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Streszczenie

Celem tej pracy byto stworzenie konsorcjum grzybowo-bakteryjnego promujacego wzrost
kapusty pekiniskiej Brassica rapa subsp. pekinensis (Lour.) Hanelt, ktéra jest wazng ro-
sling uprawna. W przeciwienstwie do wigkszosci roslin, rodzina Brassicaceae nie wchodzi
w zwiazki mykoryzowe, wiec nieskuteczne sa w jej przypadku szeroko stosowane inokulaty
grzybowe dzialajace w oparciu o mykoryze arbuskularng. Ta praca skupia sie na wyko-
rzystaniu grzyba Entomortierella ferrotolerans i wybraniu jednej z bakterii promujacych
wzrost roslin, do stworzenia korzystnego dla kapusty inokulatu doglebowego.

w testach na szalkach sprawdzono kompatybilnosé¢ Entomortierella ferrotolerans z trzema
szczepami bakterii: Bacillus sp. ANT WADS1, Pseudomonas sp. ANT HI12B, Serratia
plymuthica EEPC5. Wykazano, ze jedynym szczepem niehamujgcym wzrostu grzyba jest
Pseudomonas sp. ANT _H12B, wiec wykorzystano go do testéw w plynie i ustalono,
ze przy inokulum okoto 10g grzybni i 10-100 ul nocnej hodowli bakteryjnej, oba organizmy
wzrastajq.

Zatozono hodowle doniczkowa kapusty w trzech wariantach: nasiona zainokulowane

E. ferrotolerans, nasiona zainokulowane F. ferrotolerans i Pseudomonas sp. ANT H12B
oraz wariant kontrolny, bez dodatku mikroorganizmoéw. Kapusta wzrastata przez pigé
tygodni, a nastepnie sprawdzono réznice pomiedzy wariantami w wybranych parametrach.

Wigkszos$¢ wynikéw okazata sie nieistotna statystycznie. W wariancie Pseudomonas

sp. ANT _HI12B + Entomortierella ferrotolerans licie byty krotsze niz w prébie kontrol-
nej, a czas kietkowania dtuzszy, co jest wynikiem odwrotnym do zamierzonego. 7 drugiej
strony, pomiary spektrofotometryczne zwigzane z zawartoscia chlorofilu wykazaty wyz-
sze parametry NDVI (Normalized Difference Vegetation Index) i G (Greenness index)
w pierwszej parze lisci w wariancie zainokulowanym grzybem i bakterig oraz wyzszy pa-
rametr CCl (Chlorophyll content index) w drugiej parze liSci w wariancie zainokulowanym
grzybem, co wskazuje na wyzszy dobrostan kapusty.

Podsumowujac, w celu uzyskania wigzacych rezultatéw badania nalezaloby wykonaé je
ponownie na wigkszej liczbie powtorzen przy lepiej dopracowanych proporcjach konsor-
cjum.



Abstract

The aim of this thesis was to develop a fungal-bacterial consortium promoting the growth
of Chinese cabbage (Brassica rapa subsp. pekinensis), a crop of major agricultural and
dietary importance. Unlike many plant families, Brassicaceae do not form arbuscular
mycorrhizal associations, which limits the use of conventional fungal inoculants. This
study focused on the possibility of using Entomortierella ferrotolerans fungi in association
with plant growth promoting bacteria to create a non-mycorrhizal soil inoculant improving
the growth of cabbage.

Compatibility assays on agar plates tested interactions between Entomortierella ferrotole-
rans and three bacterial strains: Bacillus sp. ANT WAS51, Pseudomonas sp. ANT HI12B
and Serratia plymuthica EEPC5. Among them, only Pseudomonas strain did not inhibit
fungal growth and was selected for further experiments.

The consortium was tested in liquid cultures. Inoculating around 10g of mycelium and
10-100 pl of bacterial overnight culture allowed both organisms to grow.

Greenhouse tests of Chinese cabbage were established in three variants: seeds inocu-
lated with E. ferrotolerans, seeds inoculated with FE. ferrotolerans and Pseudomonas
sp. ANT _H12B, and control without microorganisms. Plants were grown for five weeks.
Growth parameters were measured and compared between variants.

Most results were not statistically significant. In the variant inoculated with Pseudomo-
nas sp. ANT H12B and Entomortierella ferrotolerans the leaves were shorter than in
the control variant, and the germination time was longer. Results were opposite to the
intended growth promotion. However, spectrophotometric measurements showed higher
NDVI (Normalized Difference Vegetation Index) and G (Greenness index) values in the
first leaf pair in variant inoculated with bacteria and fungi compared with control variant,
as well as a higher CCI (Chlorophyll content index) parameter in the second leaf pair in
the fungus-inoculated variant, indicating an improved physiological status of the cabbage.

Taking everything into account, the experiment should be repeated on a larger scale with
better adjusted consortium proportions to confirm observed tendencies.
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1 Wstep

1.1 Kapusta pekinska Brassica rapa subsp. pekinensis (Lour.)
Hanelt

Kapusta pekinska (Brassica rapa subsp. pekinensis (Lour.) Hanelt) jest podgatunkiem ka-
pusty wlasciwej z rodziny kapustowatych (Brassicaceae; Catalogue of Life; data dostepu
29.07.2025). Rodlina ta po raz pierwszy zostata formalnie opisana juz w roku 1790 przez
Joao de Loureiro jako Sinapis pekinensis Lour. (Loureiro 1790). Dopiero w roku 1987,
wskutek rewizji taksonomicznej przeprowadzonej przez Petera Hanelta, gatunek prze-
niesiono do rodzaju Brassica (kapusta) w randze podgatunku kapusty wtasciwej, jako
Brassica rapa subsp. pekinensis (Lour.) Hanelt (1987).

Kapusta pekinska pochodzi z Chin (Li |1981) i , w $wietle wynikéw badan archeologicz-
nych, byla tam uprawiana juz 6000 lat temu (Liu, 1985). Uprawy te zostaly w pelni
udomowione okoto 500 lat temu, kiedy zaczeto intensywnie selekcjonowa¢ odmiany pod
katem pozadanych cech (Cheng i wspdtpracownicy 2016). Obecnie kapusta pekinska jest
uprawiana na calym Swiecie. w samej Azji roczna produkcja wynosi ponad 50 megaton,
co stanowi okoto 70% $wiatowego rynku (FAO, 2016).

Kapusta pekinska stanowi wazne zZrédto zaréwno makroelementéw, jak i mikroelementéw
w diecie duzej czesci populacji. Jest tez stosowana jako pozywienie dla zwierzat hodow-
lanych jako Zrédto witamin A, C i E, jak i innych mikroelementéw (Choudhary i wspét-
pracownicy 2024). Produkuje si¢ z niej réwniez fermentowane produkty regionalne, takie
jak kapusta kiszona w Polsce czy kimchi w Korei.

w zwigzku z jej powszechnos$cig i duzg skalg uprawy na Swiecie, warto badac rézne sposoby
optymalizacji jej wzrostu i ochrony przed patogenami, w celu zmniejszenia zastosowania
nawozOow oraz ograniczenia stosowania pestycydéw, majacych negatywny wpltyw na Sro-
dowisko (Zhang i wspétpracownicy 2024)).

