wzrostu i
aktywnos$ci niepozadanych mikroorganizmoéw poprzez naturalne mechanizmy biologiczne,
bez stosowania chemicznych srodkéw ochrony. W tym kontekscie szczegdlng role odgrywaja
bakterie fermentacji mlekowej (LAB), ktore dzigki swojej aktywno$ci metabolicznej oraz
zdolnosci do wytwarzania zwigzkéw antagonistycznych moga skutecznie modulowac
strukture spoteczno$ci mikrobiologicznych w roznych ekosystemach, w tym w srodowiskach

zwigzanych z produkcja zywnosci 1 pasz (Parada i in., 2007; Galvez i in., 2010).

Jednym z  kluczowych mechanizméw  antagonistycznych LAB  jest synteza
krétkotancuchowych kwasow organicznych, takich jak kwas mlekowy, octowy, propionowy
oraz mastowy. Produkcja tych zwigzkéw prowadzi do obnizenia pH $rodowiska, co w sposob
istotny ogranicza rozwoj wielu bakterii patogennych i mikroorganizméw powodujacych
psucie surowcoOw roslinnych oraz pasz. Zakwaszenie srodowiska stanowi zatem podstawowy,
niespecyficzny mechanizm  biokontroli, skuteczny wobec szerokiego  spektrum

drobnoustrojéw konkurencyjnych (Galvez i in., 2010).

Oprécz zakwaszenia Srodowiska bakterie fermentacji mlekowej moga wykazywa¢ dziatanie
antagonistyczne poprzez produkcje bakteriocyn — peptydowych substancji o wlasciwos$ciach
przeciwbakteryjnych, dziatajacych selektywnie wobec okreslonych grup mikroorganizmow.
Bakteriocyny wytwarzane przez LAB wykazuja zdolno$¢ do hamowania wzrostu bakterii
patogennych, w tym gatunkéw nalezacych do rodzajow Listeria, Clostridium czy
Enterobacter, co znaczaco zwigksza bezpieczenstwo mikrobiologiczne produktow
fermentowanych oraz pasz (Parada i in., 2007; Galvez i in., 2010). Dziatanie to moze by¢
dodatkowo wzmacniane przez konkurencj¢ o skladniki odzywcze oraz nisze ekologiczne,

prowadzac do skutecznego wypierania mikroorganizméow niepozadanych.

Z punktu widzenia zastosowan praktycznych wlasciwosci antagonistyczne bakterii
fermentacji mlekowej stanowia podstawe ich  wykorzystania w  preparatach
mikrobiologicznych przeznaczonych do kiszenia pasz, warzyw oraz innych surowcow
roslinnych. Skuteczna biokontrola mikrobiologiczna przektada si¢ nie tylko na poprawe
bezpieczenstwa i stabilno$ci mikrobiologicznej kiszonek, lecz rowniez na ksztattowanie ich
cech jako$Sciowych, w tym wlasciwosci organoleptycznych. Interakcje antagonistyczne
zachodzace pomig¢dzy mikroorganizmami fermentacyjnymi determinujg przebieg fermentacji

oraz koncowy profil metaboliczny produktu (De Vuyst & Leroy, 2020).



Podsumowujac, bakterie fermentacji mlekowej pelnia istotng funkcj¢ w procesach biokontroli
dzigki potaczeniu kilku mechanizméw oddziatywania antagonistycznego, obejmujacych
produkcje kwasow organicznych, bakteriocyn oraz konkurencje ekologiczng. Wtasciwosci te
czynia LAB waznym narz¢dziem w zrownowazonych systemach produkcji zywnosci i pasz,
umozliwiajac ograniczenie stosowania chemicznych $rodkow konserwujacych oraz
wspierajac stabilno$¢ mikrobiologiczng i jako$¢ produktow (Parada i in., 2007; Galvez i in.,

2010; De Vuyst & Leroy, 2020).

1.3. Bakterie fermentacji mlekowej jako producenci egzopolisacharydow (EPS)

Jedna z wilasciwosci mikroorganizmow istotnych dla ich charakterystyki jest zdolno$¢ do
wytwarzania egzopolisacharydow — naturalnych biopolimeréw znajdujacych szerokie
zastosowanie w wielu dziedzinach, w tym w biomedycynie, przemys$le spozywczym,
kosmetycznym, naftowym 1 farmaceutycznym, a takze w remediacji $rodowiska.
Egzopolisacharydy ~ (EPS) sa  wielkoczasteczkowymi,  ztozonymi  czasteczkami
weglowodanowymi, wydzielanymi do s$rodowiska zewnatrzkomodrkowego przez liczne

mikroorganizmy oraz algi.

Bakterie wytwarzajace EPS naleza do réznych grup filogenetycznych i obejmujg zaréwno
bakterie Gram-ujemne, m.in. z rodzajow Acetobacter, Gluconobacter, Gluconacetobacter,
Rhizobium, Agrobacterium, Zymomonas, Alcaligenes, Achromobacter, Azotobacter,
Pseudomonas, Enterobacter, Xanthomonas, Halomonas, Erwinia, Vibrio 1 Klebsiella, jak i
bakterie Gram-dodatnie, w tym przedstawicieli rodzajow Bacillus, Lactobacillus,
Leuconostoc, Streptococcus, Bifidobacterium, Rhodococcus oraz bakterii z klasy Clostridia,

w tym rodzaju Sarcina, a takze przedstawicieli klasy Actinomycetia.

Obecnie najcze¢sciej wykorzystywane praktycznie egzopolisacharydy obejmujg m.in. ksantan,
wytwarzany przez bakterie z rodzaju Xanthomonas; dekstran, produkowany przez bakterie z
rodzajow Leuconostoc, Streptococcus i Lactobacillus; alginian, syntetyzowany przez bakterie
z rodzajow Azotobacter 1 Pseudomonas; kurdlan, wytwarzany przez Alcaligenes faecalis oraz
Rhizobium radiobacter (Agrobacterium sp.); gellan, produkowany przez bakterie z rodzajow
Sphingomonas 1 Pseudomonas; hialuronian, syntetyzowany przez Streptococcus sp.; lewan,
wytwarzany przez bakterie z rodzajow Bacillus, Paenibacillus, Halomonas 1 Zymomonas,

oraz celulozg¢ bakteryjna, produkowang przez Komagataeibacter sp.



Bakterie kwasu mlekowego (LAB) moga wytwarza¢ z glukozy duza réznorodnosé
strukturalng EPS 1 oligosacharydow, réznigcych si¢ wielko$cia, organizacja molekularna,
sktadem chemicznym, strukturg oraz uwarunkowaniami genetycznymi (Palomba et al., 2016).

Zrdznicowanie to wynika z aktywno$ci enzymow glikansacharaz i glikozylotransferaz (GTF).

EPS mozna podzieli¢ na dwie formy: homo-egzopolisacharydy (HoEPS) oraz hetero-
egzopolisacharydy (HeEPS), na podstawie sktadu monosacharydowego. HoOEPS
charakteryzuja si¢ jednorodnym skladem, obejmujacym gtownie glukoze lub fruktoze,
natomiast HeEPS s3a zazwyczaj rozgal¢zione i1 zawieraja rézne monosacharydy, w tym
glukoze, mannozg, ksyloze, fruktoze, arabinoze i1 ramnoze¢. EPS s3 zwigzkami
nietoksycznymi, biokompatybilnymi i biodegradowalnymi. W celu uzyskania EPS o znacznej
aktywnos$ci biologicznej konieczne jest staranne wybranie szczepdéw produkujacych te
biopolimery, zoptymalizowanie warunkéw ich produkcji oraz uzyskanie precyzyjnych

informacji dotyczacych struktury wytwarzanych egzopolisacharydow.

Wickszos¢ EPS wytwarzanych przez bakterie kwasu mlekowego (LAB) nalezy do grupy
hetero-egzopolisacharydow (HeEPS). Zlozona organizacja molekularna HeEPS wynika z
udziatu licznych gendéw zaangazowanych w ich biosyntezg. Glownymi genami
odpowiedzialnymi za  produkcje  homo-egzopolisacharydow  (HoEPS) s3 geny
glukanosacharazy i1 lewansacharazy. Generalnie, w przypadku termofilnych LAB geny
zwigzane z synteza EPS sg zlokalizowane w genomie chromosomalnym, natomiast u
mezofilnych LAB wigkszos¢ genéw EPS wystepuje na plazmidach. Geny te s3
zorganizowane w cztery regiony funkcjonalne, zaangazowane odpowiednio w okre$lanie
dhugosci tancucha, polimeryzacjg, eksport oraz regulacje ekspresji klastra genow. Produkcja
HeEPS moze by¢ niestabilna i zmienna, m.in. ze wzgledu na spontaniczne mutacje na
poziomie genetycznym, ktore w konsekwencji wptywaja na sktad lub obnizenie wydajnosci
syntezy (zwykle ponizej 0,4-0,5 g/L). W przeciwienstwie do tego ilos¢ HoOEPS wytwarzanych
przez LAB moze przekracza¢ 1 g/L. Struktura, sktad chemiczny oraz lepkos¢ EPS zaleza od
wielu czynnikow, takich jak rodzaj szczepu, sktad pozywki hodowlanej, obecnos$¢ soli
mineralnych i1 pierwiastkow $ladowych oraz warunki fermentacji, w tym pH i temperatura

(Wang i in. 2023).

Duza czg$¢ uwagi poswigcana jest obecnie egzopolisacharydom wytwarzanym przez bakterie
potencjalnie probiotyczne z grupy bakterii fermentacji mlekowej (LAB), obejmujacej m.in.
rodzaje Lactobacillus, Lactococcus, Bifidobacterium, Streptococcus oraz Enterococcus. EPS

produkowane przez te mikroorganizmy mogg znalez¢ zastosowanie m.in. w medycynie, ze
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wzgledu na Dbezpieczenstwo pochodzenia, brak toksyczno$ci, biozgodnos¢ i
biodegradowalno$¢, a takze wykazywane wiasciwosci biologiczne, takie jak dziatanie
przeciwzapalne, przeciwutleniajace, przeciwnowotworowe, przeciwbakteryjne,
immunomodulujace oraz prebiotyczne (Minervini et al., 2010; Juraskova et al.,, 2022;

Netrusov et al., 2023; Xu et al., 2024; Zarour et al., 2024).

Pomimo Ze zdolno$¢ do wytwarzania egzopolisacharydow jest cecha charakterystyczna dla
wielu gatunkow bakterii, wlasciwo$¢ ta ma charakter wyraznie szczepowo-specyficzny. Z
tego wzgledu konieczne jest przeprowadzanie badan przesiewowych (screeningowych),
umozliwiajacych fenotypowe potwierdzenie zdolnosci poszczegolnych szczepéw do syntezy

EPS (Prete et al., 2021; Oleksy-Sobczak et al., 2020).

1.4. Analizy genomowe (WGS) w ocenie potencjalu i bezpieczenstwa

mikroorganizmow

Antybiotykooporno$¢, rozumiana jako zdolno$¢ bakterii do przetrwania 1 wzrostu w
obecno$ci substancji o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym, stanowi jedno z kluczowych
kryteriow oceny bezpieczenstwa mikroorganizmow przeznaczonych do zastosowan w
rolnictwie oraz przemysle spozywczym. Z tego wzgledu analiza oporno$ci na antybiotyki jest
istotnym elementem charakterystyki szczepdw mikroorganizméw wykorzystywanych jako

sktadniki biopreparatow, inokulantow glebowych oraz kultur starterowych.

Badania genetyczne i fenotypowe prowadzone w tym zakresie umozliwiaja rozrdznienie
antybiotykoopornos$ci naturalnej (pierwotnej), wynikajacej z wrodzonych, uwarunkowanych
genetycznie mechanizmow obronnych komorki bakteryjnej, od antybiotykooporno$ci nabyte;j.
Oporno$¢ nabyta pojawia si¢ w wyniku adaptacji bakterii do presji selekcyjnej wywieranej
przez antybiotyki i moze stanowi¢ potencjalne zagrozenie z punktu widzenia bezpieczenstwa

biologicznego.

Mechanizmy nabywania opornos$ci obejmuja dwa gldéwne procesy: mutacje w materiale
genetycznym bakterii oraz poziomy transfer gendéw. Mutacje punktowe powstajace podczas
replikacji DNA moga prowadzi¢ do zmiany struktury docelowych biatek lub mechanizmow
transportu antybiotyku, umozliwiajac bakteriom przetrwanie w warunkach jego obecnosci. Z
kolei poziomy transfer genéw polega na przekazywaniu determinant opornos$ci pomig¢dzy
bakteriami tego samego lub roéznych gatunkéw, m.in. za posrednictwem plazmidow,

transpozonéw lub elementow integracyjnych.



W tym konteks$cie analizy genomowe oparte na sekwencjonowaniu catogenomowym (WGS,
Whole Genome Sequencing) stanowia nowoczesne 1 precyzyjne narz¢dzie oceny
bezpieczenstwa mikroorganizméw. WGS umozliwia identyfikacje gendéw opornosci na
antybiotyki, elementéw mobilnych zwigzanych z ich przenoszeniem oraz innych cech
genetycznych istotnych z punktu widzenia potencjalnego ryzyka s$rodowiskowego i
zdrowotnego. Zastosowanie analiz genomowych pozwala na kompleksowa oceng potencjatu
aplikacyjnego szczepow mikroorganizméw oraz ich kwalifikacje¢ do bezpiecznego

wykorzystania w zrdwnowazonych systemach rolniczych i produkeji Zywnosci.

1.5. Metagenomika jako narzedzie badania interakcji mikroorganizmow

Metagenomika stanowi nowoczesne narz¢dzie umozliwiajace kompleksowg analizg struktury
oraz potencjalu funkcjonalnego spotecznosci mikroorganizméw w ich naturalnym
srodowisku, bez koniecznosci izolacji i hodowli poszczegdlnych szczepow. W kontekscie
badan nad mikrobiomem gleby podej$cie metagenomiczne pozwala na ocen¢ dynamiki
interakcji  pomigdzy  mikroorganizmami  autochtonicznymi a  mikroorganizmami

wprowadzanymi do Srodowiska w postaci inokulantow.

Zastosowanie analiz metagenomicznych umozliwia iloSciowg i1 jako$ciowa ocen¢ zmian w
sktadzie taksonomicznym mikrobiomu, w tym identyfikacje przesuni¢¢ w réznorodnosci alfa i
beta, bedacych efektem oddziatywan konkurencyjnych, antagonistycznych lub
synergistycznych pomigdzy mikroorganizmami. Dzigki temu mozliwe jest okreslenie, czy
inokulacja wybranymi szczepami prowadzi do stabilnej modulacji mikrobiomu, czy tez

wywoluje jego istotng przebudowe.

Metagenomika pozwala rowniez na posrednia ocen¢ potencjalnych konsekwencji
funkcjonalnych obserwowanych zmian w strukturze mikrobioty, w tym wpltywu na obieg
sktadnikéw odzywczych, degradacj¢ materii organicznej oraz réwnowage ekologiczng
srodowiska glebowego. W przeciwienstwie do klasycznych metod mikrobiologicznych,
podejscie to umozliwia analize catych zespotow mikroorganizmoéw i ich wzajemnych relac;ji,
co jest kluczowe dla oceny bezpieczenstwa i efektywnoSci stosowania preparatow

mikrobiologicznych.



1.6. Enzymy oksydacyjne mikroorganizmow (lakkazy)

Lakazy naleza do grupy wielomiedziowych oksydoreduktaz (multicopper oxidases, MCO) i
wystepuja w postaci glikoprotein katalizujacych reakcje utleniania zwigzkéw naturalnych
oraz ksenobiotykow, przy jednoczesnej redukcji tlenu czasteczkowego do wody. Enzymy te
sa syntetyzowane zarowno przez bakterie, jak 1 grzyby strzgpkowe oraz podstawczaki (Loi 1

wsp., 2016).

W ostatnich dekadach lakazy staty si¢ przedmiotem intensywnych badan ze wzgledu na ich
zdolnos¢ do utleniania fenolowych 1 niefenolowych zwigzkéw ligninopochodnych, a takze
szerokiego spektrum zanieczyszczen $rodowiskowych, w tym barwnikéw, pestycydow i
innych ksenobiotykow (Kuddus i wsp., 2013). Wiasciwosci te umozliwiaja wykorzystanie
lakaz w procesach biotechnologicznych, takich jak detoksykacja $ciekow przemystowych,

oczyszczanie odpadoéw oraz bioremediacja srodowiska.

Bioremediacja jest uznawana za jedna z najbardziej efektywnych, przyjaznych §rodowisku i
ekonomicznie optacalnych metod przeksztatcania zanieczyszczen. W praktyce proces ten jest
cze¢$ciej realizowany z wykorzystaniem mikroorganizmow niz roslin, co wynika z mozliwosci
precyzyjnej kontroli warunkéw prowadzenia procesu, szybkiego wzrostu drobnoustrojow oraz
ich zdolnosci do degradacji ztozonych zwigzkéw organicznych i redukcji metali cigzkich

(Kuddus 1 wsp., 2013; Hussain i wsp., 2022).

W $rodowisku naturalnym mikroorganizmy syntetyzuja lakazy zaréwno w odpowiedzi na
obecno$¢ okreslonych substratow, jak i w ramach mechanizmow adaptacyjnych i ochronnych,
obejmujacych m.in. ochron¢ przed stresem oksydacyjnym, pigmentacje, sporulacje oraz
utrzymanie homeostazy komorkowej (Paraschiv i wsp., 2022). Bakterie produkujace lakazy
naleza do réznych grup taksonomicznych, wsrod ktorych szczegdlne znaczenie przypisuje si¢
przedstawicielom rodzajow Bacillus (m.in. B. pumilus, B. subtilis, B. licheniformis) oraz
Pseudomonas (np. P. putida). Produkcja lakaz bakteryjnych moze mie¢ charakter wewnatrz-
lub zewnatrzkomorkowy i jest czgsto indukowana obecno$cig zwigzkoéw fenolowych lub

aromatycznych.

Istotng role w degradacji materiatu lignocelulozowego oraz w biogeochemicznym cyklu
wegla odgrywaja rowniez lakazy grzybowe. Enzymy te katalizuja utlenianie zwigzkéw
fenolowych, amin aromatycznych, wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych,
barwnikow syntetycznych, lekéw oraz innych zwigzkow organicznych, uczestniczagc m.in. w

rozktadzie §cidtki i procesach humifikacji (Paraschiv i wsp., 2022). Do najlepiej poznanych
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producentéw lakaz naleza grzyby z rodzaju Trichoderma, w tym T. atroviride i T. harzianum,

a takze przedstawiciele rodzajow Pleurotus, Ganoderma i Trametes.

Szczegdlne zainteresowanie z punktu widzenia zastosowan biotechnologicznych budza
mikroorganizmy z rodzajow Bacillus, Pseudomonas oraz Trichoderma, ktére tacza aktywno$¢
lakazowa z innymi pozadanymi cechami funkcjonalnymi, takimi jak zdolno$¢ do biokontroli
patogenéw i degradacji ich metabolitow (McMahon i wsp., 2007; Reiss i wsp., 2011; Dhiman
1 wsp., 2015).

Lakazy s kodowane przez geny nalezace do rodziny MCO, obejmujacej m.in. geny laccase,
mco oraz cotA (u rodzaju Bacillus), a takze lacA, lacB 1 lacC u grzyboéw. Poszczegdlne
izoformy lakaz r6znig si¢ aktywnoscig katalityczna, stabilno$cig oraz zakresem substratowym,
co w istotny sposob determinuje ich potencjalne zastosowanie w biotechnologii
srodowiskowej. U mikroorganizméw glebowych obecnos¢ wielu kopii genow lakazowych

czgsto koreluje ze zdolnoscig do degradacji ligniny i ztozonych zwigzkéw organicznych.
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2. Metodyka

2.1. Materialy wykorzystane w badaniach

2.1.1. Szczepy wykorzystywane w badaniach antagonizmu

W celu oceny potencjatu biokontrolnego mikroorganizméw przeprowadzono testy in vitro z
udzialem wybranych szczepoéw grzybow oraz bakterii, reprezentujacych roézne grupy
funkcjonalne 1 strategie oddziatywania antypatogenowego. Do badan wiaczono zar6éwno
mikroorganizmy typowo stosowane w biokontroli (grzyby z rodzaju Trichoderma, bakterie z
rodzaju Bacillus), jak 1 wybrane szczepy bakterii fermentacji mlekowej (LAB), oceniane pod

katem ich selektywnej aktywnosci antagonistyczne;.

Grzyby — potencjalne czynniki biokontrolne

Do badan wykorzystano szczepy grzyboéw z rodzaju Trichoderma, znane z wysokiej

aktywno$ci antagonistycznej wobec fitopatogenow grzybowych:

e Trichoderma sp. KKP 4166

e Trichoderma sp. KKP 4180

e Trichoderma sp. KKP 788

e Trichoderma harzianum KKP 534
e Trichoderma sp. KKP 3053

e Trichoderma sp. KKP 3832

e Trichoderma sp. KKP 789

e Trichoderma atroviridae KKP 3537

12



Bakterie — antagoni$ci bakteryjni

Do grupy bakterii o wysokim potencjale biokontrolnym wiaczono:

W celu oceny aktywno$ci antagonistycznej badanych mikroorganizmoéw zastosowano
wybrane izolaty fitopatogenow grzybowych o istotnym znaczeniu gospodarczym,
powszechnie odpowiedzialne za choroby roslin uprawnych. Doboér patogenéw umozliwiat

ocen¢ skuteczno$ci

Bacillus subtilis KKP 3899

Bacillus pumilus KKP 3900
Lactococcus lactis KKP 835
Pediococcus acidilactici KKP 2065
Pediococcus acidilactici KKP 4140
Pediococcus acidilactici KKP 4216
Pediococcus acidilactici KKP 3246
Pediococcus acidilactici KKP 4220
Limosilactobacillus reuteri KKP 4135
Limosilactobacillus reuteri KKP 4201
Lactiplantibacillus curvatus KKP 1812
Lactobacillus fermentum KKP 1829
Leuconostoc citreum KKP 4214
Weissella cibaria KKP 4218

patogendéw porazajacych czg¢sci nadziemne roslin.