1.2 Metody oceniania stanu roslin

Przyjmuje sie, ze do wzrostu roslin niezbedne jest 14 pierwiastkéw: tlen, wegiel i wodor,
pozyskiwane z wody i powietrza; makronutrienty, czyli azot, potas, fosfor, wapn, magnez
i siarka; oraz mikroelementy, takie jak zelazo, cynk, mangan, miedz, bor, chlor, molibden
i nikiel. (Grusak 2001)).

Niedobory pierwiastkow moga powodowac¢ charakterystyczne zmiany. Azot jest mobil-
nym pierwiastkiem, wigc jesli nie ma go wystarczajaco, jest przenoszony do rozwijajacych
sie, mtodych lidci, a te stare zotkng i zamieraja. Niedobor fosforu powoduje ograniczenie
wzrostu roslin, jak i ciemnienie lisci w wyniku nagromadzenia cukréw, ktore powoduje
wzmozong synteze antocyjandéw, rowniez zaczynajac od starszych lisci. Zbyt mata ilos¢
potasu moze charakteryzowaé si¢ biatymi plamkami, nekrozami, chlorozami albo stabymi
pedami i podatnoscia na choroby bakteryjne i grzybicze oraz inwazje insektéw (Tisdale
i wspolpracownicy (1975)).

Specyficzne objawy pojawiajg sie dopiero przy bardzo duzych niedoborach. Zazwyczaj ro-
Sliny, w obliczu ograniczenia przez ktérys z elementéw, wzrastaja wolniej (Tisdale i wspét-
pracownicy 1975). Mozna poréwnywaé wzrost rodlin pomiedzy wariantami przez spraw-
dzenie liczby lisci, mierzenie dtugosci korzeni, pedéw czy lisci, wazenie nadziemnej czesci



rosliny albo wazenie suchej masy (Vandepol i wspétpracownicy [2022; Zhang i wspotpra-
cownicy [2024). Analizy gleby oraz roslin sa najlepszym narzedziem do identyfikacji ukry-
tego glodu, aby upewnié sie, ze niedobory nie sa czynnikiem limitujacym wzrost (Tisdale
i wspolpracownicy (1975)).

Catkowita analiza zawartosci pierwiastkow jest przeprowadzana na konkretnych czesciach
rosliny. Po pobraniu materiat roslinny jest suszony, mielony, a nastepnie ustala sie jego
sktad po trawieniu stezonym kwasem albo spalaniu w piecu wysokotemperaturowym (Tis-
dale i wspotpracownicy (1975)).

Miernik chlorofilu (SPAD - soil plant analyzer development) to urzadzenie, ktére przy
pomocy pomiaru absorbancji Swietlnej lub technologii laserowej, pozwala zmierzy¢ zawar-
tos¢ chlorofilu oraz zielono$é, ktére stuzg do okreslenia stanu rosliny. Im wyzsza zawartosé
chlorofilu i zielono$¢, tym zdrowsza jest roslina (Tisdale i wspdtpracownicy 1975)).

Teledetekcja rowniez moze stuzy¢ do oceny stanu roslin poprzez fale $wietlne od spek-
trum widzialnego po bliskie promieniowaniu podczerwonemu (NIR). Sa stosowane do
wykrywania stresu roslin. Fotony uderzaja w powierzchnie liScia, czerwone i niebieskie
fale sg absorbowane, natomiast zielone i NIR odbijane, a nastepnie wychwytywane przez
detektor. W tego typu urzadzeniach korzysta si¢ z parametrow uzywanych przy ocenie
pokrycia roslinnego, takich jak Normalized Difference Vegetation Index (NDVI), ktory
informuje réwniez o aktywnosci fotosyntetycznej (Tisdale i wspétpracownicy [1975)).

1.3 Nawozy i ich wplyw na srodowisko

Zapotrzebowanie na makronutrienty, szczegdlnie azot, potas i fosfor, jest duze, a ich zasoby
w glebie nie odnawiaja sie naturalnie wystarczajaco szybko. W zwiazku z intensywnym
rolnictwem oraz wyptukiwaniem z pél podawanych do gleby substancji odzywczych, do
uprawy konieczne jest wykorzystywanie coraz wiekszych ilosci nawozéw (Ayoub [1999).
Zwigkszajaca si¢ populacja i ograniczona powierzchnia do zagospodarowania w celach
uprawnych zmusza nas do uzyskiwania wickszych plonéw, co przyczynia sie¢ do dodatku
chemicznych nawozow do gleby, aby zwiekszy¢ biomase roslin poprzez dostarczenie im
wszystkich niezbednych mikro- i makroelementéw (Mahanty i wspotpracownicy 2016)).

Najczestszym pierwiastkiem limitujacym wzrost jest azot. Jego przyswajana przez rosliny
forma dodawana do nawozow, czyli jony amonowe, jest wytwarzana w procesie Habera-
Boscha. Wymaga on temperatury od 400 do 500°C i ci$nienia 20 MPa, co przeklada sie
na zuzycie 875 m? gazu kopalnego do wytworzenia 1 tony amoniaku (Brahmaprakash i
Sahu 2012)). W 2008 roku wykorzystano 1 100 * 10 Mt nawozu azotowego. Powoduje to
wykorzystywanie nieodnawialnych zt6z i emisje gazéw cieplarnianych.

Nawozenie przyczynia sie do eutrofizacji zbiornikéw wodnych, ich naturalna biocenoza jest
wypierana przez szybko rozrastajaca sie roslinnosé silniejsza konkurencyjnie. Powoduje to
nagly wzrost biomasy i dalsze poglebianie problemu. Skutkuje to utratg gatunkow wia-
Sciwych dla érodowisk naturalnie ubogich w okreslone sktadniki i potrafi nieodwracalnie
zmieni¢ ekosystem (Khan i Mohammad 2013)).

1.4 Biopreparaty

Stosowanie konsorcjow mikrobiologicznych w promocji wzrostu roslin ma potencjat do
zwiekszania plonéw poprzez udostepnianie sktadnikéw odzywcezych oraz ochrone roslin



przed patogenami i abiotycznymi stresami. Sa one dobrg alternatywsa dla sztucznych na-
wozéw oraz pestycydow. Sa bezpieczniejsze dla srodowiska, moga by¢ rowniez bardziej
korzystne ekonomicznie (Vandepol i wspotpracownicy 2022)).

Bionawozy sa naturalnymi inokulatami mikrobiologicznymi bakterii, grzybéw lub glonéw,
zwiekszajacymi dostepno$é sktadnikéw odzywezych dla roslin (Kumar i wspélpracownicy
2017). Wystepuja w formie mieszanek torfowych, formut ptynnych, granulatéw oraz liofi-
lizowanych proszkéw (Mahanty i wspétpracownicy 2016)).

Azot w powietrzu ma forme czasteczkowa Ny i nie jest biodostepny dla roélin, ktére przyj-
muja ten pierwiastek w formie jonéw azotanowych NOs ', jondéw azotynowych NO; i jonéw
amonowych N H; (Mokhele i wspétpracownicy [2012)). Musi on wiec zostaé¢ przeksztatcony
przez mikroorganizmy. Szacuje sie¢, ze tacznie rocznie przez mikroorganizmy wigzane jest
130 do 180 * 105 Mt tego pierwiastka (Tisdale i wspSipracownicy [1975)).