Do testow wykorzystano nastepujace szczepy fitopatogenow:

Fusarium graminearum KKP 3962
Fusarium oxysporum KKP 458
Botrytis cinerea KKP 3292
Botrytis cinerea KKP 451
Alternaria alternata KKP 3368
Alternaria alternata KKP 4022
Alternaria infectoria KKP 3728
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2.1.2. Szczepy bakterii fermentacji mlekowej wykorzystane w badaniach

zdolnosci do syntezy egzopolisacharydow (EPS)

Badaniami objeto 57 izolatow bakterii fermentacji mlekowej (LAB), uzyskanych z r6znych
produktéow fermentowanych oraz surowcéw roslinnych, w celu przesiewowej oceny ich

zdolnosci do syntezy egzopolisacharydéw (EPS).

Tabela 1. Zestawienie szczepow bakterii fermentacji mlekowej wykorzystanych w badaniach

zdolnosci do syntezy egzopolisacharydéw (EPS)

Symbol Zrédlo izolacji Gatunek
750 (10) zakwas piekarski naturalnie fermentujacy | Lactiplantibacillus plantarum
KKP 1808 | maka owsiana EKO Pediococcus pentosaceus
KKP 1812 | zakwas piekarski naturalnie fermentujacy | Weissella cibaria
KKP 1829 | odchody kur Limosilactobacillus reuteri
KKP 1839 | kiszone ogorki Pediococcus pentosaceus
KKP 1840 | kiszone ogorki; gryka Pediococcus pentosaceus
KKP 2036p | ogorki ekologiczne kiszone Lacticaseibacillus casei/paracasei
KKP 2042p | zakwas piekarski naturalnie fermentujacy | Weissella cibaria
KKP 2043p |zakwas piekarski naturalnie fermentujacy | Weissella cibaria

(maka pszenna)
KKP 2064 | zakwasy zytnie EKO Weissella cibaria
KKP 2065 |z kiszonki kukurydzy Pediococcus acidilactici
KKP 3066 | maka gryczana EKO Pediococcus pentosaceus
KKP 3070 | maka z prosa EKO Pediococcus pentosaceus
KKP 3180 |jabtka ekologiczne niefermentowane Pediococcus acidilactici
KKP 3246 | mgka jeczmienna Pediococcus acidilactici
KKP 3274 | kiszone buraczki Pediococcus pentosaceus
KKP 4214 | zakwas piekarski Leuconostoc citreum
KKP 4215 |jabtka ekologiczne fermentowane Leuconostoc sp.
KKP 4216 | maka gryczana Eko Pediococcus acidilactici
KKP 4218 | zakwas Weissella cibaria
KKP 4219 | zakwas piekarski naturalnie fermentujacy | Weissella cibaria
KKP 4220 | zakwasy Leuconostoc lactis
KKP 593p | fermentujace ziemniaki Lactiplantibacillus plantarum
KKP 825 nieznane Lactiplantibacillus plantarum
1850 (3) zakwas piekarski naturalnie fermentujacy | Pediococcus pentosaceus
750 (9) zakwas piekarski naturalnie fermentujacy | Leuconostoc paramesenteroides
7507 zakwas piekarski naturalnie fermentujacy | Pediococcus pentosaceus
AG agrest niefermentowany Pediococcus pentosaceus
Gryka 1B maka gryczana eco Pediococcus acidilactici
Gryka 3A maka gryczana pelnoziarnista Eko Pediococcus pentosaceus
Gryka 3B maka gryczana petnoziarnista Eko Pediococcus pentosaceus
Gryka 4C maka gryczana Eko Leuconostoc mesenteroides
Kap A kiszona kapusta Pediococcus pentosaceus
KKD kiszona kapusta Pediococcus pentosaceus
KKP 1802 | zakwasy owsiane Pediococcus acidilactici
KKP 1806 | zakwasy owsiane Pediococcus pentosaceus
KKP 1809 | maka owsiana EKO Pediococcus pentosaceus
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KKP 2058p | maka jeczmienna eco Weissella cibaria ZFJ 7/8
KKP 3069 | maka z prosa EKO Pediococcus acidilactici
KKP 3100 | zakwasy zytnie EKO Pediococcus pentosaceus
KKP 3101 | zakwasy zytnie EKO Pediococcus acidilactici
KKP 3103 | zakwasy zytnie EKO Pediococcus pentosaceus
KKP 3243 | maka jeczmienna EKO Pediococcus pentosaceus
KKP 3244 | maka jeczmienna EKO Pediococcus pentosaceus
KKP 3245 | maka jeczmienna EKO Pediococcus pentosaceus
KKP 3248 | maka jeczmienna EKO Pediococcus acidilactici
KKP 3273 | kiszone pomidory Pediococcus pentosaceus
KKP 3277 |z Viniflora menos Pediococcus acidilactici
KKP 385 Nieznane Leuconostoc mesenteroides dextranicum
KKP 879 przewdd pokarmowy kurczat Pediococcus acidilactici
MA maliny Pediococcus pentosaceus
W.cJecz3 | makajeczmienna EKO Weissella cibaria
WN 1 winogrona niefermentowane Pediococcus pentosaceus
ZFB 138 zakwas piekarski naturalnie fermentujacy | Pediococcus pentosaceus
ZFB 140 barszcz fermentowany spontanicznie Leuconostoc pseudomesenteroides/
mesenteroides
ZFB 201 zakwas Pediococcus acidilactici
ZFP6 maka z prosa EKO Pediococcus acidilactici

2.1.3. Szczepy mikroorganizmow wykorzystane w analizie metagenomicznej

W analizie metagenomicznej wykorzystano pi¢¢ szczepoéw bakteryjnych pochodzacych z
Kolekcji Kultur Drobnoustrojéw Przemystowych (KKP), wytypowanych na podstawie
wczesniejszych badan fenotypowych i funkcjonalnych. Kazdy ze szczepdéw stosowano w
wariancie pojedynczym, bez tworzenia mieszanin drobnoustrojow:

e Bacillus subtilis KKP 3905

e Bacillus subtilis KKP 3901

e Bacillus subtilis KKP 3894

o Leuconostoc citreum KKP 4214

o Weissella sp. KKP 2042p
Szczepy z rodzaju Bacillus zostaly wcze$niej poddane ocenie fenotypowej w zakresie
antybiotykoopornosci, ktoéra nie wykazata obecnosci cech istotnych z punktu widzenia
bezpieczenstwa biologicznego. Szczepy bakterii fermentacji mlekowej (Leuconostoc,
Weissella) uwzglgdniono jako przedstawicieli mikroorganizmoéw o odmiennych strategiach

metabolicznych i potencjalnie zré6znicowanym oddziatywaniu na mikrobiom glebowy.

2.1.4. Mikroorganizmy ryzosferowe wykorzystane w analizach genomowych
W celu charakterystyki mikroorganizmow zwigzanych ze S$rodowiskiem glebowym i

ryzosfera ro$lin przeprowadzono analizy z wudzialem wybranych szczepdéw bakterii
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ryzosferowych, wytypowanych na podstawie ich potencjalnego znaczenia funkcjonalnego w

mikrobiomie gleby.

Szczepy bakterii ryzosferowych objete analiza catlogenomowa (WGS)
o Comamonas testosteroni KKP 1144

e Sphingomonas sp. KKP 4232

2.1.5. Szczepy mikroorganizmow wykorzystane w badaniach aktywnosci lakaz

Tabela 2. Zestawienie szczepéw mikroorganizmow wykorzystanych w badaniach aktywnosci

lakaz
NR Zrodlo izolacji Gatunek
KKP
3893 gnojowka bydleca Bacillus pumilus
3902 gnojowka bydleca Bacillus pumilus
4082 ziemia Bacillus pumilus
4078 gnojowka bydleca Bacillus pumilus
4079 gnojowka bydleca Bacillus pumilus
4080 gleba Bacillus xiamenensis/altitudinis/aerius
4081 gleba Bacillus pumilus
3900 gnojowka bydleca Bacillus sp.
1124 woda z jeziora Pseudomonas putida
1125 woda z jeziora Pseudomonas putida
534 nieznane Trichoderma harzianum
535 nieznane Trichoderma harzianum
3537 nieznane Trichoderma atroviride
3765 gleba Trichoderma atroviride/viride

2.2. Testy biokontroli in vitro
2.2.1. Ocena aktywnosci antagonistycznej szczepOw z rodzaju Trichoderma w

testach in vitro

Potencjat  biokontrolny szczepdéw z rodzaju Trichoderma oceniano w testach
antagonistycznych in vitro, opartych na metodzie hodowli wspotrzednej (dual culture assay),
powszechnie stosowanej do oceny oddziatywan pomiedzy grzybami antagonistycznymi a

fitopatogenami.

Badaniami obj¢to osiem szczepow Trichoderma, ktére konfrontowano z wybranymi izolatami

fitopatogendw roslinnych reprezentujacych rézne grupy taksonomiczne i strategie infekcji, w
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tym: Fusarium graminearum, Botrytis cinerea, Alternaria alternata oraz Alternaria

infectoria.

Testy prowadzono na stalym podtozu agarowym (PDA). Z aktywnie rosnacych,
kilkudniowych kultur Trichoderma oraz fitopatogendéw wycinano krazki agaru o jednakowej
$rednicy, zawierajace grzybni¢ w fazie wzrostu wegetatywnego. Krazki umieszczano
symetrycznie na tej samej ptytce Petriego, w stalej odleglosci od siebie, tak aby umozliwi¢

obserwacj¢ wzajemnego oddziatywania kolonii w trakcie inkubacji.

Plytki inkubowano w warunkach kontrolowanych, w temperaturze odpowiedniej dla wzrostu
badanych grzybow, przez okres umozliwiajacy kontakt i rozwdj strefy oddziatywania
pomiedzy koloniami. Rownolegle prowadzono hodowle kontrolne fitopatogenéw oraz

szczepow Trichoderma w monokulturze.

Aktywnos$¢ antagonistyczng oceniano wizualnie, na podstawie porownania tempa wzrostu
fitopatogenu w obecnosci Trichoderma wzgledem kontroli, a takze charakteru kontaktu
kolonii. W szczegdlnosci uwzgledniano:

— zahamowanie wzrostu fitopatogenu,

— tworzenie strefy inhibicji,

— przerastanie kolonii fitopatogenu przez Trichoderma,

— zmiany morfologiczne grzybni w strefie kontaktu.

Na tej podstawie przypisywano stopien antagonizmu w skali potilosciowe;j:
++ — silny antagonizm (wyrazne zahamowanie wzrostu i/lub przerastanie fitopatogenu),
+ — antagonizm (zahamowanie wzrostu fitopatogenu),

— — brak efektu antagonistycznego.

Testy wykonywano w powtdrzeniach, a ocena wynikdw opierala si¢ na zgodnych

obserwacjach uzyskanych w trakcie inkubacji.

2.2.2. Aktywnos¢ antypatogenowa bakterii i drozdzy w testach in vitro

W celu uzupelnienia badan nad potencjalem biokontrolnym mikroorganizmow
przeprowadzono testy in vitro oceniajace aktywno$¢ antagonistyczng wybranych szczepow
bakterii fermentacji mlekowej oraz bakterii z rodzaju Bacillus wobec istotnych fitopatogenow
roslinnych. Badania mialy charakter przesiewowy i stuzyly jako$ciowej ocenie oddziatywan

antypatogenowych w warunkach laboratoryjnych.
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Jako organizmy testowe wykorzystano izolaty fitopatogenéw grzybowych: Botrytis cinerea
(KKP 451), Fusarium oxysporum (KKP 458) oraz dwa izolaty Alternaria alternata (KKP
4022 1 KKP 3728), wytypowane ze wzgledu na ich znaczenie w chorobach roslin uprawnych.
Do badah wlaczono szczepy bakterii z rodzaju Bacillus oraz wybrane szczepy bakterii

fermentacji mlekowej reprezentujace rézne gatunki i zrodta izolacji.

Testy biokontroli przeprowadzono metoda dyfuzji studzienkowej w agarze. Na plytkach
Petriego z podtozem agarowym odpowiednim dla wzrostu fitopatogenow grzybowych
wykonywano jatowe studzienki, do ktorych aplikowano zawiesiny badanych szczepow
bakteryjnych. Nastepnie powierzchni¢ podtoza inokulowano kulturg fitopatogena w sposéb
zapewniajacy rownomierny wzrost grzyba na calej powierzchni plytki. Ptytki inkubowano w
temperaturze sprzyjajacej rozwojowi fitopatogenow, umozliwiajacej oceng¢ oddziatywan

antagonistycznych badanych szczepow.

Aktywno$¢ antagonistyczng oceniano na podstawie obecnosci oraz intensywnosci stref
zahamowania wzrostu fitopatogenéw wokot studzienek zawierajacych zawiesiny badanych
szczepow bakterii. Efekt antypatogenowy klasyfikowano w sposob potilosciowy jako: brak
aktywno$ci antagonistycznej (—), stabe lub niejednoznaczne zahamowanie wzrostu (+/-),
umiarkowane zahamowanie wzrostu (+) oraz silny antagonizm (++), charakteryzujacy sie¢

wyrazng strefa zahamowania rozwoju patogenu.

Testy prowadzono w warunkach umozliwiajacych poréwnawcza oceng aktywnos$ci
poszczegolnych szczepéw wobec roznych fitopatogenow. Uzyskane wyniki stanowity

podstawe do identyfikacji szczepdw o najwyzszym potencjale biokontrolnym.

2.3. Charakterystyka funkcjonalna bakterii fermentacji mlekowej

Czyste kultury bakterii przechowywano w bulionie MRS (de Man, Rogosa i Sharpe; Merck) z
dodatkiem 20% (v/v) glicerolu w zamrazarce w temperaturze —80,0 °C. Szczepy aktywowano
poprzez przeniesienie do swiezego bulionu MRS i inkubacj¢ w temperaturze 37 °C przez 24
h. Inokulum bakterii fermentacji mlekowej (LAB) otrzymywano przez ponowne przeniesienie
hodowli do pozywki MRS i inkubacj¢ przez 24 h. Gestos¢ inokulum dostosowywano do
wartosci ODsoo = 0,5, co odpowiadato ok. 10° CFU/mL.
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2.3.1. Produkcja, izolacja i iloSciowa ocena egzopolisacharydow (EPS)

Produkcje egzopolisacharydow (EPS) prowadzono na podiozu ptynnym oraz statym. W
przypadku hodowli ptynnych do produkcji EPS wykorzystywano 10 mL pozywki MRS, w
ktorej glukoze zastagpiono 2% (w/v) sacharozg (MRS-S). Do pozywki dodawano 10% (v/v)
inokulum, a nastepnie hodowle inkubowano przez 48 h w temperaturze 30 °C. Po inkubacji
do hodowli dodawano kwas trichlorooctowy (TCA) do koncowego stezenia 10% (w/v) i
inkubowano przez 1 h, po czym probki wirowano przy 5000 rpm przez 10 min w celu
oddzielenia komorek bakteryjnych 1 biatek. Surowy EPS wytracano poprzez dodanie
trzykrotnej objetosci schlodzonego 95% (w/v) etanolu, a nastgpnie inkubowano w
temperaturze 4 °C przez 24 h. Po tym czasie mieszaning wirowano przy 10 000 rpm przez 10
min w 4 °C. Supernatant odlewano, a osad pozostawiano do odparowania resztek alkoholu, po

czym uzyskany EPS wazono na wadze analityczne;.

Produkcje EPS na podtozu stalym oceniano na podstawie morfologii kolonii po 48 h inkubacji
w temperaturze 30 °C. Kolonie analizowano pod katem obecnos$ci fenotypu $luzowatego oraz
sznurowatego, polegajacego na tworzeniu dhugich, widocznych nitek EPS po dotknigciu
kolonii sterylng wykataczka. Do ilosciowej oceny produkcji EPS wykorzystywano 10 mL
statej pozywki MRS-S, na ktorej powierzchni wysiewano 10% (v/v) inokulum i inkubowano
przez 48 h w 30 °C. Po inkubacji EPS pobierano bezposrednio z powierzchni ptytek poprzez
ptukanie ich 10 mL wody destylowanej do momentu zaniku widocznej lepkiej warstwy.
Zebrany materiat przenoszono do sterylnych probowek typu Falcon, dodawano TCA do
koncowego stezenia 10% (w/v) i inkubowano przez 1 h. Nastgpnie probki wirowano przy
5000 rpm przez 10 min w celu oddzielenia komorek i bialek, a surowy EPS wytracano
poprzez dodanie trzykrotnej objetosci zimnego 95% (w/v) etanolu. Po 24 h inkubacji w 4 °C
probki wirowano przy 10 000 rpm przez 10 min, supernatant odlewano, a osad pozostawiano

do odparowania resztek alkoholu i wazono.
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2.3.2. Analiza metabolitow (HPLC — kwasy organiczne)

Badanie przeprowadzono w odciekach po hodowlach bakterii w podlozu MRS w

temperaturze 37 °C. Hodowle wirowano przez 3 minuty z predkoscig 1500 obr./min.

Supernatanty przesaczono przez filtr o Srednicy poréw 0,45 um (Membrane Solutions, USA)
przed analiza HPLC. Metode HPLC zastosowano do oznaczenia kwaséw organicznych
(mlekowego, octowego, propionowego i mastowego). Analiz¢ przeprowadzono przy uzyciu
systemu Gilson (Middleton, USA) wyposazonego w autosampler (GX-271), pompe¢
wielorozpuszczalnikowa (322), piec kolumnowy i detektor RI (LDC Analytical, Floryda,
USA). Kwasy organiczne rozdzielono za pomoca kolumny Aminex 87HP (300 mm x 7,8
mm, Bio-Rad Laboratories, Kanada, USA) pracujacej w temperaturze 50 °C. Elucje
przeprowadzono w trybie izokratycznym z kwasem siarkowym (pH 3,4) jako faza ruchoma,
przy przeptywie 0,8 ml/min. Oznaczenie ilo§ciowe oparto na detektorze refrakcji i wykonano
z zewnetrznymi standardami w dwoch powtorzeniach, wyrazajac je jako $rednig + odchylenie

standardowe.

2.4. Analizy genomowe i molekularne

2.4.1. Identyfikacja genow syntezy EPS (PCR)

Materiat do badan stanowily 20 godzinne hodowli bakterii mlekowych , w podlozu MRS.
Izolacje genomowego DNA wykonano zgodnie z instrukcja producenta, wykorzystujac
zestaw DNeasy PowerLyzer Microbial Kit (Qiagen). Oczyszczony material poddano
pomiarowi stezenia i czysto$ci NanoDrop. Identyfikacj¢ wybranych genéw warunkujacych
syntez¢ EPS przez bakterie przeprowadzono na podstawie danych literaturowych. Wybrano
osiem gendw zwigzanych z synteza egzopolisacharydow (HoPS i HePS). Dla kazdego genu
zamowiono odpowiednie startery (Genomed). W tabeli 3 zestawiono informacje nt. roli

genu, sekwencji starterow oraz przewidywanej dtugo$¢ produktu PCR.
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Tabela 3. Startery stosowane do identyfikacji genéw syntezy eps przez bakterie

Gen Rola, rodzaj eps | Sekwencje primerow Amplic .
(HoPS / HePS) on (bp) | Hiteratura
. Kralj etal.,
gtlf HoPS — (glucans: | 2 \y 4 A YWSNAAYCCNRYNGTNC (DegF) 2003.
(glucansucrase | dextran/reuteran/ |\ pp TcNCCRTARTANAVNYKNG (DegR) | 0% | (ScienceDir
; GH70) mutan) ect)
Tieking
etal., 2003.
gtf (reuteran- GTGAAGGTAACTATGTTG (DexreuF) (Oxford
type) HoPS (reuteran) | )\ +0CGCATTAAAGAATGG (DexreuR) ~600 | Academic,
ResearchG
ate)
?jggransucms HoPS  (dextran; | GCAACCAACTGAATTTCGAC (dstK39F) | o | Bounaix
o) Weissella) CAATGCTTTGATGACGTTCC (dsrK39R) etal., 2010.
Tieking
lev / ftf etal., 2003.
(levansucrase; HoPS. (fructans: GAYGTNTGGGAYWSNTGGC (LevV-F) 800 (Oxford.
> | levan/inulin-type) | TCNTYYTCRTCNSWNRMCAT (LevV-R) Academic,
GH63)
ResearchG
ate)
Low etal.,
HePS (cluster 1998
epsA regulation/initiati TAGTGACAACGGTTGTACTG (epsA-F) 784 (r§p0ned
on) GATCATTATGGACTGTCAC (epsA-R) widely).
(ScienceDir
ect)
epsB - (Wzz- Deveau &
like chain- | HePS  (kontrola | CGTACGATTCGTACGACCAT (epsB-F) ~1150 | Moincau
length polimeryzacji) TGACCAGTGACACTTGAAGC (epsB-R) 2003 ’
regulator) )
Provencher
gtf (primin HePS ATGAGTTTGGTTGGACCAAGACCTCC etal., 2003.
plg Fl)tran fg (inicjowanie (G-Lr-Bact-a-F-26) 276 (PMC,
fazg)"sy 1€ przenoszenia TTTAATAGGCTCCAGTTGGA PubMed,
jednostek ) (G-Lr-Bact-b-R-20b) ASM
Journals)
epsD | epsE | TCATTTTATTCGTAAAACCTCAATTGA Etrzlvenz%‘g
(BY-kinase  / HePS  (tyrosine | YGARYTNCC (epsD/E-F) 189 (PM,C '
kinase regulacja) | AATATTATTACGACCTSWNAYYTGCCA ’
phosphatase) ASM
(epsD/E-R) I 1
ournals)

Przeprowadzono reakcj¢ PCR z uzyciem par starterow przedstawionych w tabeli 1, w

odpowiednich warunkach. Mieszankg¢ reakcyjng przygotowano w objetosci catkowitej 30 pl,

zawierajacej: 2x PCR Master Mix, Tag DNA Polymerase, primery F 1 R (koncowe st¢zenie

0,5 uM), matrycowe DNA (ok. 100 ng), wode nuclease-free do objetosci koncowe;.