Mikroorganizmy glebowe rozktadaja materie organiczng i uwalniaja dwutlenek wegla,
ktory rozpuszczajac sie w wodzie, tworzy jony wodoroweglanowe, obnizajac pH gleby.
Zwiekszajac tym samym biodostepno$¢ nutrientéow (Tisdale i wspdtpracownicy 1975)).

1.5 Bakterie stosowane w promocji wzrostu roslin

Plant Growth Promoting Bacteria (PGPB) to naturalnie wystepujace w glebie bakterie
promujace wzrost roslin poprzez wiazanie azotu oraz solubilizacje fosforu i potasu, jak
i innych nutrientéw (Mahanty i wspétpracownicy 2016; Helaly i wspélpracownicy [2022)).

Bakterie z rodzaju Pseudomonas wykazuja wszechstronne dziatanie promujace wzrost ro-
slin. Moga by¢ wykorzystywane jako bakterie asymilujace azot (Habibi i wspélpracownicy
2014), mikroorganizmy syntetyzujace fitohormony stymulujace wzrost roslin (Shaharo-
ona i wspétpracownicy 2008)). Sa réwniez zdolne do produkceji sideroforéw, ktére wiaza
w swojej strukturze metale, chronigc przed ich toksycznym wptywem; oraz antybiotykow,
umozliwiajacych ograniczanie rozwoju patogenéw (Mahanty i wspéipracownicy [2016)).

w Indiach rozpoczeto stosowanie biopreparatéw w formie bakterii Rhizobium japonicum
juz w 2012 roku. Kiedy na wprowadzonych uprawach soi zaczety wystepowaé¢ symptomy
niedoboru azotu (m. in. z6tta barwa), glebe zainokulowano bakteriami. Po tym zabiegu
rosliny odzyskaly zielony kolor (Brahmaprakash i Sahu 2012), dowodzac skutecznosci
wykonanego zabiegu.

Baktrie z rodzaju Azospirillum moga by¢ stosowane w uprawach roslin niemotylkowych,
promuja wzrost wlosnikow oraz potrafia niesymbiotycznie wiaza¢ azot (Menendez i Garcia-
Fraile 2017)).

1.6 Grzyby stosowane w promocji wzrostu roslin

Okoto 50 000 gatunkow grzybow oddziatuje z dziewieédziesigcioma procentami roslin
na Ziemii (Bonfante [2022)). Mykoryza jest naturalna, mutualistyczna symbioza pomie-
dzy grzybami a roslinami naczyniowymi. Umozliwia ona roslinom skuteczniejsze pobiera-
nie wody i soli mineralnych z gleby dzigki zwigkszonej powierzchni wchtaniania poprzez
strzepki grzybni. Grzyby w wyniku tej interakcji pozyskuja organiczne sktadniki odzywcze
produkowane przez rosliny z materii nieorganicznej (Read (1999).
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Najpowszechniejszymi i najlepiej poznanymi rodzajami zwigzkéw grzybéw z roslinami
sg ekto- i endomykoryzy. Najczesciej wystepujaca jest mykoryza arbuskularna, w ktérej
uczestnicza arbuskularne grzyby mykoryzowe (AMF), gtéwnie z podtypu Glomeromyco-
tina (Vandepol i wspétpracownicy 2022). Dotyczy ona ponad 90% roslin naczyniowych
(Willis i wspotpracownicy 2013)). Polega ona na wniknigciu strzepek grzybni do kory korze-
nia i utworzeniu struktur sieci silnie rozgatezionych cienkich strzepek wewnatrz komdrek
zwanych arbuskulami (Hause i wspétpracownicy [2007)). Najstarsza symbioza ro§lin z AMF
jest datowana na 450 milionow lat wstecz i byta najprawdopodobniej zwiazana z zasie-
dleniem ladu przez rosliny (Willis i wspétpracownicy [2013; Sharma i wspdtpracownicy
2023). Innym rodzajem mykoryzy jest ektomykoryza, w ktorej strzepki przenikaja miedzy
komorkami roslin, nie wnikajac do ich wnetrza. Uczestnicza w niej gtéwnie gatunki wiel-
koowocnikowe nalezace do Basidiomycota (podstawczakéw), Ascomycota (workowcdw),
ale réwniez Mucoromycota (plesniakowcow) (Tedersoo i wspdtpracownicy 2009).

Istnieja réwniez niemykoryzowe symbiotyczne relacje pomiedzy grzybami i roslinami na-
czyniowymi, w ktérych grzybnia rozwija sie wewnatrz korzeni ro$liny, jednak nie wy-
ksztatca charakterystycznych dla mykoryzy struktur (Vandepol i wspdtpracownicy [2022).

Do globalnie najczesciej stosowanych grzybowych biopreparatow naleza szczepionki myko-
ryzowe. Przedstawiciele rodziny Brassicaceae nie tworza jednak zwigzkéw mykoryzowych
z AMF. Glukozynolany, zwigzki organiczne wystepujace u wickszosci gatunkéow z rodziny
Brassicaceae, maja wtasciwosci antymikrobiologiczne. To, jak i przystosowany do gluko-
zynolanoéw, konkurencyjny mikrobiom, mogto mie¢ wptyw na utracenie mykoryzy arbu-
skularnej, ktéra byta obecna u przodkéw Brassicaceae (Sharma i wspétpracownicy 2023)).
Obecnie w rolnictwie prowadzi to jednak do sytuacji, w ktorej opracowanie biopreparatéw
stymulujacych wzrost dla tej grupy roslin jest trudniejsze niz dla innych mykoryzujacych
taksonow.

Poszukuje sie wiec innych grzybéw majacych pozytywny wptyw na wzrost i ochrone przed
patogenami u kapustowatych. Dowiedziono, ze inokulacja Mortierella hyalana ma pozy-
tywny wplyw na wzrost nadziemnej czesci Arabidopsis thaliana, ktora nalezy do rodziny
Barssicaceae. Ponadto, aktywuje odpowiedz zalezng od wapnia, ktéra hamuje rozwdj cho-
roby powodowanej przez Alternaria brassicae w korzeniach (Johnson i wspélpracownicy
2019). W pracy Vandepol i wspétpracownicy 2022 wykazano, ze Linnemania elongata,
rowniez przedstawiciel rodziny Mortierellaceae, stymuluje wzrost nadziemnej czesci Ara-
bidopsis thaliana.

1.7 Konsorcja grzybowo-bakteryjne

Bakterie tworza z grzybami symbiotyczne konsorcja. Moga one wystepowac na powierzchni
strzepek - ektosymbiotycznie, lub wewnatrz strzepek, endosymbiotycznie (Bastias i wspot-
pracownicy 2020)).

PGPB moga przebywaé wewnatrz strzepek AMF i jako konsorcjum promowaé¢ wzrost ro-
Slin oraz chroni¢ je przed patogenami, a takze zwickszaé tolerancje na stresy (Santoyo
i wspotpracownicy 2021). Wykazano, ze Acacia gerrardii z obecnoécia Bacillus subtilis
wraz z AMF w ryzosferze miala wyzszy wzrost pnia i dtuzsze korzenie w warunkach
wysokiego zasolenia niz proba kontrolna (Hashem i wspétpracownicy 2016). Konsorcjum
AMF z Pseudomonas sp. i Bacillus amyloliquefaciens FZB42 wzmocnilo przyjmowanie
nutrientéw przez pomidora (Lycopersicon esculentum Mill.) oraz zatrzymato rozwéj fuza-
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riozy zgorzelowej pomidora powodowanej przez Fusarium ozysporum Schlecht f.sp. radicis-
lycopersici (Yusran i wspélpracownicy [2009)).