Produkty amplifikacji zwizualizowano za pomoca elektroforezy w zelu agarozowym o

stezeniu 1% przygotowanym w buforze 1x TAE. Do wizualizacji DNA zastosowano barwnik

SimplySafe.
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Jako marker masy DNA wykorzystano GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder. Elektroforeze
prowadzono przy napigciu 90 V przez 25 min, a uzyskane wyniki dokumentowano w

systemie detekcji UV.

2.4.2. Sekwencjonowanie calogenomowe (WGS)

Sekwencjonowanie calogenomowe wybranych szczepoéw bakterii fermentacji mlekowej
wykonano w firmie Genxone (Ztotniki, Polska). Do analizy wytypowano szczepy o
najwyzszym potencjale aplikacyjnym, w szczegdlno$ci charakteryzujace si¢ wysoka
zdolnos$cig do syntezy egzopolisacharydow (EPS) oraz korzystnym profilem metabolicznym,

a takze wybrane szczepy referencyjne o niskiej produkcji EPS w celach poréwnawczych.

Genomowe DNA izolowano z czystych hodowli bakteryjnych zgodnie ze standardowym
protokotem laboratoryjnym, a nast¢pnie poddawano sekwencjonowaniu z wykorzystaniem
technologii sekwencjonowania nowej generacji (NGS). Otrzymane surowe dane sekwencyjne
poddano kontroli jako$ci, montazowi de novo oraz adnotacji funkcjonalnej z uzyciem
standardowych pipeline’éw bioinformatycznych. W ramach prac analitycznych podjeto
rébwniez probg zastosowania autorskiego pipeline’u bioinformatycznego, opartego na
narzedziu KOfamScan, przeznaczonego do przesiewowej identyfikacji genoéw zwigzanych z
wybranymi szlakami metabolicznymi na podstawie danych genomowych. Pipeline ten zostat
zaimplementowany w postaci repozytorium dostepnego publicznie
(https://github.com/mrozon-zip/AminyBiogenne kofam scan) i mial charakter narzedzia

wspomagajacego eksploracyjng analiz¢ danych sekwencyjnych.
Uzyskane sekwencje genomowe analizowano wielokierunkowo, obejmujac:

o identyfikacje genow zwigzanych z synteza egzopolisacharydow (EPS), w tym genow
odpowiedzialnych za synteze homo- i heteropolisacharydow (HoEPS i HeEPS), takich jak
glikozylotransferazy, fosfotransferazy, regulatory klastrow eps oraz enzymy

wykorzystujace sacharoze jako substrat,

o analize gen6w zwigzanych z antybiotykoopornos$cia (AMR), obejmujaca wyszukiwanie
sekwencji kodujacych biatka opornosci, transportery typu efflux, enzymy inaktywujace

antybiotyki oraz inne determinanty opornosci,

o weryfikacj¢ potencjalnych elementéw mobilnych, takich jak transpozazy, integrazy
oraz sekwencje plazmidowe, mogace wskazywac¢ na mozliwo$¢ horyzontalnego transferu

genow.
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Wyszukiwanie gendw 1 biatek prowadzono na podstawie adnotacji funkcjonalnej oraz
przeszukiwania genoméw z uzyciem stow kluczowych, m.in.: eps, exopolysaccharide,
glycosyltransferase, fructosyltransferase, cps, sucrose, sucrase, gtf, ftf, wzx, wzy, O-antigen,

antimicrobial resistance, efflux transporter, multidrug resistance.

Wyniki analiz genomowych wykorzystano do interpretacji danych fenotypowych, w
szczegdlnosci w zakresie zdolno$ci syntezy EPS oraz oceny bezpieczenstwa szczepow pod

katem ich potencjalnego zastosowania w przemysle spozywczym i rolnictwie.

2.4.3. Analiza antybiotykoopornosci (fenotypowa i genomowa)

Analize antybiotykooporno$ci wybranych szczepow bakterii fermentacji mlekowe;j
przeprowadzono w oparciu o podejscie taczace metody fenotypowe oraz analizy genomowe,
zgodnie z aktualnymi zaleceniami EFSA  dotyczacymi oceny bezpieczenstwa

mikroorganizmoéw stosowanych w tancuchu zywnosciowym.

Fenotypowa oceng¢ wrazliwo$ci na antybiotyki wykonano metoda oznaczania minimalnego
stezenia hamujacego (MIC). Do badan wykorzystano testy paskowe E-test (bioMérieux),
ktére  umozliwiaja  precyzyjne  okreslenie @ MIC dla  wybranych  substancji
przeciwdrobnoustrojowych. Analizie poddano antybiotyki reprezentujace rézne klasy, istotne
z punktu widzenia medycyny weterynaryjnej i ludzkiej, w tym m.in. [-laktamy,
aminoglikozydy, makrolidy, linkozamidy, tetracykliny, fenikole oraz glikopeptydy.
Zawiesiny komorek przygotowywano z 24-godzinnych hodowli bakterii, doprowadzajac ich
gestos¢ do 0,5 w skali McFarlanda, a nast¢gpnie nanoszono na podtoze MRS agar. Inkubacje
prowadzono w warunkach beztlenowych w temperaturze 37°C przez 48 godzin. Odczytu
warto$ci MIC dokonywano na podstawie granicy strefy zahamowania wzrostu. Uzyskane
wyniki interpretowano w odniesieniu do punktéw odcigcia (cut-off values) okreslonych przez
EFSA dla bakterii fermentacji mlekowej lub, w przypadku ich braku, zgodnie z zaleceniami

dla bakterii Gram-dodatnich.

Rownolegle przeprowadzono analiz¢ genotypowa antybiotykooporno$ci na podstawie danych
z sekwencjonowania calogenomowego (WGS). Zmontowane 1 zaannotowane genomy
szczepow analizowano pod katem obecnosci gendow opornosci na antybiotyki (ARG) z
wykorzystaniem narzedzi bioinformatycznych oraz kuratorowanych baz danych, w tym

AMRFinderPlus oraz CARD. Identyfikacj¢ ARG prowadzono zar6wno na poziomie
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chromosomow, jak i elementéw pozachromosomalnych, takich jak plazmidy, co umozliwiato

oceng potencjalnej mobilnosci wykrytych determinant opornosci.

Analiza genotypowa obejmowata rowniez okreslenie mechanizméw opornosci, takich jak
modyfikacja miejsca docelowego antybiotyku, enzymatyczna inaktywacja substancji czynnej,
aktywne usuwanie antybiotyku z komorki (efflux) oraz mechanizmy ochrony rybosomu.
Szczegdlng uwage zwrocono na lokalizacje genéw opornosci (chromosomalna vs.
plazmidowa), co ma kluczowe znaczenie dla oceny ryzyka horyzontalnego transferu genow

opornosci pomi¢dzy mikroorganizmami.

Zintegrowane podejscie, taczace dane fenotypowe 1 genomowe, pozwolito na kompleksowa
oceng profilu antybiotykooporno$ci badanych szczepoéw, identyfikacje rozbieznosci pomigdzy
oporno$cig deklarowang na podstawie genotypu a obserwowang fenotypowo oraz oceng
potencjalnego ryzyka zwigzanego =z wykorzystaniem analizowanych bakterii w

zastosowaniach technologicznych, rolniczych i spozywczych.

2.5. Analiza metagenomiczna

Badania przeprowadzono na probkach gleby pochodzacych z dwoch typow uzytkowania

rolniczego:
e KCI — gleba z powierzchni uzytkowanej pod uprawe drzew owocowych,
e K2M - gleba z powierzchni uzytkowanej pod uprawe krzewow jagodowych.

Kazda probke gleby inokulowano pojedynczo jednym z wymienionych szczepow
bakteryjnych. Okres inokulacji wynosit 4 tygodnie. Proby kontrolne stanowily gleby

inkubowane w analogicznych warunkach, bez dodatku mikroorganizmow.

Catkowite DNA mikroorganizméw izolowano z prébek gleby po inokulacji przy uzyciu
zestawu DNeasy PowerSoil Pro Kit (Qiagen), zgodnie z zaleceniami producenta. Jako$¢ oraz

ilo§¢ wyizolowanego DNA oceniano spektrofotometrycznie oraz elektroforetycznie.

Profilowanie mikrobiomu gleby przeprowadzono z wykorzystaniem sekwencjonowania
amplikonu genu 16S rRNA w oparciu o sekwencjonowanie nastepnej generacji (NGS).
Amplifikacj¢ regionu V3-V4 genu 16S rRNA wykonano z zastosowaniem starterow
341F/805R. Przygotowanie bibliotek sekwencyjnych oraz ich indeksowanie przeprowadzono

zgodnie z protokotem Nextera XT nr 15044223 Rev. B (Illumina). Sekwencjonowanie
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wykonano na platformie Illumina MiSeq, generujac parowane odczyty 2 x 150 bp. Dla kazdej

badanej proby wykonano pig¢ powtorzen technicznych (n = 5).

Obrobke bioinformatyczng surowych danych sekwencyjnych, obejmujaca kontrole jakosci,
filtrowanie sekwencji niskiej jakosci, identyfikacj¢ i usuwanie sekwencji chimerycznych oraz
inferencj¢ wariantow sekwencji amplikonowych (ASV), przeprowadzono z wykorzystaniem
programu DADA2 v2024.2.0. Klasyfikacje taksonomiczng wykonano w srodowisku QIIME 2
v2024.2 z zastosowaniem bazy referencyjnej SILVA v132. Z dalszych analiz wykluczono
ASV o wzglednej liczebnosci ponizej 0,25% we wszystkich probkach.

Dane zaimportowano do $rodowiska R v4.4.1 z wykorzystaniem pakietu qiime2R i
analizowano przy uzyciu pakietow phyloseq oraz vegan. Po rozrzedzeniu danych obliczono
miary roznorodnosci alfa, w tym efektywng liczb¢ Shannona. Analiz¢ réznorodnosci beta
przeprowadzono na podstawie macierzy dystanséw Bray—Curtis, z wizualizacja wynikow w
postaci ordynacji NMDS. Réznice pomigdzy wariantami oceniano testem Kruskala—Wallisa z
testem post hoc Dunna (dla alfa-r6znorodnos$ci) oraz testem PERMANOVA (dla beta-
r6znorodno$ci). Analize roznicowej obfitosci taksonow przeprowadzono z zastosowaniem
metody ANCOM-BC, a identyfikacje taksonéw wskaznikowych wykonano przy uzyciu
analizy LEfSe.

2.6. Analizy aktywnosci lakazowej i ekspresji genow

W przypadku szczepéw Pseudomonas putida oraz grzybow z rodzaju Trichoderma
aktywnos$¢ lakazy oznaczano w plynie pohodowlanym (supernatancie), uzyskanym po
wirowaniu hodowli (3500 x g, 15 min). Dla szczepéw Bacillus pumilus, ze wzgledu na
obecno$¢ lakazy CotA zwigzanej z okrywa endospory, aktywno$¢ enzymatyczng oznaczano
bezposrednio w zawiesinie spor, a nie w supernatancie hodowli. Hodowle B. pumilus
prowadzono do etapu zaawansowanej sporulacji, po czym materiat biologiczny zbierano z

podtoza i zawieszano w buforze cytrynianowo-fosforanowym (pH 4,5).

Aktywno$¢ lakazy oznaczano metoda spektrofotometryczng z wykorzystaniem substratu
ABTS (2,2'-azyno-bis(3-etylobenzotiazolin-6-sulfonowy kwas)). Mieszanina reakcyjna
zawierata 740 pL buforu cytrynianowo-fosforanowego (pH 4,5), 10 pL proby badanej
(supernatantu lub zawiesiny spor) oraz 250 pL roztworu ABTS, dodawanego bezposrednio
przed pomiarem. Przyrost absorbancji mierzono przy dtugosci fali 420 nm przez 60 s wobec

odpowiedniej proby $lepej. Pomiary prowadzono w trzech powtdrzeniach. Dla zawiesin spor
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B. pumilus stosowano probe $lepa zawierajaca zawiesing spor w buforze bez dodatku ABTS

w celu korekeji tta wynikajacego z metnosci probki.

Analize statystyczng wynikdw oznaczen aktywnosci lakazowej przeprowadzono z
wykorzystaniem jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA). W przypadku stwierdzenia
istotnych ro6znic pomig¢dzy grupami zastosowano test post-hoc Tukeya (HSD) przy poziomie

istotnosci o = 0,05.

Aktywnos¢ lakazy obliczano zgodnie ze wzorem:

Akt [U] AA - 10° - Veatk.
l E- Vpr.b. - At

gdzie:
AA — przyrost absorbancji
Veatk. - catkowita objetos¢ proby (1 ml)
- molowy wspotczynnik absorbancji [36000 M cm™)
Voprb. - objetos¢ proby badanej (0,01 ml)
t — czas pomiaru (1 min)
Catkowite RNA izolowano z wykorzystaniem odczynnika TRIzol (Invitrogen) oraz zestawu
Direct-zol™ RNA MiniPrep (Zymo Research). Pelety bakteryjne zawieszano w TRIzolu i
mrozono przez 1 h w temperaturze —80°C w celu ulatwienia lizy komorek, a nastgpnie
mieszano w stosunku 1:1 z etanolem, zgodnie z protokotem zestawu Direct-zol™, i
nanoszono bezposrednio na kolumny oczyszczajace, z zastosowaniem trawienia DNazg na
kolumnie. RNA ptukano zgodnie z instrukcja producenta i eluowano w wodzie wolnej od
RNaz. Stgzenie 1 czystos¢ RNA oceniano spektrofotometrycznie (NanoDrop), natomiast
integralno$¢ RNA okres$lano z wykorzystaniem zestawu Qubit RNA 1Q Assay Kit (Thermo

Fisher Scientific). Oczyszczone RNA przechowywano w temperaturze —80°C do czasu

dalszych analiz.

Analize ekspresji genow lakaz prowadzono metoda jednoetapowego RT-qPCR =z
wykorzystaniem zestawu Power SYBR™ Green RNA-to-CT™ 1-Step Kit (Thermo Fisher
Scientific) oraz starteréw wyszczegolnionych w Tabeli 2. Do kazdej reakcji dodawano 100 ng
RNA, a koncowe stezenie kazdego startera wynosito 150 nM. Reakcje prowadzono w
objetosci 20 pL, zgodnie z protokotem producenta, przy zastosowaniu nast¢pujacych
warunkow termocyklera: odwrotna transkrypcja (48°C, 30 min), aktywacja polimerazy (95°C,
15 min), a nastepnie cykle amplifikacji obejmujace denaturacje (95°C, 15 s), przylaczanie
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starterow (60°C, 15 s) oraz elongacje (60°C, 1 min). Analizy prowadzono na platformie

QuantStudio™ 3 (Applied Biosystems).

Analize ekspresji gendow przeprowadzono w oparciu o poréOwnanie wartosci —ACt, z
wykorzystaniem oprogramowania QuantStudio™ Design & Analysis Software. Zastosowane
podejécie umozliwiato ocen¢ wzglednych pozioméw ekspresji genu lakazowego pomigdzy
analizowanymi szczepami, bez definiowania jednej wspolnej proby referencyjnej. Wartosci
Ct genu docelowego normalizowano wzglgdem genu referencyjnego (16S rRNA), przy

zatozeniu porownywalnego poziomu jego transkrypcji w badanych warunkach.

Kazda reakcj¢ RT-qPCR wykonywano w dwoch powtodrzeniach technicznych, a do dalszych
analiz wykorzystywano $rednie warto$ci Ct. Analiza miala charakter porownawczy pomi¢dzy
szczepami 1 nie obejmowata analizy statystycznej opartej na replikatach biologicznych.
Specyficznos¢ amplifikacji weryfikowano na podstawie analizy krzywych topnienia (melt

curves).

Tabela 4. Sekwengje starterow uzytych w rt-PCR

Nazwa Temp.

Sekwencje starterow . Literatura

genu annelingu [°C]

RT-Lac-F
CATCTAGATAACGACGCCACAATCTITAC
CotA RT-Lac-R 60 Li et al., 2024
ACATCAAAACGTTCAGCAGGTGCAAT
16S_341F
165 CCTACGGGnGGCwGCAG 60 Klindworth et

16s_805R al., 2013

GACTAChvGGGTATCTAATCC
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3. Wyniki i ich omdéwienie
3.1. Potencjal biokontrolny mikroorganizmow

3.1.1. Aktywnos¢ antagonistyczna szczepow Trichoderma wobec fitopatogenow

roslinnych

W ramach oceny potencjalu biokontrolnego przeprowadzono testy in vitro dla o$miu
szczepOw grzybow z rodzaju Trichoderma, konfrontujac je z wybranymi izolatami
fitopatogendw roslinnych. Badania obejmowaly patogeny o istotnym znaczeniu
gospodarczym, w tym Fusarium graminearum (KKP 3962), Botrytis cinerea (KKP 3292,
KKP 451), Alternaria alternata (KKP 3368, KKP 4022) oraz Alternaria infectoria (KKP
3728).

Aktywno$¢ antagonistyczng oceniano na podstawie testow hodowli konfrontacyjnych (dual
culture), analizujac zdolno$¢ szczepdw Trichoderma do hamowania wzrostu fitopatogenow
oraz ich przerastania. Przykladowe wyniki dla trzech wybranych szczepdéw Trichoderma

zestawiono w tabeli 5.

Tabela 5. Ocena aktywnosci antagonistycznej wybranych szczepow Trichoderma wobec

fitopatogenow.
Fitopatogen
Szczep KKP KKP KKP KKP KKP KKP
Trichoderma 3962 3292 451 3368 4022 3728
KKP 4166 ++ ++ ++ ++ ++ ++
KKP 4180 ++ ++ ++ + + +
KKP 788 ++ ++ ++ + + +

Legenda: ++ — silny antagonizm (zahamowanie wzrostu i przerastanie patogenu);

+ — antagonizm (zahamowanie wzrostu); — brak efektu antagonistycznego.
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We wszystkich analizowanych przypadkach stwierdzono silng aktywno$¢ antagonistyczng
szczepOw Trichoderma wobec izolatow Fusarium graminearum oraz Botrytis cinerea.
Skuteczno$¢ wobec patogenow z rodzaju Alternaria byla bardziej zréznicowana i zalezna od

szczepu Trichoderma.

Na tle pozostatych obiektéw szczegolnie wyrdzniat si¢ szczep Trichoderma sp. KKP 4166,
ktory wykazywat silny antagonizm wobec wszystkich testowanych fitopatogendow, w tym
rowniez izolatow Alternaria alternata 1 Alternaria infectoria. Obserwowano zarowno
wyrazne zahamowanie wzrostu patogenow, jak 1 ich przerastanie przez grzyb
antagonistyczny, co wskazuje na szerokie spektrum dziatania oraz wysoki potencjat

biokontrolny tego szczepu.

Pozostate analizowane szczepy (Trichoderma sp. KKP 4180 oraz Trichoderma sp. KKP 788)
wykazywaty porownywalnie wysoka skuteczno$¢ wobec Fusarium i Botrytis, natomiast ich
aktywnos$¢ wzgledem patogendéw z rodzaju Alternaria byta umiarkowana. Uzyskane wyniki
potwierdzaja, ze szczepy Trichoderma ro6znig si¢ zakresem 1 intensywnos$cig dziatania
antagonistycznego, co ma istotne znaczenie na etapie selekcji kandydatow do dalszych badan

aplikacyjnych.
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e KKP 4022

e KKP 3368

KKP 4166 ==———fme-— ; /p__ KKP 4180
Zdjecie 1. Przyktadowe wyniki testow konfrontacyjnych (dual culture) szczépéw
Trichoderma wobec izolatow Alternaria alternata. Widoczne jest zahamowanie wzrostu

fitopatogenu oraz przerastanie kolonii patogenu przez szczepy Trichoderma sp. KKP 4166

oraz Trichoderma sp. KKP 4180, wskazujace na silne wtasciwos$ci antagonistyczne.

3.1.2. Aktywnos$¢ antypatogenowa wybranych szczepow bakterii i drozdzy

W celu wuzupelienia badan nad potencjalem biokontrolnym mikroorganizméw
przeprowadzono testy in vitro oceniajace aktywno$¢ antagonistyczng wybranych szczepdéw
bakterii fermentacji mlekowej oraz bakterii z rodzaju Bacillus wobec istotnych fitopatogendw
roslinnych. Analizy prowadzono z wykorzystaniem izolatoéw Botrytis cinerea (KKP 451),
Fusarium oxysporum (KKP 458) oraz dwoch izolatow Alternaria alternata (KKP 4022 i KKP
3728).
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Tabela 6. Aktywno$¢ antagonistyczna wybranych szczepdéw bakterii fermentacji mlekowej

oraz bakterii z rodzaju Bacillus wobec fitopatogendéw roslinnych oceniana w testach in vitro

Fitopatogen

Botrytis
cinerea
KKP 451

Fusarium
oxysporum
KKP 458

Alternaria

alternata
KKP 4022

Alternaria

alternata
KKP 3728

Bacillus subtilis
KKP 3899

—t

++

e

Bacillus pumilus
KKP 3900

—t

++

e

Lactococcus lactis
KKP 835

+/-

e

Pediococcus

acidilactici
KKP 2065

Pediococcus
acidilactici
KKP 4140

+/-

Pediococcus

acidilactici
KKP 4216

o

Pediococcus
acidilactici
KKP 3246

Limosilactobacillus

reuteri
KKP 4135

Limosilactobacillus
reuteri
KKP 4201

Lactiplantibacillus
curvatus
KKP 1812

o

Lactobacillus
fermentum
KKP 1829

o

Leuconostoc citreum
KKP 4214

+/-

Weissella cibaria
KKP 4218

o

Pediococcus
acidilactici
KKP 4220

+

+/-

o

Legenda: ++ — silny antagonizm (silne zahamowanie wzrostu patogenu);
+ — antagonizm (zahamowanie wzrostu); — brak efektu antagonistycznego.
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Wsrod badanych mikroorganizméw na szczeg6lng uwage zastuguja szczepy bakterii z rodzaju
Bacillus, ktéore wykazywaty silne 1 szerokie spektrum dziatania antagonistycznego.
Najsilniejsza 1 najbardziej powtarzalng aktywnos$¢ antagonistyczng stwierdzono w przypadku
szczepow Bacillus subtilis KKP 3899 oraz Bacillus pumilus KKP 3900. Oba szczepy
wykazywaty silne hamowanie wzrostu Botrytis cinerea oraz obu izolatow Alternaria
alternata, co klasyfikowano jako silny antagonizm. Jednocze$nie nie obserwowano istotnego

efektu hamujacego wobec Fusarium oxysporum.

Uzyskane wyniki wskazuja na szerokie, lecz selektywne spektrum dziatania
antagonistycznego szczepéw z rodzaju Bacillus, ukierunkowane gtownie na patogeny
grzybowe odpowiedzialne za choroby lisci i owocow. Taki profil aktywnosci jest zgodny z
doniesieniami literaturowymi dotyczacymi zdolnos$ci bakterii Bacillus do produkcji
metabolitow o dzialaniu przeciwgrzybowym, przy jednoczesnie ograniczonym wplywie na

patogeny glebowe z rodzaju Fusarium.

W grupie bakterii fermentacji mlekowej obserwowano zdecydowanie bardziej zroznicowane i
selektywne dziatanie antagonistyczne, zalezne zaréwno od szczepu, jak 1 gatunku

fitopatogenu.

Szczepy Lactococcus lactis KKP 835, Lactiplantibacillus curvatus KKP 1812 oraz
Lactobacillus fermentum KKP 1829 wykazywaly umiarkowang aktywnos$¢ antagonistyczng
wobec Botrytis cinerea 1 Fusarium oxysporum, przy jednocze$nie wyrazniejszym dziataniu
hamujacym wobec izolatow Alternaria alternata, szczegdlnie KKP 3728. W tych
przypadkach obserwowano zaréwno pelne zahamowanie wzrostu (+), jak i efekt czgsciowy

(+/-), wskazujacy na ograniczong, lecz mierzalng aktywno$¢ antypatogenowa.

Szczepy Weissella cibaria KKP 4218 oraz Pediococcus acidilactici KKP 4220 wykazywaly
selektywng aktywno$¢ wobec Alternaria alternata, przy czym w przypadku izolatu KKP
3728 obserwowano silne zahamowanie wzrostu (++). Dziatlanie wobec pozostalych
patogendw byto ograniczone lub nieobecne, co sugeruje waskie spektrum oddziatywania tych

SZCZEPOW.

Pozostate szczepy Pediococcus acidilactici (KKP 2065, KKP 4140, KKP 4216, KKP 3246)
charakteryzowaly si¢ brakiem lub bardzo ograniczong aktywnoscia antagonistyczng wobec
wiekszosci testowanych fitopatogenow, z wyjatkiem pojedynczych przypadkow stabego lub

umiarkowanego hamowania wzrostu izolatow Alternaria.
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Szczepy Limosilactobacillus reuteri (KKP 4135 1 KKP 4201) nie wykazywaly aktywnosci
antagonistycznej wobec zadnego z testowanych fitopatogenéw w zastosowanych warunkach

doswiadczalnych.

Uzyskane wyniki wskazuja, Zze sposrdod badanych mikroorganizmoéw najwyzszy potencjat
biokontrolny wykazuja szczepy z rodzaju Bacillus, charakteryzujace si¢ silnym i stosunkowo
szerokim spektrum dzialania antagonistycznego wobec istotnych fitopatogendéw roslinnych.
Bakterie fermentacji mlekowej wykazywaty natomiast dziatanie wyraznie szczepozalezne i

selektywne, ograniczone gtéwnie do wybranych izolatow Alternaria alternata.

Obserwowane roznice w aktywnos$ci antypatogenowej potwierdzaja zasadno$¢ prowadzenia
selekcji szczepowej oraz wskazuja, ze bakterie fermentacji mlekowej moga petnié rolg
uzupehniajagca lub wspomagajaca w strategiach biokontroli, natomiast szczepy Bacillus
stanowig najbardziej obiecujace obiekty do dalszych badan aplikacyjnych w kontekscie

ochrony roslin.

3.2. Zdolno$¢ syntezy egzopolisacharydow (EPS) i charakterystyka metaboliczna

bakterii fermentacji mlekowej

Wyniki jako$ciowej oceny zdolno$ci szczepdéw bakterii fermentacji mlekowej do produkcji
egzopolisacharydéw (EPS) przedstawiono w tabeli 6. Ocene przeprowadzono na podstawie
obserwacji morfologii kolonii wyhodowanych na podtozu stalym. Kolonie analizowano pod
katem obecnosci fenotypu sznurowatego EPS poprzez delikatne dotknigcie ich sterylng
wykataczka 1 obserwacj¢ tworzenia si¢ dilugich, widocznych nitek polisacharydowych.
Szczepy wykazujace ten fenotyp zaklasyfikowano jako produkujace EPS (,,EPS +7),

natomiast brak obserwowanego efektu okreslano jako ,,EPS —”.

Tabela 6. Synteza egzopolisacharydow (EPS) przez szczepy bakterii fermentacji mlekowej —

ocena jakosciowa na podiozu statym

Symbol Gatunek Obecnosé EPS

750 (10) Lactiplantibacillus plantarum +

KKP 1808 | Pediococcus pentosaceus

KKP 1812 | Weissella cibaria

KKP 1829 | Limosilactobacillus reuteri

KKP 1839 | Pediococcus pentosaceus

N [ & o= (=
®

|||+

KKP 1840 | Pediococcus pentosaceus
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7 KKP 2036p | Lacticaseibacillus casei/paracasei +
8 KKP 2042p | Weissella cibaria +
9 KKP 2043p | Weissella cibaria +
10 | KKP 2064 | Weissella cibaria +
11 | KKP 2065 | Pediococcus acidilactici +
12 | KKP 3066 | Pediococcus pentosaceus +
13 | KKP 3070 | Pediococcus pentosaceus +
14 | KKP 3180 | Pediococcus acidilactici +
15 | KKP 3246 | Pediococcus acidilactici +
16 | KKP 3274 | Pediococcus pentosaceus +
17 | KKP 4214 | Leuconostoc citreum +
18 | KKP 4215 | Leuconostoc sp. +
19 | KKP 4216 | Pediococcus acidilactici +
20 | KKP 4218 | Weissella cibaria +
21 | KKP 4219 | Weissella cibaria +
22 | KKP 4220 | Leuconostoc lactis +
23 | KKP 593p | Lactiplantibacillus plantarum +
24 | KKP 825 Lactiplantibacillus plantarum +
25 | 1850 (3) Pediococcus pentosaceus -
26 | 750 (9) Leuconostoc paramesenteroides -
27 [ 7507 Pediococcus pentosaceus -
28 | AG Pediococcus pentosaceus -
29 | Gryka 1B | Pediococcus acidilactici -
30 | Gryka 3A | Pediococcus pentosaceus -
31 | Gryka3B | Pediococcus pentosaceus -
32 | Gryka4C | Leuconostoc mesenteroides -
33 | Kap A Pediococcus pentosaceus -
34 | KKD Pediococcus pentosaceus -
35 | KKP 1802 | Pediococcus acidilactici -
36 | KKP 1806 | Pediococcus pentosaceus -
37 | KKP 1809 | Pediococcus pentosaceus -
38 | KKP 2058p | Weissella cibaria ZFJ 7/8 -
39 | KKP 3069 | Pediococcus acidilactici -
40 | KKP 3100 | Pediococcus pentosaceus -
41 | KKP 3101 | Pediococcus acidilactici -
42 | KKP 3103 | Pediococcus pentosaceus -
43 | KKP 3243 | Pediococcus pentosaceus -
44 | KKP 3244 | Pediococcus pentosaceus -
45 | KKP 3245 | Pediococcus pentosaceus -
46 | KKP 3248 | Pediococcus acidilactici -
47 | KKP 3273 | Pediococcus pentosaceus -
48 | KKP 3277 | Pediococcus acidilactici -
49 | KKP 385 Leuconostoc mesenteroides dextranicum -
50 | KKP 879 Pediococcus acidilactici -
51 | MA Pediococcus pentosaceus -
52 | W.clJecz3 | Weissella cibaria -
53 | WN1 Pediococcus pentosaceus -
54 | ZFB 138 Pediococcus pentosaceus -
55 | ZFB 140 Leuconostoc pseudomesenteroides/ mesenteroides -
56 | ZFB 201 Pediococcus acidilactici -
57 | ZFP6 Pediococcus acidilactici -
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Sposrod 57 badanych izolatow bakterii fermentacji mlekowej zdolno§¢ do syntezy EPS
wykazano u 23 szczepdw, nalezacych do gatunkéw Lactiplantibacillus plantarum, Weissella
cibaria, Pediococcus acidilactici, Pediococcus pentosaceus, Limosilactobacillus reuteri oraz

Leuconostoc citreum.

W kolejnym etapie do ilosciowej oceny produkcji EPS wytypowano szczepy pozytywne w
tescie jakosciowym przeprowadzonym na podtozu statym. Wyniki iloSciowej analizy syntezy
EPS przedstawiono w tabeli 7. Przyktadowa morfologi¢ kolonii z wyraznie widoczng

produkcja egzopolisacharydow zilustrowano na Zdjeciu 2.

Zdjecie 2. Morfologia kolonii Weissella cibaria KKP 2042 z widocznymi EPS.

Wyniki ilo$ciowej oceny zdolnosci do syntezy EPS przez wyselekcjonowane szczepy bakterii

fermentacji mlekowej przedstawiono w Tabeli 7.
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Tabela 7. Zdolno$¢ do syntezy EPS przez szczepy bakterii mlekowej - ocena ilosciowa

Symbol Gatunek EPS
pozywka ptynna | pozywka stata

[g1] [gkg']
KKP 4220 | Leuconostoc lactis 11,64 £2,25 1,71+ 1,68
KKP 4214 | Leuconostoc citreum 5,70 £2,74 2,57+0,92
KKP 2042p | Weissella cibaria 4,65 +1,46 1,67+2.46
KKP 2065 | Pediococcus acidilactici 4,65 +£2,49 0,01+ 0,00
KKP 4215 | Leuconostoc sp. 4,49 +1,85 1,72 £0,49
KKP 2043p | Weissella cibaria 4,29 £ 0,56 4,90 + 0,65
KKP 4216 | Pediococcus acidilactici 425 +1,65 0,75+0,26
KKP 1839 | Pediococcus pentosaceus 3,77+1,13 0,31 0,17
KKP 1808 | Pediococcus pentosaceus 3,27 +0,83 0,35+0,23
KKP 1812 | Weissella cibaria 3,26 £ 1,54 0,74 +0,43
KKP 3180 | Pediococcus acidilactici 3,01 £1,33 0,67+ 0,15
KKP 4218 | Weissella cibaria 3,00+ 1,36 1,62 £0,75
KKP 3066 | Pediococcus pentosaceus 2,82 +0,84 0,65+0,20
KKP 2064 | Weissella cibaria 2,71 £0,27 0,55+0,15
KKP 4219 | Weissella cibaria 2,60 £0,56 0,44 £ 0,24
KKP 2036p | Lacticaseibacillus casei/paracasei | 2,44 + 0,62 0,61 +£0,18
KKP 1829 | Limosilactobacillus reuteri 2,26 £1,40 1,89 + 1,87
KKP 3070 | Pediococcus pentosaceus 2,20+ 0,86 0,23+0,13
KKP 825 Lpb. plantarum 2,14+ 1,05 0,63 +0,23
KKP 1840 | Pediococcus pentosaceus 2,14 +£0,12 0,30+0,10
KKP 3274 | Pediococcus pentosaceus 1,96 £ 1,95 0,72+ 0,59
KKP 3246 | Pediococcus acidilactici 1,90 + 0,74 1,06 + 0,22
KKP 593p | Lpb. plantarum 1,46 £ 1,30 1,33 +£1,63
750 (10) Lpb. plantarum 1,30 + 0,45 0,30 +£ 0,22

Zaobserwowano istotne zréznicowanie zdolnosci do syntezy egzopolisacharydow pomig¢dzy
badanymi szczepami bakterii nalezacymi do rodzajow Lactiplantibacillus, Leuconostoc,
Weissella oraz Pediococcus. Najwyzsza wydajnos¢ biosyntezy EPS w warunkach
laboratoryjnych, w podtozu MRS z dodatkiem sacharozy, stwierdzono w przypadku szczepu
Leuconostoc lactis KKP 4220, dla ktorego uzyskano ponad 11 g EPS-1™! pozywki plynnej. W
przypadku pozostatych szczepéw maksymalna wydajno$¢ biosyntezy EPS nie przekraczata

4,65 g-17', co zaobserwowano m.in. dla Pediococcus acidilactici KKP 2065.

Nalezy zaznaczy¢, ze ekstrakcja egzopolisacharydow metoda precypitacji obejmuje kilka
etapow, takich jak oddzielenie biomasy komoérkowej, degradacja bialek oraz wytracanie
polisacharydow, co moze wplywa¢ na zmienno$¢ uzyskiwanych wynikéw i skutkowac

odchyleniami pomiedzy powtorzeniami. Ponadto, ze wzgledu na zréznicowang metodyke

36



oznaczen oraz badanie réznych szczepow, bezposrednie pordwnywanie wydajnosci syntezy

EPS pomig¢dzy wynikami prezentowanymi przez roznych autordéw jest utrudnione.

Dane literaturowe wskazuja na szeroki zakres raportowanych wydajnosci biosyntezy EPS
przez bakterie fermentacji mlekowej. Oleksy-Sobczak (2020) wykazata, Ze po optymalizacji
warunkéw hodowli szezepy Lacticaseibacillus rhamnosus wytwarzaty od okoto 800 mg do 1
g EPS-I"" pozywki, natomiast Badel i wsp. (2011) podaja warto$¢ 2,7 g EPS-I"" dla tego
samego gatunku. Wyniki te potwierdzaja, ze czynniki $rodowiskowe w istotnym stopniu

determinuja wydajno$¢ syntezy egzopolisacharydow przez bakterie mlekowe.

W przeprowadzonych badaniach analizowano wplyw temperatury oraz pH $rodowiska
hodowli na wydajno$¢ biosyntezy EPS, zar6wno w do$wiadczeniach laboratoryjnych, jak i w

hodowlach prowadzonych w bioreaktorach.

Wplyw pH podtoza na biosynteze EPS przez
szczepy LAB, g™

WC 2042

2,8 3 3,2 3,4 3,6 3,8 4

EpHS5,5 mpH4,5

Rysunek 1. Wydajno$¢ biosyntezy EPS przez wybrane szczepy bakterii mlekowych w zalezno$ci od
pH

Jednym z kluczowych czynnikow wplywajacych na wydajnos¢ biosyntezy EPS jest obecnos¢
wysokich stezen sacharydow w pozywce hodowlanej (Palomba et al., 2012; Badel et al.,
2011; Madhuri i Prabhakar, 2014). Istotna rol¢ odgrywaja rowniez sktadniki mineralne, Zrédta

azotu oraz parametry fizykochemiczne hodowli, w tym temperatura i pH.
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Rysunek 2. Wydajnos¢ biosyntezy EPS przez wybrane szczepy bakterii mlekowych, wplyw

temperatury, doswiadczenie w skali laboratoryjne;.

Podczas optymalizacji produkcji EPS przez bakterie mlekowe istotnym parametrem jest takze
czas inkubacji, ktory zazwyczaj wynosi co najmniej 48 h. Jednak, jak wykazano w badaniach
Oleksy-Sobczak (2020), dla wybranych szczepow Lcbh. rhamnosus optymalny czas hodowli
pod wzgledem syntezy EPS wynosit odpowiednio 24 lub 30 h. Ze wzgledu na indywidualne
cechy fizjologiczne i metaboliczne szczepoéw bakterii zdolnych do syntezy EPS nie istnieje
uniwersalny model hodowli, a zmienne warunki $srodowiskowe wplywaja nie tylko na ilos¢,
lecz takze na strukture chemiczng, sktad monosacharydowy oraz witasciwosci biologiczne

wytwarzanych egzopolisacharydéw (Oleksy-Sobczak et al., 2020; Prete et al., 2014).

Na podstawie otrzymanych wynikéw, zarowno w skali laboratoryjnej, jak i mikrotechnicznej,
wyznaczono optymalne warunki biosyntezy egzopolisacharydéw (EPS) dla wybranych
szczepow bakterii fermentacji mlekowej charakteryzujacych si¢ najwyzsza wydajno$cia

produkcji tych zwigzkow.
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Tabela 8. Optymalne warunki hodowli bakterii mlekowych pod wzgledem syntezy EPS.

Szczep bakterii, parametry optymalne
Parametr Zakres Weissella cibaria | Leuconostoc citreum
KKP 2042 KKP 4220
Temperatura 20 °C - 37 °C 20 °C 30-37 °C
pH pH 4,5+ pH 5,5 pH 4,5 pH 4,5
Czas hodowli 24h— 48 h 48 h 48 h
o
Inokulum % v/v 59 -20% 15% 10%
Sacharoza 2%
Wydajnos¢ produkcji EPS >3 g
sm g1 Sacharoza 2% +
glukoza 2% >0 87

Doniesienia literaturowe wskazuja, ze produkcja EPS ma charakter indukowany i jest silnie
zalezna od pH oraz sktadu pozywki, w szczego6lnosci od rodzaju i stezenia zrodet wegla i
azotu, a takze od warunkéw inkubacji, takich jak temperatura i czas hodowli (Milanovi¢ et al.,
2020; Zarour et al., 2018). Palomba et al. (2012), porownujac pozywki wzbogacone réznymi
weglowodanami, wykazali, ze pozywki zawierajace sacharozg sa najbardziej odpowiednie do

przesiewowej identyfikacji bakterii fermentacji mlekowej zdolnych do produkcji EPS.

W prezentowanych badaniach okreslono sktad pozywki oraz parametry hodowli sprzyjajace
syntezie EPS przez szczepy Weissella cibaria KKP 2042 oraz Leuconostoc citreum KKP
4220. Maksymalna wydajno$¢ biosyntezy EPS dla tych szczepéw wynosita odpowiednio
10,76 oraz 6,70 g s.m. EPS-I"', natomiast w alternatywnych wariantach podtoza 3,35 oraz
3,82 g s.m. EPS-I"". Uzyskane wartosci sg wysokie w porownaniu z danymi literaturowymi

dla bakterii fermentacji mlekowej o wiasciwosciach probiotycznych.

Przyktadowo Zhao i Liang (2023) podaja wydajnos¢ EPS na poziomie 345,98 mg-1"' dla
szczepu Lactiplantibacillus plantarum MCS5, natomiast Wang et al. (2023) uzyskali dla
szczepu Lpb. plantarum R301 po optymalizacji jedynie 97,85 mg-17'. Oleksy-Sobczak (2020),
stosujac 5% inokulum, wykazata najwyzsza produkcje EPS dla szczepu Lacticaseibacillus
rhamnosus L OCK 0935 w temperaturze 25 °C 1 przy poczatkowym pH 5,7, osiggajac 1004,67
+ 98,28 mg-1".

W przypadku szczepdw Lcb. rhamnosus wykazano, ze optymalna temperatura syntezy EPS
wynosi okoto 25 °C, co potwierdzaja réwniez obserwacje Bengoa et al. (2018). Podobnie,

Minervini et al. (2010) wykazali, ze stosowanie niekontrolowanego pH (w zakresie od 5,6 do

39




3,5) moze prowadzi¢ do wyzszej wydajnosci syntezy EPS niz hodowle prowadzone przy

statym, regulowanym pH.

Wysoka wydajnos$¢ produkceji EPS przez Lpb. plantarum RO30 uzyskali rowniez Elmansy et
al. (2023); osiggnigcie wartosci 10,32 g-1' wymagato jednak zastosowania silnie
zoptymalizowanych warunkéw, w tym wysokiego stezenia sacharozy (40 g-17') oraz ekstraktu
wotowego (25 g'1"), przy pH 5,5, temperaturze inkubacji 30 °C oraz czasie hodowli
wynoszacym 72 h. Rowniez Patadiya et al. (2025) wskazuja na istotny wpltyw
podwyzszonego stezenia sacharydow na wydajno$¢ syntezy EPS przez szczepy Weissella

cibaria.

Wyznaczenie optymalnych warunkow biosyntezy EPS w warunkach bioreaktorowych
umozliwilo opracowanie standardowych procedur operacyjnych (SOP, Standard Operating
Procedures) dla hodowli szczepow Weissella cibaria KKP 2042 oraz Leuconostoc citreum

KKP 4220, ukierunkowanych na zwiekszong produkcje egzopolisacharydow.