Bakterie zyjace na zewnatrz strzepek grzybni réwniez moga pozytywnie wptywac na grzy-
bowego gospodarza, poprzez indukcje wzrostu albo rozmnazania wegetatywnego (Bastias
i wspotpracownicy 2020)). Do tej grupy naleza miedzy innymi bakterie wspomagajace my-
koryzy (Mycorrhization Helper Bacteria, MHB) (Garbaye 1994).

Cho¢ wiedza o konsorcjach grzybowo-bakteryjnych i ich zastosowaniu w rolnictwie ciagle
sie rozwija, w wielu przypadkach ich zastosowanie w konkretnych przypadkach jest trudne.

2 Cel pracy

Celem tej pracy jest opracowanie konsorcjum grzybowo-bakteryjnego promujacego wzrost
kapusty pekinskiej (Brassicaceae).
Cele badawcze

1. Wybér bakterii, ktora nie bedzie hamowata wzrostu Entomortrierella ferrotolerans
(Mortierellaceae), oraz ktorej wzrost nie bedzie hamowany przez ten organizm.

2. Sprawdzenie, czy E. ferrotolerans i wybrana bakteria moga wspolnie wzrasta¢ w ho-
dowli ptynnej i przy jakich stezeniach inokulum wzrost jest najbardziej optymalny.

3. Sprawdzenie, czy E. ferrotolerans oraz konsorcjum FE. ferrotolerans i odpowiedniego
szczepu bakterii maja wplyw na wzrost kapusty pekinskiej Brassica rapa subsp.
pekinensis (Lour.) Hanelt.
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3 Materialy i metody

3.1 Uzyte szczepy mikroorganizmow

Szczepy bakterii pozyskano z kolekcji mikroorganizmoéw Instytutu Mikrobiologii WB UW,
natomiast szczep grzyba zostal wybrany z zielnika Uniwersytetu Warszawskiego.

Grzyb

1. Entomortierella ferrotolerans
CBS 151316
=WA 135233 holotype

Warunki hodowli w laboratorium
Hodowana na podtozu PDA (Potato dextrose agar - Glukoza 20 g/L, Ekstrakt ziem-
niaczany, Agar 15g/L, 4g/L) w temperaturze pokojowej, przesiewana co 3 tygodnie.

Bakterie
1. Bacillus sp. ANT WAS51
2. Pseudomonas sp. ANT H12B
3. Serratia plymuthica EEPC5H

Warunki hodowli w laboratorium

Hodowana na podtozu LBA (Luria-Bertani Agar - Agar 15g/L, NaCl 5g/L, Trypton
10g/L, Ekstrakt drozdzowy 5g/L) w temperaturze pokojowej, a nastepnie przecho-
wywana w lodéwce. Przesiewana na Swieze podtoze co 7 dni.

3.2 Testy kompatybilnosci na szalkach

Pobrano pojedyncza kolonie bakteryjng z szalki i rozprowadzono ja w ksztatt X na szalce
z podlozem PDA. Na $rodku umieszczono fragment grzybni E. ferrotolerans. Hodowle
prowadzono przez tydzien i obserwowano. Sposob inokulacji przedstawiono na Rysunkach
i[2l Wykonano w trzech powtérzeniach dla kazdego z trzech szczepéw bakterii: Bacillus
sp. ANT _WAS51, Pseudomonas sp. ANT _H12B, Serratia plymuthica EEPC5.
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Sterylizacja Pobranie Inokulacja
ezy w ptomieniu bakteryjnej hodowli podtoza PDA
palnika nocnej ezg bakteriami

Rysunek 1: Inokulacja szalki bakteriami

e e
Sterylizacja Pobranie Umieszczenie
pesety w ptomieniu fragmentu grzybni  fragmentu grzybni na szalce
palnika pesety zainokulowanej bakteriami

Rysunek 2: Inokulacja szalki grzybnia

3.3 Testy wzrostowe w podtozu plynnym

Przygotowanie hodowli pltynnej E. ferrotolerans

Inokulowano 200 ml bulionu PDB (Potato dextrose broth - glukoza 20 g/L, ekstrakt ziem-
niaczany 4 g/L) fragmentem grzybni E.ferrotolerans. Inkubowano przez 7 dni w tempera-
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turze pokojowej przy wytrzasaniu 150 rpm. Siedmiodniowg hodowle przedstawiono na ry-
sunku [3

Rysunek 3: Entomortierella ferrotolerans hodowana na podtozu PDA przez 7 dni w tem-
peraturze pokojowej przy wytrzasaniu 150rpm

Przygotowanie ptynnej hodowli nocnej Pseudomonas sp. ANT_H12B

Inokulowano pozywke LB (Bulion Lennox - Trypton 10g/L, NaCl 5g/L, Ekstrakt droz-
dzowy 5 g/) szczepem bakterii Pseudomonas sp. ANT H12B. Inkubowano w temperatu-
rze pokojowej przez 24 godziny przy wytrzasaniu 150 rpm.

Laczenie hodowli Entomortierelli ferrotolerans i Pseudomonas sp. ANT__H12B

Hodowle E. ferrotolerans odsaczono nad zlewem na sitku wyjalowionym 70% roztworem
izopropanolu i wyparzonym wrzacg woda w obecnosci palnika. Pesete wyjatowiono przez
zamoczenie w 70% roztworze izopropanolu i opalenie w ptomieniu palnika. Za jej pomocg,
przetozono E. ferrotolerans do uprzednio zwazonych kolb ze $wiezg pozywka PDA i wa-
zono ponownie, celem ustalenia wagi wyhodowanej E. ferrotolerans. Przygotowano roz-
cienczenia hodowli nocnej Pseudomonas w LB. Dodano hodowle/rozcieniczona hodowle
Pseudomonas do kolb z E. ferrotolerans. Zmierzono OD hodowli. Testy przeprowadzono
w czterech wariantach.

3.3.1 Wariant B

Odsaczona tygodniowa hodowle E. ferrotolerans zawieszono w 100ml $wiezej pozywki
PDB i potaczono ze 100ml hodowli nocnej Pseudomonas sp. ANT _H12B na pozywce LB
w wersji nierozcienczonej, rozcienczonej dziesieciokrotnie i stukrotnie. Zmierzono wage
E.ferrotolerans, OD600, oraz CFU E. ferrotolerans wysiewajac po 100 ul ptynu hodow-
lanego na szalki z PDA. Przygotowano po jednej kolbie z kazdego rozcienczenia. Wyniki
zapisano w tabeli 2 Hodowle prowadzono przez 7 dni w temperaturze pokojowej przy
wytrzasaniu 150 rpm. Nastepnie te same pomiary przeprowadzono po tygodniu. Wyniki
przedstawiono w tabeli [3]

3.3.2 Wariant C

Hodowle zatozono tak jak w Wariancie B, jednak byly one prowadzone bez wytrzasania.
Przygotowano po jednej kolbie z kazdego rozcienczenia. Przygotowano rowniez trzy kolby
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proby kontrolnej, do ktorej nie dodano bakterii. Wyniki pomiaréw zaktadanej hodowli
przedstawiono w tabeli ] a pomiaréw po tygodniu w tabeli [5