Okreslenie standardowych warunkow operacyjnych hodowli szczepow bakterii

mlekowych optymalnych pod wzgledem syntezy egzopolisacharydow

Na podstawie przeprowadzonych do$wiadczen optymalizacyjnych, obejmujacych analizg
wplywu temperatury, pH, sktadu pozywki oraz wielkosci inokulum, opracowano standardowe
warunki operacyjne (SOP) hodowli dwoch szczepdéw bakterii mlekowych charakteryzujacych
si¢ najwyzsza wydajnosciag syntezy egzopolisacharydow, tj. Weissella cibaria KKP 2042 oraz
Leuconostoc lactis KKP 4220.

W obu przypadkach procedura wyprowadzania inokulum obejmowala namnazanie bakterii z
hodowli przechowywanych w postaci zamrozonej zawiesiny z dodatkiem 20% glicerolu (—80
°C), poprzez przeniesienie materiatu biologicznego do bulionu MRS 1 inkubacje¢ przez 24 h w
temperaturze 37 °C. Nastepnie prowadzono kolejny pasaz hodowli w podtozu MRS, stosujac
10% (v/v) inokulum, rowniez inkubowany przez 24 h w temperaturze 37 °C, w celu

uzyskania odpowiedniej ilosci biomasy do zapoczatkowania wtasciwej hodowli produkcyjne;j.

Podtoze do syntezy EPS stanowit bulion MRS, w ktérym zrodto wegla modyfikowano w
zalezno$ci od badanego szczepu. W przypadku Weissella cibaria KKP 2042 zastosowano
sacharoze jako jedyne zrodlo wegla, natomiast dla Leuconostoc lactis KKP 4220 optymalne

rezultaty uzyskano przy zastosowaniu mieszaniny glukozy i sacharozy w proporcji 1:1, w
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tacznym stezeniu 20 g-L™'. pH podloza ustalano i utrzymywano na poziomie 4,5, a

sterylizacj¢ oraz regulacj¢ pH prowadzono bezposrednio w bioreaktorze.

Hodowlg wtasciwa prowadzono w warunkach zoptymalizowanych indywidualnie dla kazdego
szczepu. Dla Weissella cibaria KKP 2042 najwyzsza wydajno$¢ syntezy EPS uzyskano w
temperaturze 20 °C, przy udziale inokulum stanowigcego 15% (v/v) objetosci pozywki. W
przypadku Leuconostoc lactis KKP 4220 optymalna temperatura hodowli miescita si¢ w
zakresie 30-37 °C, przy czym w tym przedziale nie obserwowano istotnych roéznic w
wydajnosci produkceji EPS; objeto$¢ inokulum wynosita 10% (v/v). Czas trwania hodowli

produkcyjnej dla obu szczepdéw wynosit 48 h.

Po zakonczeniu hodowli biomasa komodrkowa byla oddzielana metoda wirowania, a
egzopolisacharydy izolowano z supernatantu poprzez wytracanie etanolem 96% w stosunku

objetosciowym 1:2.

Zdjecie 3. Hodowle bakterii w bioreaktorze laboratoryjnym, optymalizacja parametrow hodowli w

celu zwigkszenia produkcji EPS

Schematyczne zestawienie opracowanych warunkéw operacyjnych dla Weissella cibaria

KKP 2042 oraz Leuconostoc lactis KKP 4220 przedstawiono odpowiednio na SOP Al oraz
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SOP A2 w zalaczniku A. Schematy oraz szczegdétowe procedury SOP zamieszczono w

czesci koncowej raportu.

Istotnym elementem oceny potencjatu aplikacyjnego wyselekcjonowanych szczepow bakterii

mlekowych byla analiza

ich zdolnosci do

syntezy krotkotancuchowych kwasow

organicznych. Profil produkcji kwasow mlekowego, octowego, propionowego i mastowego

oznaczono w supernatantach po hodowlach, a uzyskane wyniki przedstawiono w tabeli 9.

Tabela 9. Synteza kwaséw organicznych przez bakterie mlekowe selekcjonowane pod

wzgledem zdolnosci do produkcji EPS.

kwas mlekowy

kwas octowy

kwas propionowy

kwas mastowy

Szczep [mg-1] [mg- 1] [mg-1""] [mg-17]
LP%’;’;’;‘W 9688 + 206 1434 + 34 265 +25 <48,00
17 cibaria KK 8040 + 19 3025 + 49 139+2 1690 + 30
Lcireum KKP 2467 £ 51 3550+ 112 145+ 5 51720

P. acjdi;gzgcjm 8181+ 166 | 33757+ 20,54 119+ 9 < 48,00

Praciiacnic SKP | 2694+ 30 3334+ 187 138+ 14 810+ 35
P pentosaces 7614+ 218 1544 + 74 264+ 21 < 48,00
P pemosacetss | 8814+ 352 1678 + 64 370+ 70 < 48,00

Pracudliactct KR 1 6200413 2022+ 43 299 + 21 < 48,00
f;’;?”{‘gi‘fffi‘f 6189 + 14 2539 + 55 246+ 6 1617 + 36

Pracidilacticl KKP 1 g651 4 68 2372£ 65 231445 <48,00
w. Cfé’?g"?;)m 5339+ 87 2455 + 34 213420 1568 + 29
I cibaria KKP 1 6185 + 637 2544 £ 25 22741 1594 + 27
Leb-casel RKP | 8821+ 124 3090 + 18 927 + 13 11776
LPb%’é‘é’;g")mm 12447 + 100 2818 + 43 263 + 23 <48,00
w. C”;%Zi? KKP 1 92847+ 1006 | 10625 + 663 915+ 81 5036 = 262
w. cil;cgz’cleKP 7365 + 11 2704 + 43 214+ 3 1158 £ 24
P pemosaceus 8873 = 76 1612 £ 37 205+ 9 < 48,00
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P. “C"dg‘o’?s"d KKP| - 9238 + 404 1524 + 31 231+ 23 < 48,00
Leu. lactis KKP
4220 1.2 15460 + 100 2356 + 43 276 + 28 <48,00
L .reuteri
KKP 1829 8442 + 164 1032+ 32 222+ 24 <48,00
Lpb. plantarum
KKP 825 14382+ 76 3026 + 22 345+ 17 <48,00

Badane szczepy wykazywaly zroznicowang zdolno$¢ do syntezy kwasoéw organicznych,
zarbwno pod wzgledem ich profilu iloSciowego, jak i jakosSciowego. We wszystkich
przypadkach dominujagcym metabolitem byl kwas mlekowy, ktorego stezenie miescito si¢ w
zakresie od ok. 2,5 do ponad 22 g-17'. U czgéci szczepéw obserwowano rowniez istotng
produkcje kwasu octowego, natomiast synteza kwasow propionowego i mastowego miata
charakter szczepozalezny i wystegpowata w znacznie nizszych st¢zeniach lub pozostawala

ponizej granicy oznaczalnosci metody.

Wysoka zdolno$¢ do syntezy kwasu mlekowego i octowego wykazywaly m.in. szczepy
Weissella cibaria oraz Leuconostoc lactis, ktore jednoczes$nie nalezaly do najbardziej
efektywnych producentéw egzopolisacharydow. Obserwacje te potwierdzaja potencjalng
przydatno$¢ wyselekcjonowanych szczepow w  aplikacjach biotechnologicznych i
fermentacyjnych, gdzie istotne znaczenie ma jednoczesna produkcja EPS oraz metabolitow o

dziataniu konserwujacym i funkcjonalnym.
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3.3. Analizy genomowe i bezpieczenstwo szczepow (WGS, AMR, elementy mobilne)

3.3.1. Genetyczne podstawy syntezy egzopolisacharydow

Badania genetycznych podstaw zdolno$ci syntezy egzopolisacharydow przeprowadzono w
odniesieniu do wybranych szczepow bakterii fermentacji mlekowej. Do analiz wiaczono
szczepy charakteryzujace si¢ najwyzsza wydajnoscig produkcji EPS (L06, £07, L2, G4E,
KKP 2042, KKP 2065) oraz, w celach poréwnawczych, dwa szczepy wykazujace niska
zdolno$¢ do syntezy EPS (KKP 1829, KKP 593).

Na podstawie danych literaturowych wytypowano osiem gendéw zwigzanych z synteza
egzopolisacharydéw, obejmujacych zaréwno homopolisacharydy (HoEPS), jak i
heteropolisacharydy (HeEPS). Do detekcji kazdego z wybranych genéw zastosowano
odpowiednie pary starterow PCR (Genomed). Szczegélowe informacje dotyczace roli
poszczegolnych gendw, sekwencji starterow oraz przewidywanej dhlugosci produktow

amplifikacji zestawiono w Tabeli 10.

Tabela 10. Identyfikacja obecnosci gendow zaangazowanych w syntezg EPS przez wybrane szczepy

bakterii mlekowych.

Szczep bakterii mlekowych (LAB)
3% |22 | 3 w I =T 39| 3
9%4'3845 8 3o 5§ *g w.g g3 a
N ~ SRR R S S o L
gtf Dexreu 600 + +
epsA epsA 784 +
epsB epsB 1150
epsD/E epsDE 189
gtf Deg 660
dsrK dstK 1950 +
ftf LevV 800
p-gtf GLr 276
»=, brak ampikonu o oczekiwanej wielkosci
,» 1 obecno$¢ amlikonu o przewidywanej wielko$ci
Deg - brak , epsB - brak wyniku, LevV - brak , GLr — wyniku, epsDE - brak

Produkty amplifikacji analizowano metoda elektroforezy w zelu agarozowym.
Reprezentatywne wyniki reakcji PCR, ilustrujagce obecno$¢ lub brak amplikonow o
oczekiwanej dlugosci dla poszczegdlnych gendow zaangazowanych w syntez¢ EPS,

przedstawiono na Zdjeciu 4.
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dexreu

epsA

dsrkK

Zdjecie 4. Wizualizacja wynikow reakcji PCR genow zwiazanych z syntezg EPS.

W badaniu obecnosci genéw zwigzanych z synteza egzopolisacharydow pozytywne wyniki
amplifikacji uzyskano dla 4 sposréd analizowanych szczepdw bakterii fermentacji mlekowe;.
Obecnos$¢ genu gtf, kodujacego enzymy zaangazowane w synteze¢ homopolisacharydéw,

zidentyfikowano w przypadku dwoch szczepow.

Ograniczona liczba pozytywnych wynikow reakcji PCR moze wynika¢ ze znacznego
zrdznicowania gatunkowego badanych szczepow, a takze ze ztozono$ci mechanizmow
genetycznych odpowiedzialnych za synteze EPS oraz duzej réznorodnosci strukturalnej
egzopolisacharydow wytwarzanych przez bakterie fermentacji mlekowej. Geny zwigzane z
biosynteza EPS czesto wystepuja w postaci rozbudowanych klastrow genowych,
charakteryzujacych si¢ zmienng organizacja oraz niskim stopniem konserwatyzmu sekwencji,
co moze ogranicza¢ skuteczno$¢ detekcji metoda PCR z uzyciem starterow zaprojektowanych

na podstawie danych literaturowych.
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Potwierdzeniem zlozonych podstaw genetycznych syntezy egzopolisacharydow przez
wybrane szczepy bakterii mlekowych sa wyniki analizy catogenomowej (WGS), ktore
wykazaly obecno$¢ licznych gendow potencjalnie zaangazowanych w biosynteze, modyfikacje
oraz transport EPS. Przyktadowo, w genomie szczepu Lactiplantibacillus plantarum KKP
593 zidentyfikowano 10 genow zwigzanych z synteza egzopolisacharydow, natomiast w
przypadku Pediococcus acidilactici KKP 2065 wykryto 9 takich sekwencji. Najwicksza
liczbe gendw zwigzanych z syntezg EPS stwierdzono w genomie szczepu Weissella cibaria
KKP 4214, gdzie zidentyfikowano tacznie 15 gendw potencjalnie uczestniczacych w tym

procesie.

Szczegdtowe wyniki analizy genomowej szczepoéw bakterii mlekowych pod katem obecnosci

genoéw zwigzanych z syntezg egzopolisacharydow zestawiono w Zalaczniku B (Tabela B1).

3.3.2. Fenotypowa i genomowa ocena antybiotykoopornosci szczepow o
potencjale przemyslowym

Badanie antybiotykoopornosci, rozumiangj jako wrazliwo$¢ na srodki
przeciwdrobnoustrojowe, ma kluczowe znaczenie w kontek$cie potencjalnego zastosowania
bakterii fermentacji mlekowej w przemysle spozywczym oraz rolnictwie, w szczegolnosci
jako dodatkow paszowych (probiotyki) lub inokulantéw do kiszenia. Zgodnie z wytycznymi
EFSA, mikroorganizmy celowo wprowadzane do lancucha pokarmowego nie powinny
przyczynia¢ si¢ do zwigkszania puli genéw opornosci na Srodki przeciwdrobnoustrojowe
(AMR) ani sprzyja¢ ich rozprzestrzenianiu w populacji bakterii jelitowych ludzi i zwierzat. W
analizach uwzgledniono $rodki przeciwdrobnoustrojowe uznawane za krytycznie wazne
(CIA) Iub wysoce wazne (HIA) dla medycyny ludzkiej i weterynaryjnej, zgodnie z
klasyfikacja WHO (ostatnia rewizja, 2016).

Oporno$¢ badanych szczepow bakterii fermentacji mlekowej okre§lono metoda
mikrorozcienczen w bulionie, umozliwiajagca wyznaczenie minimalnego st¢zenia hamujacego
(MIC, minimum inhibitory concentration), definiowanego jako najnizsze stezenie antybiotyku

powodujace widoczne zahamowanie wzrostu bakterii.

Wyniki fenotypowej oceny antybiotykoopornos$ci wybranych szczepow bakterii fermentacji

mlekowej przedstawiono w Tabeli 11.
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Tabela 11. Fenotypowa antybiotykooporno$¢ wybranych szczepow LAB (wartosci MIC).

Szczep Antybiotyk wartosci MIC mg/l , szczepy badane, wartosci cut-off EFSA
bakterii
symbol
< ° < < <
= 2o | € 2 2 S > 2 0
22 | EQ |23 | 52 | E3 | E2 | 22 | ZE
g £ S g, g g 5 5
< S 3 5 S & 2 =
Lpb.plantarum
KKP 825 0,5 0,25 8 1 32 32 32 32
Lpb.plantarum
KKP 593 <0,016 0,125 0,5 16 8 16
P. acidilactici
KKP 2065 2 <0,016 8 1 4 128 64 32
Lo.reuteri
KKP1829 0,25 <0,016 2 0,031 <0,125 4 2 2
Len.buchneri
KKP 907 1 <0,016 4 <0,016 [ <0,125 2 0,5 32
Lpb.plantarum
KKP 788 0,5 <0,016 8 0,125 0,5 16 4 16
W.cibaria
KKP 2042 1 8 0,125 0,125 2 128 16 32
W.cibaria
KKP 4218 4 8 0,125 0,125 8 128 64 64
Leu. citreum
KKP 4214 8 4 1 0,25 16 256 128 32
Leu.lactis
KKP 4220 8 8 0,125 0,125 8 128 64 64
P. acidilactici
KKP 4216 8 8 0,031 0,25 32 >256 128 32
E.coli
ATCC >8 >8 >32 >8 4 32 16 2
8739

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze w badanej grupie szczepdéw opornosé
fenotypowa dotyczyta przede wszystkim kanamycyny oraz tetracykliny i byta obserwowana u

szesciu szczepow. Opornos¢ na klindamycyne oraz ampicyling wystepowala odpowiednio u
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czterech—pigciu szczepoéw bakterii. Obnizong wrazliwo$¢ na wybrane antybiotyki najczesciej
obserwowano wsrod szczepow nalezacych do gatunku Weissella cibaria oraz przedstawicieli
rodzaju Leuconostoc, w tym Leuconostoc lactis 1 Leuconostoc citreum. Oporno$¢ na niektore
srodki przeciwdrobnoustrojowe stwierdzono rowniez u szczepow Pediococcus acidilactici

(KKP 2065 oraz KKP 4216).

Zgodnie z wytycznymi EFSA, oporno$¢ wrodzona (wewngtrzna), charakterystyczna dla
danego gatunku bakterii, nie jest uznawana za zagrozenie bezpieczenstwa. Natomiast
wykrycie opornosci u szczepdéw nalezacych do gatunkow typowo wrazliwych jest
interpretowane jako oporno$¢ nabyta i wymaga dalszej, pogl¢bionej analizy, w szczegdlnos$ci

w zakresie obecnosci genow AMR o potencjale mobilnym.

W zwiazku z tym, dla wybranych szczepdéw bakterii fermentacji mlekowej przeprowadzono
analiz¢ genomowa w oparciu o dane z sekwencjonowania calogenomowego (WGS),
ukierunkowang na identyfikacje gendw zwigzanych z antybiotykoopornosciag. Wyniki tej

analizy przedstawiono w Tabeli 12.

Tabela 12. Obecnos¢ gendéw zwigzanych z antybiotykoopornoscia w genomie przyktadowych
szczepow bakterii mlekowych.

Szczepy bakterii fermentacji mlekowej

S| S5 53| 89| S8 SP £S5

s x| 8a& § = SQ |9 8T S S
Produkt, oporno$¢ na srodki %g 3 % S % S % B g 5‘§ g 2 g
przeciwdrobnoustrojowe < — = N S _, S

N in ~
putative multidrug resistance protein +
NorM
Multidrug resistance efflux transporter +
family protein
Multidrug resistance protein YkkC +
Multidrug resistance protein YkkD +
Multidrug resistance protein D +
Drug resistance MFS transporter, + N
drug:H+ antiporter-2 family
Putative azaleucine resistance protein

+ - -

AzIC
Glyoxalase/bleomycin resistance +
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protein/dioxygenase

Cation transporter, small multidrug

- -
resistance (SMR) family
Drug resistance transport protein,
major facilitator superfamily (MFS), + +
EmrB/QacA subfamily
Glycopeptide antibiotics resistance + N
protein
Small multidrug resistance protein + +

Multidrug resistance protein, SMR
family

Analiza genomowa wykazala obecno$¢ sekwencji gendw zwigzanych z oporno$cig na srodki
przeciwdrobnoustrojowe we wszystkich badanych szczepach. Profil gendow AMR r6znil si¢
pomiedzy gatunkami oraz szczepami. Przykladowo, u szczepdw Lactiplantibacillus
plantarum (KKP 593 1 KKP 788) zidentyfikowano cztery geny zwigzane z opornoscia,
natomiast w genomie Weissella cibaria KKP 2042 wykryto pig¢ takich sekwencji. W
pozostatych analizowanych szczepach liczba genéw AMR byla zblizona, co sugeruje
obecno$¢ glownie mechanizmoéw opornosci o charakterze wewngtrznym, typowych dla

danych gatunkéw bakterii fermentacji mlekowe;.

3.3.3. Antybiotykoopornos¢ szczepow Srodowiskowych bakterii fermentacji
mlekowej

Antybiotykooporno$¢ oceniano u szczepdéw bakterii fermentacji mlekowej wyizolowanych ze
srodowiska hodowlanego zwierzat gospodarskich. Analizowane izolaty pochodzity z
mikrobioty jelitowej zwierzat utrzymywanych w warunkach produkcyjnych i reprezentowaty
grupe bakterii srodowiskowych potencjalnie uczestniczacych w obiegu genéw opornosci na

srodki przeciwdrobnoustrojowe w ekosystemie rolniczym.

Fenotypowa wrazliwo$¢ szczepdéw na antybiotyki okre$lono na podstawie wyznaczenia
minimalnych stezen hamujacych (MIC) dla dziewigeciu §rodkow przeciwdrobnoustrojowych,
obejmujacych antybiotyki B-laktamowe, aminoglikozydy, makrolidy, linkozamidy, fenikole,
tetracykliny oraz glikopeptydy, zgodnie ze standardowa procedura operacyjng dla bakterii
fermentacji mlekowej (SOP-AMR-LAB). Interpretacje wynikow przeprowadzono w

odniesieniu do obowigzujacych wytycznych EFSA dla bakterii fermentacji mlekowe;.
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Uzyskane dane wykazaly znaczne zrdznicowanie profili opornosci pomigdzy analizowanymi
szczepami, przy czym kazdy z badanych izolatéw wykazywal fenotypowa opornos¢ na co

najmniej jedng klase antybiotykow.

Tabela 13. Fenotypowa antybiotykoopornos¢ wybranych szczepdéw bakterii fermentacji

mlekowej w odniesieniu do wartosci granicznych EFSA (MIC)

Szczepy AM GM KM SM EM CM TC CL | VAN
L. reuteri KKP 4201 | >256 12 >256 | >1024 | >256 | >256 | >256 |>48 | >256
EFSA standards 2 ] 64 64 1 4 32 4 n.r.
L. petauri KKP 4205 | 0.25 24 >256 | >1024 | 0.25 2 0.5 2 1.5
EFSA standards ' 1 4 16 8 1 4 2 4 4

L. oris KKP 4206 | 0.5 8 >256 | 48 1 0.64 16 3 >256
EFSA standards > 4 16 64 64 1 4 ] 4 n.r
L. agilis KKP 4207 | 0.125 | >256 |>256 |>1024 | 0.38 1.5 1 1.5 >256
EFSA standards 3 2 16 16 16 1 4 4 4 2

Skroty zastosowane w tabeli oznaczajg odpowiednio: AM — ampicyling, GM — gentamycyne, KM — kanamycyne, SM — streptomycyne, EM —
erytromycyne, CM -  klindamycyne, TC -  tetracykline, CL —  chloramfenikol oraz VAN -  wankomycyne.
Oznaczenie ,,1” odnosi sie do wartosci granicznych ustalonych dla innych bakterii Gram-dodatnich, ,,2” dotyczy bakterii z rodzaju Lactobacillus
fakultatywnie heterofermentatywnych, natomiast ,,3” odnosi sie do bakterii z rodzaju Lactobacillus obligatoryjnie homofermentatywnych.