3.3.3 Wariant D

Ponownie powtérzono doswiadczenie z Wariantu B, wykonano trzy powtorzenia dla kaz-
dego z rozcienczen. Zatozono probe kontrolna bez dodatku bakterii. Wyniki pomiaréw
zaktadanej hodowli przedstawiono w tabeli[6] a pomiaréw po tygodniu w tabeli

3.3.4 Wariant E

Odsaczong tygodniowa hodowle FE. ferrotolerans zawieszono w 200ml Swiezej pozywki
CrzapekDox (sacharoza 30 g/L, azotan sodu 3 g/L, fosforan dipotasu 1.0 g/L, siarczan ma-
gnezu 0.5g/L, chlorek potasu 0.5g/L, siarczan zelaza(II) 0.01g/L) i dodano do niej 10,
100 Iub 1000 pl hodowli nocnej Pseudomonas sp. ANT H12B na pozywce LB. Przygoto-
wano po pie¢ kolb z kazdego wariantu. Zmierzono wage E.ferrotolerans. Wyniki zapisano
w tabeli [§, Hodowle prowadzono przez 7 dni w temperaturze pokojowej przy wytrzasaniu
150 rpm. Naste¢pnie te same pomiary przeprowadzono po tygodniu. Wyniki przedstawiono
w tabeli [0

3.4 Badanie wzrostu kapusty pekinskiej Brassica rapa subsp.
pekinensis (Lour.) Hanelt

3.4.1 Hodowla E. ferrotolerans

Inokulowano czysta hodowle ptynna E. ferrotolerans za pomocy ezy na szalke z podtozem
PDA. Inkubowano w temperaturze pokojowej przez 20 dni.

3.4.2 Wymycie zarodnikéw

Zalano szalke 5 ml RF (roztwor fizjologiczny - 0,9% NaCl), wygtaskano sterylnym skal-
pelem. Powtorzono z drugg szalka. Przeniesiono do probéwki typu falcon i dopetniono do
50 ml wysterylizowana woda wodociagowa. Spory zliczono pod mikroskopem w komorze
Biirkera. Uzyskano 2,5 * 10° zarodnikéw w mililitrze, czyli 1,25 * 10¢ w objetoéci 50 ml.

3.4.3 Zaprawianie nasion

Inkubowano 40 nasion Brassica rapa subsp. pekinensis (Lour.) Hanelt. W uzyskanej za-
wiesinie zarodnikow przez 90 minut. 20 nasion wykorzystanych w probie kontrolnej inku-
bowano w tym czasie w wysterylizowanej wodzie wodociggowej.

3.4.4 Warianty eksperymentu

a) Nasiona kapusty pekinskiej zainokulowane E. ferrotolerans + dodatek zarodnikéw
E. ferrotolerans do gleby

b) Nasiona kapusty pekinskiej. zainokulowane E. ferrotolerans + dodatek zarodnikéw
E. ferrotolerans do gleby + dodatek Pseudomonas sp. ANT_ H12B do gleby po
jednym dniu.

c¢) Préba kontrolna - nasiona kapusty pekinskiej.
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3.4.5 Przygotowanie hodowli doniczkowej

Kazde z zaglebien doniczki rozsadowej wypetniono wyautoklawowang ziemia ogrodnicza.
W 40 doniczkach (wariant a) i b)) umieszczono nasiona inkubowane z E. ferrotolerans,
oraz podlano je pieciokrotnie rozciericzona zawiesing zarodnikéw. (okoto 31 250 spor na do-
niczke). W 20 doniczkach umieszczono nasiona inkubowane w autoklawowanej wodzie
wodociggowej. Podlano je wysterylizowana woda wodociggows.

3.4.6 Hodowla Pseudomonas sp. ANT_H12B

Inokulowano 200 ml pozywki LB pojedyncza kolonig Pseudomonas sp. ANT HI12B po-
brang z szalki przy pomocy ezy. Inkubowano przez 24 godziny przy wytrzasaniu 150 rpm.
Hodowle przeniesiono do 4 probéwek typu falcon po 50ml. Zwirowano (4000 rpm, 10 mi-
nut) i zawieszono pelet w kazdej z probéwek w objetosci 50 ml RF. Pobrano prébke do
kuwety plastikowej i spektrofotometrycznie zmierzono OD przy dlugodci fali Swietlnej 600
nm. Hodowla miala okoto 3, 2% 10® komérek w mililitrze. Rozcieniczono ja 200 razy. Zaapli-
kowano po 20 ml rozcieficzonej zawiesiny- okoto 3,2 * 10 komérek do kazdej z doniczkek
wariantu B.

3.4.7 Prowadzenie hodowli doniczkowej

Eksperyment prowadzono przy naturalnym nastonecznieniu w poblizu okna w tempera-
turze pokojowej. Podlewano codziennie/co drugi dzien w zaleznosci od wilgotnosci gleby.
Hodowle prowadzono przez 5 tygodni. Hodowle Brassica rapa subsp. pekinensis (Lour.)
Hanelt z dodatkiem E. ferrotolerans po 10 dniach przedstawiono na rysunku [4

3.4.8 Przygotowanie do pomiaréw

Kazda z roslin oczyszczono z ziemii i zmierzono [0 a nastepnie pocieto na korzenie, pedy
i liscie[6] Fragmenty roslin umieszczono w cieplarce i suszono przez 72 godziny, a nastepnie
ZWazono.

Rysunek 4: Kapusta po Rysunek 5: Mierzenie kapusty Rysunek 6: Pocieta kapusta
10 dniach hodowli przygotowana do suszenia

wariant z dodatkiem
E. ferrotolerans
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3.4.

9 Pomiary

w kazdym z wariantéw sparawdzano:

1
2
3
4
)
6
7
8
9

. Szybkos¢ kietkowania

. Dtugos¢ korzeni po 5 tygodniach
. Dtugos¢ todygi po 5 tygodniach

. Dhugosc¢ lisci po 5 tygodniach
. Liczbe lisci po 5 tygodniach

. Suchg mase korzeni po 5 tygodniach
. Suchg mase todygi po 5 tygodniach
. Sucha mase lisci po 5 tygodniach

. Pomiary parametrow pomocnych w ocenie dobrostanu kapusty w pierwszej parze
lisci po 5 tygodniach przy pomocy spektrometru CI-710s SpectraVue Leaf Spectro-
meter. Dziatanie tego urzadzenia opiera si¢ na pomiarach transmitancji, absorbancji
lub reflektancji okreélonej dtugosci fali Swietlnej, a nastepnie przeliczanie uzyska-
nych wartosci wedtug wzoréw ukazanych ponizej, aby uzyskaé¢ wyniki odpowiada-
jace ustalonym parametrom, ktore swiadcza o ilosci sktadnikéw, takich jak chlorofile
i karotenoidy w badanych lisciach.