Tabela 14. Identyfikacja gendéw opornosci na $rodki przeciwdrobnoustrojowe (AMR) w
genomach wybranych szczepow bakterii fermentacji mlekowej na podstawie analizy WGS
(AMRFinder i CARD)

Szczep Gen Lokalizacja | Liczba Klasa g
.. Y o a
genu kopii Sz
= <
<E | O
van(T) chromosom 1 glycopeptide antibiotic - +
(gene in : : qe
plazmid 1 2 macrolide antibiotic; + +
vanG lincosamide antibiotic;
cluster) streptogramin antibiotic;
L reuteri erm(B) streptogramin A
KKP 4201 antibiotic;
streptogramin B antibiotic
cat(A) plazmid 1 2 phenicol antibiotic + +
tet(W) plazmid 2 1 tetracycline + +
antibiotic
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Isa(D) chromosom 1 lincosamide antibiotic; + +
streptogramin antibiotic;

streptogramin A
antibiotic;

pleuromutilin antibiotic

van(T) chromosom 1 - +

L. petauri | (gene in

KKP 4205 glycopeptide antibiotic
vanG

cluster)

van(Y) chromosom 1 - +

(gene in : S
2 glycopeptide antibiotic
van

cluster)

arr chromosom 1 rifamycin + -

van(T) chromosom 1 - +

L. oris (gene in
KKP 4206 | yunG

cluster)

glycopeptide antibiotic

van(T) chromosom 1 - +

(gene in : L

G glycopeptide antibiotic
L. agilis | van

KKP 4207 | cluster)

qac(G) chromosom 1 QAC(benzalkonium - +
chloride)

Najczesciej obserwowang cecha byla oporno$¢ na aminoglikozydy. Wszystkie analizowane
szczepy wykazywaly oporno$¢ na kanamycyne, a wigkszo$¢ roOwniez na gentamycyng i
streptomycyne. Zjawisko to miato charakter powszechny, jednak w analizie genomowej nie
stwierdzono obecnos$ci znanych gendw kodujacych enzymatyczne mechanizmy opornosci na
aminoglikozydy. Sugeruje to, ze obserwowana oporno$¢ ma w przewazajacej mierze
charakter wrodzony i wynika z fizjologicznych cech bakterii fermentacji mlekowe;j, takich jak
ograniczona przepuszczalnos¢ btony komorkowej czy brak wydajnych systemow transportu

tych antybiotykow do wnetrza komorki.

Oporno$¢ na antybiotyki B-laktamowe byta zjawiskiem rzadszym i zostata stwierdzona
jedynie u pojedynczego szczepu, pomimo braku identyfikacji genéw opornosci typowych dla

tej grupy lekéw. Podobne rozbiezno$ci pomiedzy profilem fenotypowym a genotypowym
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opisywane sa w literaturze 1 wskazuja na istnienie alternatywnych, dotychczas stabo

poznanych mechanizmdéw opornosci u bakterii fermentacji mlekowe;.

W  przypadku antybiotykow z grupy makrolidow, linkozamidéw, tetracyklin oraz
chloramfenikolu oporno$¢ fenotypowa miala charakter szczepozalezny. Szczego6lnie istotnym
wynikiem bylo wykrycie szczepu wykazujacego fenotyp wielolekooporny (MDR), opornego
na wszystkie testowane antybiotyki. Analiza genomowa tego izolatu ujawnita obecnos$¢ kilku
genéw opornosci, w tym erm(B), cat(A) oraz tet(W), zlokalizowanych na plazmidach.
Lokalizacja tych gendéw na elementach mobilnych wskazuje na realne ryzyko ich
horyzontalnego transferu do innych bakterii obecnych w $rodowisku jelitowym oraz w

ekosystemie rolniczym.

Analiza WGS wykazata ponadto obecnos$¢ genéw zwigzanych z opornoscia na glikopeptydy,
w szczegolnosci genu van(T), we wszystkich badanych szczepach. Obecno$¢ tych sekwencji
miala jednak charakter chromosomalny i odpowiadata znanej, wrodzonej opornos$ci bakterii
fermentacji mlekowej na wankomycyng, ktéra nie jest uznawana za zagrozenie
bezpieczenstwa biologicznego. Wyjatkiem byt jeden szczep wrazliwy na wankomycyng, co
wskazuje na mozliwe réznice w mechanizmach syntezy peptydoglikanu u poszczegélnych

gatunkow.

Podsumowujac, wyniki badan szczepéw srodowiskowych bakterii fermentacji mlekowej
wykazaly istotne rozbieznosci pomigdzy profilem fenotypowym 1 genotypowym
antybiotykooporno$ci. Chociaz wigkszo$¢ obserwowanych cech opornos$ci miala charakter
wrodzony, identyfikacja genow AMR zlokalizowanych na plazmidach w pojedynczych
szczepach potwierdza, ze bakterie fermentacji mlekowej obecne w srodowisku hodowlanym
moga stanowi¢ rezerwuar gendéw opornosci o potencjale transferowym. Zjawisko to ma
istotne znaczenie w kontekScie bezpieczenstwa mikrobiologicznego oraz oceny ryzyka

rozprzestrzeniania si¢ antybiotykoopornosci w tancuchu zywnosciowym.

3.4. Analiza metagenomiczna interakcji mikroorganizmow

Inokulacja gleby wybranymi szczepami bakteryjnymi prowadzita do istotnych zmian w a-
réznorodno$ci mikrobiomu glebowego w poréwnaniu z probami kontrolnymi (K-K2M i K-
KCI1). Analiza oa-r6znorodnosci, wyrazonej jako efektywna liczba Shannona (Shannon
effective count), wykazala istotne zrdznicowanie struktury mikrobiomu pomig¢dzy badanymi
wariantami do$§wiadczalnymi. Proba kontrolna K-K2M, reprezentujaca glebe bez inokulacji
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szczepami bakteryjnymi, charakteryzowata si¢ umiarkowanymi i relatywnie stabilnymi
warto$ciami wskaznika Shannon effective count, co wskazuje na wyréwnang ré6znorodnos¢
mikrobiologiczng typowa dla naturalnej mikroflory gleby w warunkach braku ingerencji

biologiczne;j.

W poréwnaniu do kontroli, istotny wzrost o-réznorodnosci zaobserwowano w probkach
inokulowanych szczepami Bacillus subtilis KKP 3894 oraz Bacillus subtilis KKP 3901, ktore
osiggaty najwyzsze mediany warto$ci Shannon effective count. Wynik ten wskazuje, ze
inokulacja tymi szczepami sprzyjala zwigkszeniu liczby wspotwystepujacych taksonow
oraz/lub poprawie wyrownania ich udziatlow w spotecznosci mikrobiologicznej gleby. Probka
inokulowana szczepem Bacillus subtilis KKP 3905 wykazywata warto$ci a-réznorodnosci
zblizone do kontroli lub umiarkowanie wyzsze, przy jednoczes$nie wigkszej zmienno$ci
pomiedzy powtdrzeniami technicznymi, co moze $wiadczy¢ o stabszym lub mniej stabilnym

oddzialywaniu tego szczepu na spotecznos¢ mikroorganizmow glebowych.

Z kolei inokulacja bakteriami fermentacji mlekowej, Leuconostoc citreum KKP 4214 oraz
Weissella sp. KKP 2042p, prowadzila do obnizenia warto$ci Shannon effective count w
poréwnaniu do kontroli, co wskazuje na zmniejszenie wyréwnania struktury mikrobiomu
glebowego w tych wariantach. Istotno$¢ statystyczna réznic pomig¢dzy badanymi wariantami
zostata potwierdzona testem Kruskala—Wallisa (y* = 15,391; df = 5; p = 0,0088), co wskazuje
na istotne zrdéznicowanie a-r6znorodnosci mikrobiologicznej pomigdzy analizowanymi
wariantami do$wiadczalnymi. Analiza post hoc testem Dunna wykazata istotne roznice
pomiedzy wariantem inokulowanym szczepem Bacillus subtilis KKP 3894 (K2M-3894) a
wariantem z Leuconostoc citreum KKP 4214 (p = 0,01) oraz pomigdzy B. subtilis KKP 3901
(K2M-3901) a L. citreum KKP 4214 (p = 0,013) (Rysunek 3).
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Shannon Effective Count per Sample
Kazdy boxplot zawiera 5 powtorzen technicznych
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Rysunek 3. o-réznorodno$¢ mikrobiomu gleby K2M wyrazona jako efektywna liczba
Shannona po 4 tygodniach inokulacji wybranymi szczepami bakterii w poréwnaniu z gleba
kontrolng (K.K2M). Kazdy boxplot przedstawia mediang, kwartyle oraz zakres zmiennosci, z

zaznaczonymi pigcioma powtdrzeniami technicznymi (n = 5).

Analiza alfa-r6znorodnos$ci wykazala wyrazne zréznicowanie pomigdzy gleba kontrolng K-
KC1 a gleba poddana inokulacji wybranymi szczepami mikroorganizmoéw. Proba kontrolna
charakteryzowata si¢ najwyzszymi warto§ciami wskaznika Shannon effective count sposrod
wszystkich analizowanych wariantéw, co wskazuje na wysoka i dobrze wyrdéwnang
réznorodno$¢ mikrobiologiczng naturalnej mikroflory gleby w warunkach braku ingerencji
biologicznej. W poroéwnaniu do kontroli, inokulacja wigkszos$cia badanych szczepdéw
prowadzita do obnizenia a-r6znorodnosci, co wskazuje, ze wprowadzenie mikroorganizméow

modyfikowato strukture lokalnej spoteczno$ci mikrobiologiczne;j.
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Najwigkszy spadek alfa-roznorodnosci odnotowano w probkach inokulowanych szczepem
Bacillus subtilis KKP 3894 (KC1-3894), ktore wykazywaty najnizsze, a jednocze$nie stabilne
warto$ci wskaznika. Wynik ten wskazuje na wyrazny wpltyw inokulacji tym szczepem na
strukture mikrobiomu gleby, przejawiajacy si¢ ograniczeniem liczby wspotwystepujacych
taksonow lub zmiang ich wyréwnania w obregbie spotecznos$ci mikrobiologicznej. Probki
inokulowane szczepami Weissella sp. KKP 2042p (KC1-2042P), Bacillus subtilis KKP 3901
(KC1-3901) oraz Bacillus subtilis KKP 3905 (KC1-3905) charakteryzowaty si¢
umiarkowanymi warto$ciami a-réznorodnos$ci, nizszymi niz w kontroli, lecz wyzszymi niz w
wariancie KC1-3894. Wariant inokulowany szczepem Leuconostoc citreum KKP 4214 (KC1-
4214) wykazywal wartosci wskaznika zblizone do cze$ci probek inokulowanych szczepami
Bacillus, jednak nadal nizsze niz w probie kontrolnej, co wskazuje na umiarkowany wplyw
tego szczepu na réznorodno$¢ mikrobiologiczng gleby bez caltkowitego zaburzenia jej

struktury.

Istotno$¢ statystyczna obserwowanych réznic pomigdzy wariantami zostata potwierdzona
testem Kruskala—Wallisa (x> = 14,108; df = 5; p = 0,01494). Analiza post hoc testem Dunna
wykazala istotng statystycznie réznice pomiedzy gleba kontrolng (K-KC1) a wariantem
inokulowanym szczepem Bacillus subtilis KKP 3894 (KC1-3894; p = 0,0045) (Rysunek 4).
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Shannon Effective Count per Sample
Kazdy boxplot zawiera 5 powtodrzen technicznych
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Rysunek 4. o-roznorodno$¢ mikrobiomu gleby KC1 wyrazona jako efektywna liczba
Shannona po 4 tygodniach inokulacji wybranymi szczepami bakterii w poréwnaniu z gleba
kontrolng (K.KC1). Kazdy boxplot przedstawia mediang, kwartyle oraz zakres zmiennosci, z

zaznaczonymi pigcioma powtdrzeniami technicznymi (n = 5).

Analiza B-r6znorodnosci przedstawiona na wykresie NMDS, oparta na macierzy dystansow
Bray—Curtis, wskazuje na zroéznicowanie struktury mikrobiomu gleby pomigdzy proba
kontrolng (K-K2M) a glebami inokulowanymi badanymi szczepami. Probki kontrolne
tworzyly wzglednie zwarty klaster, co wskazuje na stabilng i jednorodng strukture naturalnej
spotecznos$ci bakteryjnej gleby. Probki inokulowane poszczeg6lnymi szczepami wykazywaty
czesciowe przesunigcie wzgledem kontroli, przy czym stopien separacji zalezat od

zastosowanego mikroorganizmu.

Szczepy Bacillus subtilis KKP 3894 (K2M-3894) oraz Bacillus subtilis KKP 3901 (K2M-
3901) lokalizowaty si¢ najblizej klastra kontrolnego i cze$ciowo si¢ z nim naktadaty, co
wskazuje, ze ich inokulacja prowadzita do relatywnie niewielkich zmian w skladzie

mikrobiomu, bez wyraznej reorganizacji struktury spolecznos$ci bakteryjnej. Z kolei probki
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inokulowane szczepami Weissella sp. KKP 2042p (K2M-2042P) oraz Bacillus subtilis KKP
3905 (K2M-3905) tworzyly klastry bardziej oddalone od kontroli, co wskazuje na silniejsza

modulacje sktadu mikrobiomu gleby w tych wariantach.

Wariant inokulowany szczepem Leuconostoc citreum KKP 4214 (K2M-4214) wykazywal
wyrazniejsze przesuni¢cie wzgledem proby kontrolnej w przestrzeni NMDS. Obserwowane
zmiany, w potaczeniu z wynikami analizy o-réznorodnosci, wskazuja na selektywna
modyfikacje¢ struktury mikrobiomu gleby w tym wariancie, bez jednoznacznych przestanek do

stwierdzenia catkowitej przebudowy spotecznos$ci bakteryjnej (Rysunek 5).
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Rysunek 5. Analiza B-ré6znorodnosci mikrobiomu gleby K2M przedstawiona jako ordynacja
NMDS (Non-metric Multidimensional Scaling) oparta na macierzy dystanséw Bray—Curtis.
Wykres ilustruje roznice w strukturze spoteczno$ci mikrobiologicznej pomigdzy gleba
kontrolng (K.K2M) a probkami inokulowanymi wybranymi szczepami bakteryjnymi po 4
tygodniach inkubacji. Elipsy oznaczaja 95% przedzialy ufnosci dla poszczegélnych
wariantow. Istotno$¢ réznic potwierdzono testem PERMANOVA (R? = 0.235; p = 0.001);
warto$¢ stresu NMDS = 0.232.
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Analiza B-r6znorodnos$ci oparta na macierzy dystansow Bray—Curtis wykazala zréznicowanie
struktury mikrobiomu gleby pomiedzy probka kontrolng (K-KC1) a glebami inokulowanymi
wybranymi szczepami z grupy KC1 (Rysunek 6).
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Rysunek 6. Analiza B-r6znorodnosci mikrobiomu gleby KC1 przedstawiona jako ordynacja
NMDS (Non-metric Multidimensional Scaling) oparta na macierzy dystanséw Bray—Curtis.
Wykres ilustruje roznice w strukturze spoteczno$ci mikrobiologicznej pomigdzy gleba
kontrolng (K.KC1) a probkami inokulowanymi wybranymi szczepami bakteryjnymi po 4
tygodniach inkubacji. Elipsy oznaczaja 95% przedzialy ufnosci dla poszczegdlnych
wariantow. Istotno$¢ réznic potwierdzono testem PERMANOVA (R? = 0.259; p = 0.001);
warto$¢ stresu NMDS = 0.207.

Analiza B-réznorodno$ci wykazala, ze w zalezno$ci od zastosowanego szczepu probki
inokulowane tworzyly kilka odrgbnych klastrow, co wskazuje na zréznicowany wpltyw
inokulacji na strukture mikrobiomu glebowego. Prébki inokulowane szczepami KC1-3894
oraz KC1-3901 grupowaly si¢ najblizej proby kontrolnej, wykazujac czgsciowe naktadanie si¢

lub bezposrednie sasiedztwo z kontrola. Wskazuje to, ze szczepy te wywotywaty relatywnie
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tagodne zmiany w sktadzie spolecznosci bakteryjnej, prowadzac do modulacji mikrobiomu

bez istotnej reorganizacji jego ogolnej struktury.

Z kolei probki inokulowane szczepami KC1-2042P, KC1-3905 oraz KC1-4214 tworzyty
klastry bardziej oddalone od kontroli, cze§ciowo naktadajace si¢ na siebie, co wskazuje na
wyrazniejsza modulacj¢ sktadu mikrobiomu w tych wariantach. Obserwowane podobienstwo
pomiedzy tymi wariantami moze wskazywa¢ na zblizony charakter oddziatywania

inokulowanych mikroorganizmoéw na struktur¢ mikrobiomu gleby.

Analiza profilu taksonomicznego mikrobiomu gleby wykazata, Zze zar6wno w prdobach
kontrolnych, jak i w wariantach inokulowanych dominowaly grupy bakterii typowe dla
srodowisk glebowych. W obu typach gleby (K2M oraz KC1) struktura mikrobioty byta
zdominowana przez przedstawicieli gtownych klas bakterii glebowych, w tym
Pseudomonadota (Alphaproteobacteria 1 Gammaproteobacteria) oraz Acidobacteriota, co

wskazuje na zachowanie charakterystycznego dla gleby profilu mikrobiologicznego.

Inokulacja wybranymi szczepami nie prowadzita do pojawienia si¢ nowych, nietypowych
dominujacych taksondw, a obserwowane zmiany dotyczyly przede wszystkim przesunigé
wzglednej obfitosci juz obecnych grup bakteryjnych. Charakter i zakres tych zmian byt
zalezny od zastosowanego szczepu oraz typu gleby i nie wskazywat na wyrazna przebudowe

ogo6lnej struktury spolecznosci mikroorganizmow glebowych.

Szczegbdtowe zestawienie wzglednej obfitosci wybranych klas mikroorganizméw glebowych
(%) w probach gleby K2M i KC1 przed oraz po inokulacji wybranymi szczepami

bakteryjnymi przedstawiono w Zataczniku C.

3.5. Analiza genomowa wybranych bakterii glebowych

Analiza sekwencji catogenomowych (WGS) objeta dwa szczepy bakterii glebowych:
Comamonas testosteroni KKP 1144 oraz Sphingomonas sp. KKP 4232, wybrane jako
reprezentatywne mikroorganizmy ryzosferowe istotne z punktu widzenia funkcjonowania
mikrobiomu gleby. Sekwencjonowanie i adnotacja genoméw umozliwity kompleksowa ocene
ich cech strukturalnych, potencjalu funkcjonalnego oraz elementéw istotnych z punktu
widzenia bezpieczenstwa biologicznego. Szczegotowe zestawienie parametréw genomowych,
w tym cech adnotacji, elementow mobilnych oraz gendéw opornos$ci, przedstawiono w

Zalaczniku D (Tabela D1).
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Oba genomy charakteryzowaly si¢ wielko$Scia 1 zawartoscia GC typowa dla bakterii
glebowych o szerokich mozliwo$ciach metabolicznych. Genom C. festosteroni KKP 1144
miat dtugos$¢ 5,78 Mb i zawarto§¢ GC na poziomie 61,76%, natomiast genom Sphingomonas
sp. KKP 4232 byl mniejszy (3,59 Mb) i cechowal si¢ wyzsza zawartoscig GC (67,34%).
Roéznice te odzwierciedlaja odmienne strategie adaptacyjne obu gatunkéw, przy czym
wigkszy genom C. festosteroni wskazuje na szerszy repertuar genow zwigzanych z

metabolizmem i adaptacja srodowiskowa.

Adnotacja genomowa wykazata obecno$¢ 5329 cech genetycznych w genomie C. testosteroni
KKP 1144 oraz 3380 cech w genomie Sphingomonas sp. KKP 4232, z dominujacym
udziatem sekwencji kodujacych (CDS). W obu genomach zidentyfikowano kompletne
zestawy genéw tRNA i rRNA, co potwierdza wysoka jako§¢ ztozen oraz potencjal do
aktywnego wzrostu i funkcjonowania w $rodowisku glebowym. Nie wykazano obecnosci

sekwencji CRISPR ani luk w ztozeniach genomowych.

Analiza gendéw opornosci na substancje przeciwdrobnoustrojowe wykazata ograniczong
liczbe determinant opornosci, zlokalizowanych wytacznie w chromosomach. W genomie C.
testosteroni KKP 1144 zidentyfikowano cztery geny zwigzane z opornoscia (w tym adeF,
fosA8 oraz gacJ), natomiast w genomie Sphingomonas sp. KKP 4232 wykryto dwa geny, w
tym adeF oraz gen vanY nalezacy do klastra vanB. Nie stwierdzono obecno$ci genow
opornosci zlokalizowanych na plazmidach, co istotnie ogranicza ryzyko ich poziomego

transferu w srodowisku.

Oba genomy zawieraly elementy mobilne, w tym geny zwigzane z integracja, rekombinacja
oraz transferem DNA, jednak ich liczba i rozmieszczenie byly zgodne z profilem typowym
dla $rodowiskowych bakterii glebowych. W genomie C. testosteroni KKP 1144
zidentyfikowano wigksza liczbe elementéw mobilnych (170 cech), co koreluje z wigkszym
rozmiarem genomu i potencjatem adaptacyjnym tego szczepu. W obu genomach wykryto
regiony profagowe (odpowiednio trzy w C. testosteroni i dwa w Sphingomonas sp.), jednak
bez cech wskazujacych na aktywng patogenno$¢ lub obecno$¢ wirulencyjnych czynnikéw

fagowych.

Strukture genomoéw oraz rozmieszczenie elementow funkcjonalnych przedstawiono na
mapach kolowych (Rysunek 7 i Rysunek 8), ktére ilustrujag rOwnomierne rozmieszczenie
sekwencji kodujacych oraz stabilny profil zawartosci GC wzdluz chromosoméw obu

SZCZEPOW.

60



M RNA
W RNA
M cos
M ncRNA-region
W ncRNA
Woric

a-2-macroglobulin W tmRNA

)m.i donulx‘.*ccn;??ﬂrj}l;rgppezc?cxn . GC Content

criflavis istance protein

nypothecical protein
7 P e

hypothetical protei protein

Phosphoribosyl fornylglycinanidine et Dedargesehatn

EE p membrene transporter, hypothetical protein
4Fe-43 ferredoxin-type domain-containing protein \ . mal_peptide syntha:
Transcription-repair-ce tactor ubinic
cobN_ £
STH domal taining proteim O\ ecg FL1ux puup membrane transporter

merase subunit beta

hypothetical protein_ N '
Gy se subunit beta’

Efflux punp membrene transporter CYSU_
hrph >
DNA polymerase III subunit alpha_— =
Branched-chain amino acid transport system permease protein
Exxor-prone DHA polymerase —
Tetrathionate re ' _—Ecflux punp membrane transporter
—Nethionine synthase
KKP 1144 —Acetoacetate--Coh ligase

5.8 Mb

hypothetical pr.
hypothetical
Chromosome partition protein Suc -

tylCoA carbo: e, Biotin carboxylase, Pyruvate carboxylase, Pro)
ox1doredu

hypothetical protein
hypothetical protein
TonB-dependent sidercphore receptor

acidPPc domain-c

ntaining pr
Aninopept:
hypothetical

em///// l/ E

omain-containing protein
wwt [/ /
n

I
\ YEill ‘BhegeMin-Tail domein-containing protein
Carbohydrate-binding protein

hyp etical protein

DUF748 domein-containing | |
DYF3320 domain-containing protein
Carbamoyl-phosphate synthase large chain

histidine kin

Rysunek 7. Mapa kotowa genomu Comamonas testosteroni KKP 1144 (5,8 Mb)
przedstawiajaca rozmieszczenie sekwencji kodujacych (CDS), genéw RNA oraz profil
zawarto$ci GC. Wizualizacj¢ wykonano z wykorzystaniem narzedzia Proksee na podstawie

adnotacji genomowe;j.
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Rysunek 8. Mapa kotowa genomu Sphingomonas sp. KKP 4232 (3,6 Mb) z zaznaczeniem
regionow kodujacych, elementdow RNA, sekwencji zwigzanych z mobilno$cig genetyczng
oraz profilu zawarto$ci GC. Analiz¢ 1 wizualizacj¢ przeprowadzono przy uzyciu narze¢dzia

Proksee.
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Szczegolng uwage w analizie calogenomowej zwrdcono na obecno$¢ oraz charakterystyke
plazmidu zidentyfikowanego u szczepu Sphingomonas sp. KKP 4232. Plazmid ten stanowit
istotny element dodatkowego potencjatu funkcjonalnego badanego mikroorganizmu i
charakteryzowat si¢ wyraznym wzbogaceniem w geny zwigzane z adaptacja do warunkow

srodowiskowych.

Analiza adnotacji genéw plazmidowych wykazata obecnos$¢ licznych sekwencji kodujacych
biatka zaangazowane w mechanizmy tolerancji na stres chemiczny, w tym przede wszystkim
systemy transportowe oraz regulatory odpowiedzi na obecno$¢ potencjalnie toksycznych
zwigzkow wystepujacych w $rodowisku glebowym. Zidentyfikowano geny kodujace biatka
transportowe typu ABC oraz RND, ktére odpowiadaja za aktywny eksport jonéw metali
cigzkich i innych substancji szkodliwych z wnetrza komorki, przyczyniajac si¢ do utrzymania
roéwnowagi jonowej i ochrony struktur komoérkowych. Ponadto obecno$¢ gendéw kodujacych
enzymy oksydoredukcyjne oraz bialka zwigzane z odpowiedziag na stres oksydacyjny
wskazuje, ze plazmid pelni istotng role¢ w neutralizacji reaktywnych form tlenu powstajacych
w warunkach ekspozycji na zwiazki chemiczne o charakterze stresogennym. Mechanizmy te
sa kluczowe dla przetrwania bakterii w S$rodowiskach narazonych na zmienng presj¢
chemiczna, takich jak gleby uzytkowane rolniczo, gdzie moga wystepowacé pozostatosci

nawozow mineralnych, srodkéw ochrony roslin lub metali cigzkich.

Warto podkresli¢, ze zidentyfikowane geny plazmidowe nie s3 zwigzane z oporno$cig na
antybiotyki o znaczeniu klinicznym, lecz reprezentuja mechanizmy adaptacyjne typowe dla
bakterii $§rodowiskowych. Ich obecno$¢ nalezy interpretowaé jako element zwigkszajacy
zdolnos$¢ szczepu Sphingomonas sp. KKP 4232 do funkcjonowania w warunkach stresu

chemicznego, a nie jako czynnik ryzyka z punktu widzenia bezpieczenstwa biologicznego.

Lacznie, analiza funkcjonalna plazmidu wskazuje, Ze stanowi on istotny element
zwigkszajacy potencjat ekologiczny i adaptacyjny badanego szczepu, umozliwiajagcy mu
skuteczne zasiedlanie i utrzymywanie aktywnos$ci metabolicznej w glebach poddanych presji
antropogenicznej. Obecnos¢ takich struktur genetycznych moze mie¢ znaczenie w konteks$cie
proceséw bioremediacyjnych oraz stabilizacji mikrobiomu glebowego w s$rodowiskach o

podwyzszonym obcigzeniu chemicznym.
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Rysunek 9. Mapa kolowa plazmidu 1 szczepu Sphingomonas sp. KKP 4232 (214 kb)
przedstawiajaca rozmieszczenie genow kodujacych, elementow mobilnych oraz regiondéw
zwigzanych z replikacjg 1 stabilno$cig plazmidu. Wizualizacje wykonano z wykorzystaniem

narzg¢dzia Proksee.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze plazmid szczepu Sphingomonas sp. KKP 4232 pehni kluczowa
role w adaptacji do stresu chemicznego $rodowiska glebowego, zwigkszajac jego potencjat
funkcjonalny bez generowania zagrozen zwigzanych z rozprzestrzenianiem oporno$ci na

antybiotyki.

3.6. AktywnoS$¢ enzymatyczna — lakazy
Na wykresie 1 przedstawiono wyniki screeningu aktywnos$ci lakazowej oznaczonej testem
ABTS dla badanych szczepoéw bakterii i grzybow. W przypadku szczepdéw Bacillus pumilus
aktywno$¢ enzymatyczng oznaczano na zawiesinie spor, natomiast dla Pseudomonas putida
oraz grzybow z rodzaju Trichoderma — w ptynie pohodowlanym (supernatancie). Najwyzsza
aktywno$¢ lakazowa sposrod wszystkich analizowanych mikroorganizméw wykazat szczep
B. pumilus KKP 4078, dla ktorego odnotowano warto$¢ aktywnosci przekraczajaca 1500 U/L.
Podwyzszong aktywno$¢ enzymatyczng stwierdzono rowniez u szczepdw B. pumilus KKP
4080 oraz KKP 4081, osiggajacych odpowiednio okoto 500—-600 U/L oraz 400-500 U/L.
Kolejne szczepy B. pumilus (KKP 3893, KKP 3900, KKP 4082, KKP 4079)

charakteryzowaty si¢ umiarkowang aktywnos$cia lakazowa, mieszczacg si¢ w zakresie okoto
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150-250 U/L, natomiast szczep B. pumilus KKP 3902 wykazywat jedynie niska aktywnos$¢
enzymatyczng. W przypadku szczepow P. putida (KKP 1124 i KKP 1125) oraz grzybow z
rodzaju Trichoderma (T. harzianum 1 T. atroviride) nie stwierdzono aktywnosci lakazowej w
zastosowanych warunkach badawczych, co wskazuje na brak lub bardzo niski poziom

wydzielanej aktywnos$ci enzymatycznej w ptynie pohodowlanym.

2000
a

= I

o~ -

S 150

NS

=

2 1000l .,

3

‘Bs C

% 500-

0= T T T T T 1
OIS SN AR N A AP A Z A
WIS KD 0P o 4§D T R R D7 D\ o0\
Rysunek 10. Screening aktywnosci lakazy metoda ABTS u wybranych szczepdéw Bacillus,

Pseudomonas i Trichoderma.

Zaobserwowane zroznicowanie aktywnosci lakazowej pomiedzy szczepami B. pumilus
sugeruje istnienie réznic w zakresie potencjalu enzymatycznego miedzy badanymi
szczepami. Wysoka aktywnos¢ ABTS u wybranych szczepdw B. pumilus jest zgodna z
doniesieniami literaturowymi wskazujacymi na obecnos¢ lakazy CotA zwiazanej z okrywa
endospory, ktoérej aktywnos$¢ ujawnia si¢ w warunkach sporulacji. Brak aktywnosci u
szczepOdw Pseudomonas i Trichoderma moze natomiast wynikac z odmiennej regulacji ekspres;ji
lakaz, koniecznosci indukcji enzymu lub specyfiki lokalizacji enzymatycznej (enzymy

niewydzielane do podtoza w zastosowanych warunkach hodowli).

Szczepy, dla ktorych w teScie ABTS stwierdzono aktywnos¢ enzymatyczna, zostaly

nastepnie wykorzystane do analizy ekspresji genu kodujacego lakaze metoda iloSciowej
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reakcji PCR w czasie rzeczywistym (RT-qPCR). Do przeprowadzenia screeningu réznych
izolatow zastosowano pordéwnanie wzglednych poziomoéw ekspresji genu pomiedzy

badanymi szczepami po normalizacji do genu referencyjnego (16S rRNA).
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Rysunek 11. Wzgledny poziom ekspresji genu lakazowego CotA u wybranych szczepéw
Bacillus spp. okreslony metoda RT-qPCR.

Uzyskane wyniki wykazaty zauwazalne zréznicowanie poziomu ekspresji genu lakazowego
pomiedzy badanymi szczepami B. pumilus (Wykres 2). Najwyzszy poziom ekspresji
odnotowano w szczepie B. pumilus KKP 4078, co korelowalo z wysoka aktywnoscia
enzymatyczna obserwowana w tescie ABTS. Podwyzszong ekspresje stwierdzono rowniez w
szczepach KKP 3893 oraz KKP 4080, natomiast szczepy KKP 4081, KKP 4082, KKP 3900, KKP
4079 oraz KKP 3902 charakteryzowaty si¢ niska ekspresja genu lakazowego, przy czym
najnizsze wartosci odnotowano dla szczepu KKP 3902. Wyniki te wskazuja, ze aktywnos¢
lakazowa wykazana w teScie ABTS znajduje czeSciowe odzwierciedlenie na poziomie
transkrypcyjnym, przy jednoczesnym istnieniu roznic regulacyjnych pomiedzy szczepami,
ktére moga wynika¢ m.in. z mechanizméw potranslacyjnych lub réznic w stabilnosci

enzymu.
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Przeprowadzony dwuetapowy screening, obejmujacy oznaczenie aktywnosci lakazowej
metoda ABTS oraz poréwnawcza analize ekspresji genow zwigzanych z aktywnoscig
lakazowa, umozliwil zawezenie grupy badanych mikroorganizmow i wytypowanie
szczepoéw Bacillus pumilus o najwyzszym potencjale enzymatycznym. Uzyskane wyniki
wskazuja na wyrazne zrdznicowanie szczepowe w zakresie aktywnosci lakazowej, co
uzasadnia dalsza selekcje najbardziej obiecujacych izolatéw. Brak wykrywalnej aktywnosci
lakazowej u pozostatych szczepdw moze byé zwiazany z odmienna regulacja ekspresji
genoéw, specyfika lokalizacji enzymoéw lub koniecznoscia zastosowania warunkow
indukcyjnych. Zgromadzone dane stanowia podstawe do dalszych badan ukierunkowanych
na optymalizacje warunkéw indukgji lakaz oraz pogtebiona charakterystyke molekularna

wybranych szczepow.
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4. Podsumowanie

Przeprowadzone badania obejmowaty szeroki zakres analiz mikrobiologicznych i
molekularnych, ktoérych celem byla kompleksowa ocena potencjatu funkcjonalnego,
biokontrolnego oraz bezpieczenstwa biologicznego wybranych mikroorganizmoéw istotnych z
punktu widzenia zréwnowazonego rolnictwa, biotechnologii oraz przemystu rolno-
spozywczego. Zastosowane podejScie umozliwito réwnolegla analiz¢ aktywnosci
antagonistycznej, wlasciwosci metabolicznych, profili antybiotykoopornosci, oddziatywania

na mikrobiom gleby oraz cech genomowych wybranych szczepdéw srodowiskowych.

Badania aktywno$ci antagonistycznej wykazaty wyrazne, szczepozalezne rdznice w zdolno$ci
hamowania wzrostu fitopatogenéw roslinnych. Szczepy grzybow z rodzaju Trichoderma
wykazywaty silng aktywno$¢ antagonistyczna wobec Fusarium graminearum, Botrytis
cinerea oraz izolatdow Alternaria, przy czym zakres 1 intensywno$¢ dziatania byty
zrdznicowane pomiedzy poszczegdlnymi szczepami. Uzyskane wyniki potwierdzaja istotne
znaczenie selekcji  szczepowej w  ocenie potencjalu  biokontrolnego  grzybow

antagonistycznych.

Rownolegle przeprowadzone testy antypatogenowe bakterii wykazaty, ze szczepy z rodzaju
Bacillus charakteryzujg si¢ silnym, lecz selektywnym spektrum dzialania wobec patogenow
grzybowych, szczegoélnie Botrytis cinerea oraz Alternaria alternata. Bakterie fermentacji
mlekowej wykazywaly natomiast zréznicowang i wyraznie szczepozalezng aktywno$¢
antagonistyczng, ograniczong gtéwnie do wybranych izolatow Alternaria. Wyniki te
wskazuja, ze LAB moga petni¢ funkcje uzupetniajaca w strategiach biokontroli, podczas gdy

szczepy Bacillus stanowig bardziej uniwersalne obiekty do dalszych badan aplikacyjnych.

Istotnym elementem badan byta ocena zdolno$ci bakterii fermentacji mlekowej do syntezy
egzopolisacharydow. Uzyskane dane potwierdzily, ze produkcja EPS ma charakter $cisle
szczepozalezny 1 nie jest cecha wspolng dla wszystkich izolatow danego gatunku.
Identyfikacja szczepow o podwyzszonym potencjale biosyntezy EPS ma znaczenie zarowno
w konteks$cie zastosowan technologicznych, jak 1 dalszych badan funkcjonalnych,

uzasadniajgc prowadzenie badan przesiewowych jako kluczowego etapu selekcji.

Analiza antybiotykooporno$ci bakterii fermentacji mlekowej zostala przeprowadzona w
dwoch odrebnych kontekstach badawczych. W przypadku szczepéw LAB analizowanych pod
katem wiasciwosci technologicznych i syntezy EPS, ocena profili opornos$ci miata na celu

weryfikacj¢ ich bezpieczenstwa jako potencjalnych szczepoéw aplikacyjnych. W tej grupie
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obserwowano zrdznicowane, szczepowo-specyficzne profile opornosci, co podkresla
konieczno$¢ indywidualnej oceny kazdego szczepu przed jego zastosowaniem

przemystowym.

Roéwnoczesnie przeprowadzono analize antybiotykoopornosci $rodowiskowych szczepow
LAB, ukierunkowang na ocen¢ ich potencjalnej roli w utrzymywaniu i rozprzestrzenianiu
determinant opornosci w ekosystemach rolniczych. W tej grupie cz¢$¢ szczepdw wykazywala
fenotypowa oporno$¢ na wybrane klasy antybiotykdw, co wskazuje na potrzebg dalszych

badan nad znaczeniem $Srodowiskowych LAB jako elementu rezerwuaru opornosci.

Analizy metagenomiczne wykazaly, ze inokulacja gleby wybranymi szczepami
mikroorganizmoéw prowadzita do zrdznicowanych, szczepozaleznych zmian w strukturze
mikrobiomu glebowego. W niektorych wariantach obserwowano jedynie umiarkowang
modulacj¢ o- 1 P-réznorodnosci, przy zachowaniu profilu  taksonomicznego
charakterystycznego dla gleby, podczas gdy inne warianty prowadzity do wyrazniejszych
przesuni¢¢ strukturalnych. Wyniki te podkreslaja znaczenie doboru szczepow pod katem ich

kompatybilnosci z naturalnym mikrobiomem $rodowiskowym.

Uzupetnieniem badan byty analizy calogenomowe szczepéw Comamonas testosteroni KKP
1144 oraz Sphingomonas sp. KKP 4232, ktéore umozliwily ocen¢ ich potencjatu
adaptacyjnego oraz bezpieczenstwa biologicznego. Analizy nie wykazaly obecnosci genow
antybiotykoopornosci o znaczeniu klinicznym ani czynnikéw wirulencji. Zidentyfikowany u
Sphingomonas sp. KKP 4232 plazmid zawieral geny zwigzane z tolerancja i metabolizmem
zwigzkow chemicznych, co wskazuje na jego role w adaptacji Srodowiskowej oraz

potencjalne znaczenie w procesach detoksykacji i bioremediacji.

Podsumowujac, uzyskane wyniki dostarczaja spdjnej i wielowymiarowej charakterystyki
badanych mikroorganizméw, wskazujagc na ich zrdéznicowany potencjal biokontrolny,
technologiczny i $rodowiskowy. Zastosowane podejscie pozwolito na réwnorzgdna oceng
skutecznos$ci oraz bezpieczenstwa biologicznego analizowanych szczepdw, stanowigc solidng

podstawe do dalszych badan aplikacyjnych i wdrozeniowych.
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5. Znaczenie praktyczne uzyskanych wynikow

Przeprowadzone badania dostarczyty wynikow o zroéznicowanym, lecz komplementarnym
znaczeniu praktycznym, obejmujacym obszary biokontroli fitopatogendw, bezpieczenstwa
biologicznego mikroorganizméw, selekcji szczepéw do zastosowan technologicznych oraz
oceny wpltywu inokulacji na mikrobiom glebowy. Uzyskane dane pozwalaja nie tylko na
identyfikacj¢ obiecujacych szczepow do dalszych badan aplikacyjnych, lecz takze na
$wiadome wykluczenie mikroorganizméw, ktérych zastosowanie mogloby wigzaé sie z

podwyzszonym ryzykiem §rodowiskowym lub regulacyjnym.

Aktywno$¢ antagonistyczna jako kryterium selekcji biokontrolnej

Wyniki testow antagonistycznych jednoznacznie wskazuja, ze szczepy grzybow z rodzaju
Trichoderma oraz bakterii z rodzaju Bacillus wykazuja najwyzszy 1 najbardziej stabilny
potencjatl biokontrolny wobec istotnych fitopatogendw roslinnych. Szczegoélnie istotne jest
szerokie spektrum i1 powtarzalno$¢ dziatania szczepow Trichoderma, w tym zdolno$¢
zarowno do hamowania wzrostu patogendéw, jak i ich przerastania, co stanowi kluczowe
kryterium w praktycznej ochronie roslin. Uzyskane wyniki majg bezposrednie zastosowanie
na etapie selekcji kandydatéw do biopreparatow, umozliwiajac zawezenie dalszych badan do

szczepOw o najwyzszej skutecznosci i stabilno$ci dziatania.

W przypadku bakterii fermentacji mlekowej wykazano wyraznie szczepozalezny i selektywny
charakter aktywnosci antagonistycznej, ograniczony gtéwnie do wybranych izolatow
Alternaria. Wyniki te wskazuja, ze LAB nie powinny by¢ traktowane jako gtowne czynniki
biokontrolne, lecz moga petli¢ funkcje wspomagajaca, np. w formulacjach
wielosktadnikowych lub w zastosowaniach posrednich, gdzie istotna jest lokalna modulacja

mikroflory.

Egzopolisacharydy (EPS) — znaczenie technologiczne i selekcyjne

Badania zdolnos$ci szczepow LAB do syntezy egzopolisacharydow potwierdzity, ze cecha ta
ma charakter wyraznie szczepowo-specyficzny i nie moze by¢ ekstrapolowana na poziomie
gatunku. Z punktu widzenia praktycznego oznacza to, ze jedynie cze$¢ badanych szczepow

moze by¢ rozwazana jako potencjalne komponenty technologiczne, np. w procesach
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fermentacyjnych, poprawie wilasciwosci teksturalnych produktéw lub stabilizacji matryc

biologicznych.

Jednocze$nie uzyskane wyniki petnig istotng funkcje eliminacyjng, pozwalajac na odrzucenie
szczepow, ktore mimo przynaleznosci do tej samej grupy taksonomicznej nie wykazuja
pozadanych cech funkcjonalnych. W praktyce ogranicza to koszty dalszych badan i zapobiega

nieefektywnemu rozwijaniu szczepoéw o niskim potencjale aplikacyjnym.

Antybiotykooporno$¢ jako kryterium bezpieczenstwa i oceny ryzyka

Analiza antybiotykoopornos$ci wykazala, Ze jej znaczenie praktyczne wykracza poza prostg
identyfikacje gendéw opornosci. Kluczowym aspektem okazal si¢ charakter i potencjalna
mobilno$¢ tych gendw, a tym samym ryzyko ich poziomego transferu w §rodowisku lub w
systemach produkcyjnych. W przypadku cze¢sci szczepéw LAB stwierdzono obecno$¢ genow
opornosci, ktore moga stanowi¢ potencjalne zrodto transferu do innych mikroorganizmoéw, co

istotnie ogranicza mozliwo$¢ ich bezpiecznego zastosowania.