Wybrane parametry
NDVI

Normalized Difference Vegetation Index

(R800 - R680) / (R800 + R680)

G
Greenness Index

R554 / R677
CRI2

Carotenoid Reflectance Index 2

(1/R510) — (1/R700)
CRI1

Carotenoid Reflectance Index 1

(1/R510) — (1/R550)

CPHLT
Total Chlorophyll content
(8.2 x A663) + (20.2 * A645)

CPHLB
Chlorophyl B
(22.9 * A645) — (4.7 *x A663)

CPHLA
Chlorophyl A
(12.7 « A663) — (2.59 * A645)
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CNDVI
Cumulated Normalized Difference Vegetation Index
(R750 — R705) / (R750 + R705)

CCI
Chlorophyll Content Index
T931 / T653

10. Pomiary parametrow pomocnych w ocenie dobrostanukapusty w drugiej parze lisci
po 5 tygodniach

3.4.10 Analiza wynikéw wplywu na wzrost kapusty

Dla kazdego parametru przeprowadzono test Shapiro-Wilka aby sprawdzi¢, czy rozktad
jest normalny. Nastepnie test Lavena, aby oceni¢, czy wariancje sg jednorodne. W dal-
szej kolejnosci wybrany zostat test stuzacy sprawdzeniu, czy istnieja statystycznie istotne
roznice pomiedzy grupami. ANOVA dla normalnego rozktadu danych i jednorodnych wa-
riancji, ANOVA Welcha dla normalnego rozktadu danych i niejednorodnych wariancji, test
Kruskalla-Wallisa gdy rozktad danych nie byt normalny. Nastepnie, jesli réznice okazaty
sie istotne statystycznie, wykonano poréwnania wielokrotne, aby sprawdzi¢, ktore grupy
roznity sie miedzy soba.

Wszystkich analiz i wizualizacji dokonano w programie R (v4.3.1, Posit team 2023)), z wy-
korzystaniem pakietéw tidyverse (Wickham, Averick i wspdtpracownicy [2019)), ggpubr
(Kassambara 2023a), rstatix (Kassambara [2023b), janitor (Firke 2024), effectsize (Ben-
Shachar i wspétpracownicy 2020), FSA (Ogle i wspélpracownicy 2025), paletteer (Hvit-
feldt 2021)), car (Fox i Weisberg 2019), patchwork (Pedersen 2024), (Wickham [2016)),
(Wickham, Frangois i wspétpracownicy 2023), (Wickham 2022) (Henry i Wickham [2023)).
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4 Wyniki

4.1 Testy kompatybilnosci na szalkach

Testy kompatybilnosci na szalkach wykazaty, ze E. ferrotolerans najlepiej wzrasta z Pseu-
domonas sp. ANT H12B. Na tej podstawie wybrano ten szczep do badan w hodowlach
ptynnych. Wyniki przedstawiono w Tabeli [I}

Tabela 1: Testy wzrostowe na szalkach

Laczone E. ferrotolerans

organizmy

Serratia S. plumathica hamuje wzrost E. ferrotolerans
plymuthica

EEPC5

Pseudomonas sp. Oba organizmy wzrastaja, wzrost E. ferrotolerans
ANT HI12B najwickszy wzgledem wzrostu z innymi bakteriami

Bacillus sp. Brak zahamowania wzrostu, stabszy wzrost E. fer-
ANT WA51 rotolerans niz przy wzroscie z Pseudomonas, wi-
N doczne bakterie wokoé! strzepek

4.2 Testy wzrostowe w podtozu ptynnym

4.2.1 Wariant B

Waga E.ferrotolerans spadta w kazdej z 3 kolb, natomiast wartos¢ OD wzrosta, wskazujac
na wzrost liczebnoéci bakterii. Wyniki CFU E. ferrotolerans zmierzone po zakonczeniu
hodowli wskazuja, ze grzyby mimo spadku utraty czesci masy, przezyty w hodowli. Wyniki
przedstawiono w tabelach 2] 3|
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Tabela 2: Pomiary w dniu zatozenia E. ferrotolerans z Pseudomonas sp. ANT H12B

wariant B
Nr Waga E. fer- | Rozcienczenie| OD CFU E. fer-
rotolerans [g] | hodowli rotolerans
[cfu/ml]
1B 8,7 10V 0,135 10
2B 10,35 10 0,042 20
3B 8,13 1072 0,004 20

Tabela 3: Pomiary po tygodniu hodowli E. ferrotolerans z Pseudomonas sp. ANT H12B

wariant B
Nr Waga E. ferroto- | OD hodowli | CFU E. ferroto-
lerans [g] E. ferrotolerans | lerans
z Pseudomonas
sp. ANT_H12B
1B 4 3,55 30
2B 7,27 2,63 100
3B 4,54 2,59 40

4.2.2 Wariant C

Waga spadta w kazdej z kolb, natomiast OD wzrosto, sugerujac duzy przyrost liczebnosci
bakterii i spadek biomasy FEntomortierella. W kolbie z najmniejszym inokulum bakte-
ryjnym (100ml hodowli rozcieniczonej 100 razy), po tygodniu wykryto najmniejsze OD
(czyli mniejsza liczebnosé bakterii) masa spadla nieznacznie, a na szalce z materiatem
z tej kolby pojawit sie wzrost E. ferrotolerans. Ten wynik sugeruje, ze przy mniejszym
inokulum bakteryjnym przezywalnos¢ E. ferrotolerans jest lepsza. Wyniki przedstawiono

w tabelach [ i Bl

Tabela 4: Pomiary w dniu zatozenia hodowli E. ferrotolerans z Pseudomonas
sp. ANT H12B wariant C

Nr Waga E. fer- | Rozciennczenie| OD zalozo- | CFU E. fer-
rotolerans [g] | hodowli noc- | nej hodowli | rotolerans
nej Pseu- | E. ferrotole- | [cfu/ml]
domonas rans z Pseu-
sp. ANT__H12Bdomonas
sp. ANT__H12B

1C 8,41 10° 0,102 0

2C 0 (kontrola) 10° 0,048 0

3C 8,02 107 0,051 0

4C 0 (kontrola) 107 0,04 0

5C 8,32 1072 0,023 10

6C 0 (kontrola) 1072 0,016 0
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Tabela 5: Pomiary po tygodniu hodowli E. ferrotolerans z Pseudomonas sp. ANT _H12B

wariant C
Nr Waga E. ferroto- | OD hodowli | CFU E. ferroto-
lerans [g] E. ferrotolerans | lerans
z Pseudomonas
sp. ANT_H12B
1C 4,30 2,98 0
2C 0 2,90 0
3C 5,60 2,65 0
4C 0 3,65 0
5C 8,11 0,735 20
6C 0 3,19 0

4.2.3 Wariant D

w kazdej z kolb spadta waga FE. ferrotolerans. Przy dodatku nierozcienczonej hodowli
Pseudomonas spadek byt najwickszy. Im wicksze rozcienczenie, tym mniejsza byta utrata
biomasy FE. ferrotolerans, a koncowe OD600 mniejsze. Mimo to, koncowe OD600 byto
bardzo duze. Probki zostaly rozcienczone dziesigciokrotnie przed mierzeniem, a wyniki
przemnozone razy 10. Wyniki przedstawiono w tabelach [0] i [7]

Tabela 6: Pomiary w dniu zatozenia hodowli E. ferrotolerans z Pseudomonas
sp. ANT H12B wariant D

Nr Waga E. fer- | Rozciennczenie| OD zalozo- | CFU E. fer-
rotolerans [g] | hodowli noc- | nej hodowli | rotolerans
nej Pseu- | E. ferrotole- | [cfu/ml]
domonas rans z Pseu-
sp. ANT__H12Bdomonas
sp. ANT__H12B
1D 8,68 10° 0,384 40
2D 8,09 10° 0,447 20
3D 6,78 10° 0,399 10
4D 8,01 107! 0,071 10
5D 7,59 10 0,088 20
6D 4,98 107 0,076 110
7D 9,63 1072 0,040 50
8D 6,87 1072 0,041 70
9D 5,52 1072 0,016 20
10D 9,82 brak-kontrola- | 0,008 10
samo LB
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Tabela 7: Pomiary po tygodniu hodowli E. ferrotolerans z Pseudomonas sp. ANT _H12B
wariant D

Nr Waga E. ferroto- | OD hodowli | CFU E. ferroto-
lerans [g] E. ferrotolerans | lerans [cfu/ml]
z Pseudomonas
sp. ANT_H12B
1D 5,30 7,24 60
2D 5,28 9,25 10
3D 3,20 6,65 30
4D 5,52 7,11 110
5D 5,08 8,44 140
6D 3,36 7,71 0
7D 6,46 5,35 10
8D 5,34 6,18 0
9D 5,17 5,22 0
10D 27 0,08 brak-kontrola-samo
LB

4.2.4 Wariant E

Pie¢ kolb zostato odrzuconych ze wzgledu na zakazenia. w tej serii dodawano zdecydowa-
nie mniejsze objetosci inokulum (10 do 1000 pl hodowli nocnej). We wszystkich kolbach
(oprécz 12 i 15) waga E. ferrotolerans wzrosta. OD réwniez wzrosto, jednak nie tak dra-
stycznie jak w poprzednich wariantach. W tych stezeniach utrzymanie zywotnosci obydwu
partneréw wydaje sie najbardziej optymalne. Wyniki przedstawiono w tabelach [§ i[9}

Tabela 8: Pomiary objetosci dodanej hodowli nocnej Pseudomonas sp. ANT H12B
wariant E

Nr Waga E. ferrotolerans | Objetos¢ dodanej ho-

[g] dowli nocnej Pseudo-

monas sp. ANT__H12B
[11]
2K 11,28 10
4F 11,10 10
ok 10,64 10
6E 9,39 100
8E 10,42 100
9E 4,24 100
10E 10,64 100
11E 9,98 1000
12E 10,63 1000
15E 12,16 1000
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Tabela 9: Pomiary OD hodowli E. ferrotolerans z Pseudomonas sp. ANT H12B w dniu
zakonczenia hodowli wariant E

Nr Waga E. ferrotolerans | OD hodowli E. ferroto-
[g] lerans z Pseudomonas
sp. ANT__H12B po ty-
godniu
2K 15,97 1,087
4K 19,23 1,128
5E 16,13 0,737
6E 13,29 1,270
8E 17,72 0,320
9E 9,06 1,263
10E 30,80 0,084
11E 15,11 0,069
12E 4,84 0,138
15E 4,94 0,347

4.3 Badanie wzrostu i dobrostanu kapusty pekinskiej Brassica
rapa subsp. pekinensis (Lour.) Hanelt.

4.3.1 Szybkosé kietkowania

Test Shapiro-Wilka wykazat brak normalnosci rozktadu czasu kietkowania dla wszystkich
wariantow. Test Kruskala-Wallisa wykazatl istotne statystycznie réznice miedzy grupami.
Testy post-hoc z korekta Bonferroniego ujawnity jedyna istotna réznice miedzy warian-
tami grzyb z bakteria (EF+P) a kontrola (K) oraz brak istotnych réznic dla poréwnan
grzyb (EF) a grzyb z bakteria (EF+P). Wyniki analiz przedstawiono w tabeli [L0]1 zwizu-
alizowano na wykresie

Tabela 10: Wyniki analiz statystycznych czasu kietkowania

Test Parametr Wartosé Interpretacja
EF p = 0,00108 .
Shapiro-Wilk BE+P p = 0,0000193 WSiYStkkle - 10 o
P K » = 0,0000466 = brak normalnosci
2 13,267 p = 0,001315 < 0,05
Kruskal-Wallis df 2 = istotne réznice
EF vs EF+P  p.g = 0,212 ) ..
Dunna (post-hoc) EF vs K Pagj = 0,188 Jedynie EF4P vs K réznig

EF+P vs K pag = 0,00082 sie istotnie (p < 0,001)
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Czas kietkowania w zaleznosci od wariantu

P adj = 0,00082
P adj = 0,188

P adj=0,212

-

EF EF+P K
Wariant

.
@

Dzien wykietkowania

Rysunek 7: Wykres czasu kietkowania w zaleznosci od wariantu. Pogrubiona horyzontalna
linia ukazuje mediane, dolna czes¢ wykresu pudetkowego Q1, gérna czes¢ Q3, pionowe
kreski typowe wasy dla danych, punkty ukazuja pojedyncze obserwacje

4.3.2 Dtltugo$é korzeni, pedéw i lisci
Dtugosé korzeni

Test Shapiro-Wilka wykazal normalnosé rozktadu dla wszystkich wariantow. Jednoczyn-
nikowa ANOVA nie wykazata istotnych réznic miedzy grupami. Wyniki testéw przedsta-
wiono w tabeli [11]i zwizualizowano na wykresie

Dtugosé pedow

Test Shapiro-Wilka wykazal brak normalnosci dla wariantu K, przy zachowaniu normal-
nosci dla EF i EF+P. Test Kruskala-Wallisa nie wykazat istotnych réznic. Wyniki testéw
przedstawiono w tabeli [[1] i zwizualizowano na wykresie [9]

Dtugosé lisci

Test Shapiro-Wilka potwierdzit normalnosé rozktadu dla wszystkich wariantéw. ANOVA
wykazala istotne réznice miedzy grupami.

Analiza post-hoc Tukey’a wykazala istotng réznice miedzy EF+P a K. Liscie byty krotsze
w wariancie z dodatkiem FE. ferrotolerans i Pseudomonas w poréwnaniu z probg kontrolna.

Pozostale poréwnania byty nieistotne. Wyniki testéw przedstawiono w tabeli [11] i zwizu-
alizowano na wykresie
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Tabela 11: Wyniki analiz statystycznych dhugosci korzeni, pedéw i lisci

Pomiar

Parametr Wartos¢ Interpretacja

Dtugosé korzeni

Test normalnosci Shapiro-Wilka

Dtugosé pedow

Dtugosé lisci

Bl p=0,051 Wszystkie p > 0,05
Bl+P p= 0,063 = rozktad normalny

K p = 0,160

ANOVA

F 1,543 p = 0,223 > 0,05

df 2, 53 = brak istotnych réznic
Test normalnosci Shapiro-Wilka

EF p = 0,283

EFLP p = 0,783 K: p=0,028 < 0,95.