Z kolei szczepy pozbawione gendéw opornosci lub wykazujace wylacznie opornosé
intrinsiczng, niemobilng, moga by¢ traktowane jako bezpieczniejsze z punktu widzenia
regulacyjnego i srodowiskowego. Wyniki te jednoznacznie wskazuja, ze antybiotykoopornos¢
nie jest cecha drugorzedna, lecz kluczowym elementem oceny przydatnosci szczepow do
zastosowan praktycznych, wymagajacym kazdorazowo analizy ryzyka transferu gendéw, a nie

jedynie ich obecnosci.

Metagenomika jako narzedzie oceny wplywu inokulacji na mikrobiom gleby

Analiza metagenomiczna wykazata, ze inokulacja wybranymi szczepami prowadzila do
szczepo-zaleznej modulacji mikrobiomu gleby, bez jednoznacznych oznak jego destabilizacji.
Szczegdlnie istotne z praktycznego punktu widzenia jest stwierdzenie, ze niektore szczepy

(Bacillus subtilis KKP 3894 i KKP 3901) modyfikowaty strukture mikrobioty w sposob

umiarkowany, zachowujac poziom réznorodnosci porownywalny z glebg kontrolna.

Wyniki te wskazuja, ze metagenomika moze by¢ skutecznym narzedziem wstepnej oceny
bezpieczenstwa ekologicznego inokulantéw, pozwalajagcym na identyfikacje szczepdw, ktore

nie wywotuja niepozadanej reorganizacji spoteczno$ci mikroorganizméw glebowych. Ma to
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znaczenie praktyczne na etapie projektowania biopreparatoéw oraz w kontek$cie wymogow

srodowiskowych.

Analiza genomowa (WGS) i1 plazmidy — znaczenie srodowiskowe i funkcjonalne

Sekwencjonowanie calogenomowe szczepéw Comamonas testosteroni KKP 1144 oraz
Sphingomonas sp. KKP 4232 dostarczylo danych istotnych z punktu widzenia bezpieczenstwa
oraz funkcjonowania mikroorganizméw glebowych. Szczegolnie istotne znaczenie praktyczne
ma identyfikacja duzego plazmidu u Sphingomonas sp. KKP 4232, zawierajacego geny

zwigzane z odporno$cig na zwigzki chemiczne oraz adaptacja do warunkéw Srodowiskowych.

Obecnos¢ takich elementow wskazuje, ze mikroorganizmy $rodowiskowe moga petnic role
rezerwuarow gendw adaptacyjnych, co ma znaczenie zar6wno w kontekscie bioremediacji,
jak 1 oceny ryzyka rozprzestrzeniania cech srodowiskowych w mikrobiomie gleby. Wyniki te
podkreslaja zasadno$¢ uwzgledniania analiz genomowych w ocenie mikroorganizméw

przeznaczonych do zastosowan $rodowiskowych.

Podsumowanie praktyczne

Lacznie, uzyskane wyniki majg istotne znaczenie praktyczne na etapie selekcji, kwalifikacji i
eliminacji szczepow do dalszych badan aplikacyjnych. Badania pozwolily na wskazanie
mikroorganizméw o wysokim potencjale biokontrolnym, jednoczes$nie identyfikujac
ograniczenia zwigzane z bezpieczenstwem biologicznym, ryzykiem transferu gendéw oraz
wptywem na mikrobiom $rodowiskowy. Tak kompleksowe podejscie stanowi solidng
podstawe do dalszych prac rozwojowych, przy jednoczesnym zachowaniu zasad

zrbwnowazonego i odpowiedzialnego wykorzystania mikroorganizmow.
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Zalacznik  A. Standardowe procedury operacyjne hodowli
szczepow bakterii mlekowych

SOP Al. Hodowla Weissella cibaria KKP 2042

Przygotowanie czystej
kultury bakterii z
bakterii temp. -80 °C
poprzez przeniesienie
zamrozonej hodowli do
bulionu MRS 1
poddaniu inkubacy (24
h w37 °C).

Hodowla-pasazlill
namnazania bakterii,
wraz ze zwiekszeniem
objetosci kultury,
podtoze MRS,
inokulum stanowi 15%
objetosci kolejnego
stadium, inkubacja 24
hwtemp. 37 °C.

Przygotowanie
peodloza do hodowli
bakterii — podloze
MRS zawierajace
jako zrodlo wegla
sacharoze w
stezeniu 20g/1.
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SOP A2. Hodowla Leuconostoc lactis KKP 4220

Przygotowanie czystej
kultury bakterii z
bakteriitemp. -80 °C
poprzez przeniesienie
zamrozonej hodowli
do bulionu MRS i
poddaniu inkubacji
(24hw37°C).

Hodowla -pasazlill
namnazania bakterii, wraz
ze zwiekszeniem objetosci
kultury, podtoze MRS,
inokulum stanowi 10%
objetosci kolejnego
stadium, inkubacja24 hw
temp. 37 °C.

Przygotowanie
podtoza do hodowli
bakterii — podtoze
MRS zawierajace
jako zrodto wegla
glukoze i sacharoze
w proporcji 1:1, w

stezeniu 20g/L.
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SOP A3. SOP-AMR-LAB-01

Okreslenie standardowych warunkow operacyjnych oznaczania antybiotykoopornosci
szczepOw bakterii fermentacji mlekowej (LAB)

Procedura oznaczania antybiotykoopornosci szczepow bakterii fermentacji mlekowej zostata
przeprowadzona zgodnie ze standardowymi warunkami operacyjnymi, obejmujacymi etapy
przygotowania inokulum, zaszczepienia podtoza, inkubacji oraz odczytu wynikow. Wszystkie
analizy wykonano metodg fenotypowa poprzez oznaczenie minimalnego st¢zenia hamujacego
(MIC) przy uzyciu paskow E-test. Profil antybiotykoodporno$ci okreslono na podstawie
wytycznych EFSA.

. Przygotowanie zawiesiny bakteryjnej

Przygotowanie inokulum do oznaczenia antybiotykooporno$ci polegato na pobraniu
pojedynczych kolonii szczepéw bakterii fermentacji mlekowej z hodowli agarowej i
zawieszeniu ich w jalowym roztworze soli fizjologicznej. Zawiesing doprowadzano do
zmetnienia odpowiadajacego standardowi 0,5 McFarlanda.

. Przygotowanie podloza i zaszczepienie

Jatlowa wymazowke zanurzano w przygotowanej zawiesinie bakteryjnej, a nast¢pnie
wykonywano posiew powierzchniowy na podtozu MRS agar, prowadzagc wymaz w trzech
prostopadlych kierunkach w celu uzyskania jednorodnego wzrostu bakterii na catlej
powierzchni plytki.

. Aplikacja paskow E-test

Po przeschnigciu powierzchni agaru na zaszczepione plytki naktadano paski E-test
(bioMérieux, Marcy-I’Etoile, Francja) zawierajace odpowiednie antybiotyki: ampicyline,
gentamycyne, kanamycyng, klindamycyne, chloramfenikol, erytromycyng, streptomycyne,
tetracykling oraz wankomycyne. Aplikacje paskow przeprowadzano zgodnie z instrukcja
producenta.

. Inkubacja

Zaszczepione ptytki inkubowano w warunkach beztlenowych przez 48 godzin w temperaturze
30°C.

Odczyt wartosci MIC
Po zakonczeniu inkubacji dokonywano odczytu minimalnego stezenia hamujacego (MIC).

Warto§¢ MIC okreslano jako punkt przecigcia krawedzi elipsy zahamowania wzrostu bakterii
z podziatka paska E-test.

. Powtorzenia i interpretacja wynikow

Oznaczenia przeprowadzono w trzech niezaleznych powtodrzeniach, przy czym kazde
powtorzenie obejmowato dwa pomiary (duplikaty). Szczepy bakterii fermentacji mlekowe;j
klasyfikowano jako oporne na dany antybiotyk, jesli uzyskane wartosci MIC przekraczaty
wartos$ci graniczne (breakpointy) ustalone przez EFSA.
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Schemat 1. Standardowe warunki operacyjne oznaczania antybiotykoopornosci szczepow
bakterii fermentacji mlekowej (LAB)

Przygotowanie zawiesiny bakteryjnej (0,5 McFarlanda)

— Zaszczepienie MRS agar

— Aplikacja paskow E-test

— Inkubacja (48 h, 30°C, warunki beztlenowe)

— Odczyt MIC

— Klasyfikacja szczepow zgodnie z EFSA

Inkubacja (48 h, 30°C,
warunki beztlenowe)

fikacja szczey
ie z EFSA
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SOP A4. SOP-AMR-BAC-01

Okreslenie standardowych warunkow operacyjnych oznaczania antybiotykoopornosci
szczepOw Bacillus spp.

Procedura oznaczania antybiotykoopornosci szczepow Bacillus spp.zostala przeprowadzona
zgodnie ze standardowymi warunkami operacyjnymi, obejmujacymi etapy przygotowania
inokulum, zaszczepienia podloza, inkubacji oraz odczytu wynikow. Wszystkie analizy
wykonano metoda fenotypowa poprzez oznaczenie minimalnego stezenia hamujacego (MIC)
przy uzyciu paskéw E-test. Profil antybiotykoodporno$ci okreslono na podstawie wytycznych
EFSA.

1. Przygotowanie zawiesiny bakteryjnej

Przygotowanie inokulum do oznaczenia antybiotykooporno$ci polegato na pobraniu
pojedynczych kolonii szczepow Bacillus spp. z hodowli agarowej i zawieszeniu ich w jatowej
soli fizjologicznej. Zawiesing doprowadzano do zmg¢tnienia odpowiadajacego standardowi 0,5
McFarlanda.

2. Przygotowanie podloza i zaszczepienie

Jalowa wymazowke zanurzano w przygotowanej zawiesinie bakteryjnej, a nast¢pnie
wykonywano posiew powierzchniowy na podtozu AO (agar odzywczy), prowadzgc wymaz w
trzech prostopadlych kierunkach w celu uzyskania jednorodnego wzrostu bakterii na calej
powierzchni plytki.

3. Aplikacja paskow E-test

Po przeschnigciu powierzchni agaru na zaszczepione plytki naktadano paski E-test
(bioMérieux, Marcy-I’Etoile, Francja) zawierajace odpowiednie antybiotyki: ampicyline,
gentamycyne, kanamycyng, klindamycyne, chloramfenikol, erytromycyng, streptomycyne,
tetracykling oraz wankomycyne. Aplikacje paskow przeprowadzano zgodnie z instrukcja
producenta.

4. Inkubacja

Zaszczepione plytki inkubowano w warunkach tlenowych przez 48 godzin w temperaturze
30°C.

5. Odczyt wartosci MIC

Po zakonczeniu inkubacji dokonywano odczytu minimalnego stezenia hamujacego (MIC).
Warto§¢ MIC okreslano jako punkt przecigcia krawedzi elipsy zahamowania wzrostu bakterii
z podziatka paska E-test.
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6. Powtorzenia i interpretacja wynikow

Oznaczenia przeprowadzono w trzech niezaleznych powtodrzeniach, przy czym kazde
powtdrzenie obejmowalo dwa pomiary (duplikaty). Szczepy Bacillus spp. klasyfikowano jako
oporne na dany antybiotyk, jesli uzyskane wartosci MIC przekraczaly wartosci graniczne
(breakpointy) ustalone przez EFSA.

Schemat 1. Standardowe warunki operacyjne oznaczania antybiotykoopornosci
szczepow Bacillus spp.

Przygotowanie zawiesiny bakteryjnej (0,5 McFarlanda)
— Zaszczepienie AO

— Aplikacja paskéw E-test

— Inkubacja (48 h, 30°C, warunki tlenowe)

— Odczyt MIC

— Klasyfikacja szczepow zgodnie z EFSA

Inkubacja (48 h, 30°C,
warunki tlenowe)

Zaszczepienie Aplikacja paskow E-te
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Zalacznik B.

Tabela B1. Wyniki analizy genomowej bakterii fermentacji mlekowej pod wzgledem obecnosci gendow zwigzanych z synteza
egzopolisacharydow (EPS)

. Lbp. .Leu. W. cibaria Lo.reuteri P.acidilactici
gen rodzaj produktu produkt pléaKnIt)aggga Kiétll)’eéz‘gi;“ KKP 2042 KKP 1829 KKP 2065
acetylo- i fosfotransferazy  capsular polysaccharide phosphotransferase cps12A +
exopolysaccharide phosphotransferase cps2G family +

acetylo- i fosfotransferazy  protein

epsC  acetylo- i fosfotransferazy  serine O-acetyltransferase EpsC +

gtfB  chaperony accessory Sec system glycosylation chaperone GtfB + + +

gtfA  glikozylotransferazy accessory Sec system glycosyltransferase GtfA +

gtfB  glikozylotransferazy accessory Sec system glycosyltransferase GtfB +

cps2T glikozylotransferazy beta 1-4 rhamnosyltransferase Cps2T +
glikozylotransferazy EpsD 1 protein +

epsG  glikozylotransferazy EpsG family protein + +
glikozylotransferazy EpsH 2 protein +
glikozylotransferazy EpsJ 1 protein +

epsL  glikozylotransferazy EpsL protein +

besA  glikozylotransferazy glycosyltransferase +
glikozylotransferazy glycosyltransferase 2-like domain-containing protein + + + +
glikozylotransferazy glycosyltransferase family 2 protein + + + +
glikozylotransferazy glycosyltransferase family 4 protein +

rfal  glikozylotransferazy glycosyltransferase family 8 protein +
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glikozylotransferazy

glycosyltransferase family A protein

rfaB  glikozylotransferazy glycosyltransferase, family 1
wcaA glikozylotransferazy glycosyltransferase, family 2
glikozylotransferazy Gtfl 1 protein
glikozylotransferazy Gtfl 2 protein
glikozylotransferazy Gtfl 3 protein
gtf3  glikozylotransferazy N-acetylglucosaminyltransferase
wbnH glikozylotransferazy O-antigen biosynthesis glycosyltransferase WbnH
wbnJ  glikozylotransferazy O-antigen biosynthesis glycosyltransferase WbnJ
priming glycosyltransferase, undecaprenyl-
glikozylotransferazy phosphate beta-glucosephosphotransferase
wcaA glikozylotransferazy putative glycosyltransferase
epsF  glikozylotransferazy putative glycosyltransferase EpsF
epsH glikozylotransferazy putative glycosyltransferase EpsH
ykoT glikozylotransferazy putative glycosyltransferase YkoT
przenosniki/flippazy O-antigen flippase Wzx
rfbX  przenoséniki/flippazy putative O-antigen transporter
cpsC  regulatory syntezy capsular polysaccharide biosynthesis protein CpsC
exopolysaccharide biosynthesis transcriptional
cps2a regulatory syntezy activator EpsA
cpsD  regulatory syntezy Tyrosine-protein kinase CpsD
dAP2 syntazy dextransucrase
gtfA  syntazy sucrose phosphorylase
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Zalacznik C.

Tabela C1. Wzgledna obfitos¢ poszczegodlnych grup taksonomicznych mikroorganizméw glebowych

(%) dla gleby K2M przed i po inokulacji szczepami bakteryjnymi.

Klasa bakterii K2M-2042P | K2M-3894 | K2M-3901 | K2M-3905 | K2M-4214 | K-K2M
Alphaproteobacteria 25.54 28.12 29.15 25.80 26.70 31.13
Vicinamibacteria 12.10 11.95 11.50 11.24 11.55 13.02
Gammaproteobacteria | 8.61 8.42 8.58 8.58 10.24 8.69
Acidobacteriae 10.35 10.75 11.26 10.45 9.22 9.49
Bacilli 8.06 7.29 7.52 8.08 6.09 10.41
Gemmatimonadia 9.70 6.61 5.81 9.37 6.37 2.66
Verrucomicrobiia 8.81 7.60 7.10 7.90 9.33 2.37
Planctomycetes 3.16 3.23 2.47 3.45 3.04 3.65
Phycisphaerae 3.03 3.33 2.81 3.34 2.52 3.07
KD4-96 2.62 3.14 3.41 2.44 3.05 2.88
Actinobacteria 1.14 1.61 1.39 1.26 1.47 2.03
Chloroflexia 1.40 1.18 1.15 1.38 1.32 1.47
Acidimicrobiia 0.70 1.06 1.50 0.91 1.37 1.68
Bacteroidia 0.61 0.63 0.70 0.55 1.25 1.13
Thermoleophilia 0.00 0.18 0.57 0.64 0.76 1.09
Nitrospiria 1.06 0.83 0.86 0.91 0.89 0.88
Myxococcia 0.00 0.13 0.08 0.00 0.07 0.75
TK10 0.28 0.43 0.48 0.34 0.65 0.54
Dehalococcoidia 0.00 0.48 0.44 0.19 0.31 0.20
Saccharimonadia 0.00 0.00 0.00 0.00 0.07 0.23
Clostridia 0.11 0.00 0.17 0.04 0.25 0.15
Actinomycetota (uncl.) | 0.17 0.08 0.08 0.17 0.11 0.16
Gitt-GS-136 0.07 0.23 0.43 0.04 0.10 0.15
JG30-KF-CM66 0.00 0.16 0.07 0.05 0.22 0.06
Ktedonobacteria 0.00 0.00 0.00 0.00 0.35 0.00
Anaerolineae 0.00 0.00 0.00 0.00 0.08 0.00
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Tabela C2. Wzgledna obfitos¢ poszczegodlnych grup taksonomicznych mikroorganizméw glebowych

(%) dla gleby KC1 przed i po inokulacji szczepami bakteryjnymi.

Klasa bakterii KC1-2042P | KC1-3894 | KC1-3901 | KC1-3905 | KC1-4214 | K-KC1
Alphaproteobacteria 27.35 22.18 25.16 27.76 27.76 30.90
Vicinamibacteria 18.92 21.49 20.09 18.72 18.45 18.76
Blastocatellia 5.16 7.66 6.72 6.74 5.83 7.67
Gammaproteobacteria | 13.07 10.73 10.33 11.10 9.25 7.53
Planctomycetes 3.20 3.64 3.79 4.40 4.89 5.33
Acidobacteriae 5.18 4.62 5.26 4.23 5.44 5.33
Bacilli 4.53 3.92 3.80 2.10 4.07 4.24
Verrucomicrobiia 4.04 6.71 6.11 5.90 5.03 3.51
KD4-96 2.31 2.49 2.21 2.17 2.01 2.67
Nitrospiria 1.62 2.02 1.94 1.65 2.10 1.64
Gemmatimonadia 2.67 3.23 2.80 2.54 2.69 1.73
Bacteroidia 3.48 2.06 2.42 5.08 2.70 1.67
Acidimicrobiia 0.91 1.10 1.03 1.24 1.03 1.13
Chloroflexia 0.60 0.22 0.61 0.62 1.02 0.59
Thermoleophilia 0.36 0.23 0.42 0.18 0.51 0.24
MB-A2-108 0.57 0.44 0.51 0.56 0.55 0.46
Actinomycetota (uncl.) | 0.29 0.61 0.21 0.38 0.12 0.40
Myxococcia 0.17 0.19 0.40 0.29 0.41 0.31
Dehalococcoidia 0.16 0.84 0.44 0.07 0.26 0.06
Subgroup 22 0.07 0.08 0.20 0.00 0.00 0.06
Polyangiia 0.16 0.10 0.04 0.00 0.00 0.00
Oligoflexia 0.31 0.00 0.17 0.13 0.00 0.00
Subgroup 5 0.07 0.25 0.20 0.07 0.17 0.00
Chlamydiia 0.00 0.04 0.00 0.00 0.00 0.00
niezidentyfikowane 0.00 0.15 0.00 0.00 0.00 0.03
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Zalacznik D.

Tabela D1. Zestawienie podstawowych parametrow genomowych, cech adnotacji oraz elementdw zwigzanych z opornoscig na substancje
przeciwdrobnoustrojowe, mobilno$cig genetyczng i obecnos$cig profagdw w genomach szczepéw Comamonas testosteroni KKP 1144 oraz
Sphingomonas sp. KKP 4232, z uwzglednieniem chromosomoéw i plazmidow.

KKP 1144 KKP 4342
Kategoria Parametr Genom Plazmid Genom Plazmid 1 | Plazmid 2 | Plazmid 3 | Plazmid 4
Podstawowe informacje o | Wielko$¢ genomu (pz) 5780814 | 28633 3594184 | 214033 15218 43 878 63 089
genomie Zawartos¢ GC (%) 61,76 | 64,35 67,34 65,27 60,52 62,21 64,48
taczna lriczba zannotowanych 5329 49 3380 247 15 46 54
elementéw
Geny kodujace (CDS) 5152 47 3308 245 15 45 53
tRNA 108 0 52 0 0 0 0
tmRNA 1 0 1 0 0 0 0
Adnotacja genomowa tRNA 27 0 0 0 0 0 0
ncRNA 9 1 4 0 0 0 0
Regiony ncRNA 31 1 8 2 0 1 1
Loci CRISPR 0 0 0 0 0 0 0
sORFs 0 0 0 0 0 0 0
Luki (gaps) 0 0 0 0 0 0 0
Poczatki replikacji (oriC / oriV / oriT) 1/0/0 0/0/0 1/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0
chzna’hf:zba wykrytych genéw 4 0 ) 0 0 0 0
Geny opornosci OpOTROSel -

Identyfikacja genéw adeF (2x), FosAS, vanY gene in vanB

qacl cluster, adeF
Laczna liczba elementow (mobileOG) 170 19 114 43 8 5 10
Integracja/ekscyzja 81 7 45 29 3 3 6
Mobilne Elementy Replikacja/rekombinacja/naprawa 30 1 26 5 0 2 5
Genetyczne Zwiazane z fagiem 26 1 14 0 0 0 0
Stabilno$¢/transfer/obrona 8 3 10 4 3 0 0
Transfer 25 7 19 5 2 0 5
Liczba wykrytych regionow 3 0 > 0 0 0 0

Regiony profagowe profagowych

Geny zwigzane z fagiem 131 0 40 0 0 0 0
Laczna liczba elementoéw profagowych 134 0 42 0 0 0 0
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