K p = 0,028 = brak normalnosci
Kruskal-Wallis

X2 1,93 p = 0,381 > 0,05

df 2 = brak istotnych réznic
Test normalnosci Shapiro-Wilka

B p =082l Wszystkie p > 0,05
EF+P p =049 = rozktad normalny

K p=0,771

ANOVA

F 3,958 p = 0,025 < 0,05

df 2, 53 = istotne roznice

Post-hoc Tukey

EF+P vs K pag = 0,019 Tylko EF+P rézni sie istot-

nie od K

Dtugos¢ korzeni (mm)

90

70
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Dlugosé¢ korzeni w zaleznosci od wariantu
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Rysunek 8: Dtugos¢ korzeni w zaleznosci od wariantu
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Diugosé peddw w zaleznosci od wariantu
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Rysunek 9: Dtugos¢ pedéw w zaleznosci od wariantu

Dlugosé lisci w zaleznosci od wariantu

125 =0,019
p = 6,448
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50

25
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Rysunek 10: Dtugos¢ lisci w zalezno$ci od wariantu

4.3.3 Sucha masa korzeni, pedéw i lisci

Analiza statystyczna suchej masy korzeni, pedéw, ani lisci nie wykazata istotnych rdéz-
nic pomiedzy wariantami. wyniki ukazano w tabeli [I2] i zwizualizowano na wykresach

na rysunkach i
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Tabela 12: Wyniki analiz statystycznych suchej masy korzeni, pedow i lisci

Pomiar

Parametr Warto$¢ Interpretacja

Sucha masa korzeni

Test normalnosci Shapiro-Wilka

Sucha masa pedéw

Sucha masa liSci

EF p = 0,003 .

EF 4P p < 0,001 WSZbYStkkle p< 10’0? .

K p = 0,002 = brak normalnosci
Kruskal-Wallis

X2 0,441 p = 0,802 > 0,05

df 2 = brak istotnych réznic
Test normalnosci Shapiro-Wilka

EF p = 0,051 .

EF4P = 0,732 EFiK:p<0,05 N

K p=0013 = brak normalno$ci
Kruskal-Wallis

2 5,53 p = 0,063 > 0,05

df 2 = brak istotnych réznic
Test normalnosci Shapiro-Wilka

By P= 039 0,004 < 0,05
EF+P p=038 = P=0008< U0

K » = 0,004 = brak normalnosci
Kruskal-Wallis

x> 1,83 p = 0,400 > 0,05

df 2 = brak istotnych réznic

eni (mg)

Sucha masa korz:

Sucha masa korzeni w zaleznosci od wariantu
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Rysunek 11: Sucha masa korzeni w zaleznosci od wariantu
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Sucha masa pedéw w zaleznosci od wariantu
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Rysunek 12: Sucha masa pedéw w zaleznosci od wariantu

Sucha masa lisci w zaleznosci od wariantu
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Rysunek 13: Sucha masa lisci w zaleznosci od wariantu

4.3.4 Liczba lisci

Analiza statystyczna liczby lidci nie wykazala istotnych réznic pomiedzy wariantami. Wy-
niki ukazano w tabeli [13|i zwizualizowano na wykresie na rysunku

Tabela 13: Wyniki analiz statystycznych liczby lisci

Pomiar Parametr Warto$¢ Interpretacja

Test normalnosci Shapiro-Wilka

EF = 0,002
EEip o oons Weaystkie p < 0,05
Liczba lisci + p=" = brak normalno$ci
K p = 0,006
Kruskal-Wallis
X 0,697 p = 0,706 > 0,05
df 2 = brak istotnych réznic

miedzy grupami
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Liczba lisci w zaleznosci od wariantu
Kruskal-Wallis, p = 0,706

Liczba lisci

EF EF+P K
Wariant

Rysunek 14: Liczba lisci w zalezno$ci od wariantu

4.3.5 Pomiary chlorofili i karotenoidéw

w analizie pierwszej pary lisci wykazano istotne statystycznie réznice w parametrze Nor-
malized Difference Vegetation Index (NDVI, Znormalizowany réznicowy wskaznik wegeta-
cji) pomiedzy préba kontrolng a wariantem z dodatkiem E. ferrotolerans i Pseudomonas.
Wykazano rowniez réznice pomiedzy tymi samymi wariantami w parametrze Greenness
index (G, indeks zielonosci). Wyniki testéw przedstawiono w tabeli i zobrazowano
na wykresach (d) i (f) na Ryskunku |[15| w pozostalych parametrach nie bylo réznic istot-
nych statystycznie. Wyniki przedstawiono w tabeli[I5] Wyniki zobrazowano na wykresach
na pozostalych wykresach na Rysunku [T5]

Tabela 14: Analiza pomiaréw pierwszej pary liSci wyniki istotne

Parametr Normalno$é Levene  Test gtéwny Post-hoc Interpretacja
EF+P1: p = 0,040 Kruskal-Wallis Brak normalnosci w 2 grupach
NDVI EF1: p = 0,159 p=0,588 x%=6,255 EF+P1 # K1 (p =0,038) Istotne réznice
K1: p = 0,007 p = 0,044 n*[H] = 0,108 (umiark.)
Kruskal-Wallis Brak normalnosci
G Weszystkie p < 0,05 p=0,872 x%?=9,317 EF+P1 # K1 (p =0,007) Istotne réznice
p = 0,009 *[H] = 0,163 (duzy)
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Tabela 15: Analiza pomiaréw pierwszej pary liSci wyniki nieistotne

Parametr Normalnosé Levene Test gtéwny  Post-hoc Interpretacja
Kruskal-Wallis Brak normalnosci
CRI2 Wszystkie p < 0,01 p=0296 x2?=5,075 - Brak réznic
p=10,079 n?[H] = 0,087
Kruskal-Wallis Brak normalno$ci
CRI1 Wszystkie p < 0,01 p=0,314 % =5,485 — Brak réznic
p = 0,064 n?[H] = 0,094
Kruskal-Wallis Brak normalnosci
CPHLT Wszystkie p < 0,01 p=0,906 x?= 5,358 - Brak réznic
p = 0,069 n?[H] = 0,092
Kruskal-Wallis Brak normalnosci
CPHLB  Wszystkie p < 0,001 p=0,561 x? = 1,089 - Brak réznic
p = 0,580 n?[H] = 0,019
Kruskal-Wallis Brak normalnosci
CPHLA Wszystkie p < 0,01 p=0,732 x? = 2,098 - Brak réznic
p = 0,350 n?[H] = 0,036
EF+P1: p = 0,464 Kruskal-Wallis Brak normalnosci w K1
CNDVI EF1: p = 0,209 p=0941 %= 4,882 - Brak réznic
K1: p = 0,008 p = 0,087 n?[H] = 0,084
EF+P1: p = 0,596 ANOVA Normalnosé w 2 grupach
CCI EF1: p = 0,080 p=0,428 F =2364 — Brak réznic
K1l: p=0,173 p=0,104 n? = 0,086
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Rysunek 15: Wykresy parametréw oceny dorostanu pierwszej pary lisci kapusty
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w analizie drugiej pary lisci wykazano istotne statystycznie réznice w jedynie parametrze
CClI pomiedzy proba kontrolng a wariantem z dodatkiem E. ferrotolerans. Wyniki testéw
przedstawiono w tabelii zwizualizowano na wykresie (g) na Rysunku . W pozostatych
parametrach nie bylto réznic istotnych statystycznie. Wyniki przedstawiono w tabeli
i zwizualizowano na pozostatych wykresach na Rysunku [16]

Tabela 16: Analiza pomiaréw drugiej pary liSci wyniki istotne

Parametr Normalnosé Levene  Test gléwny Post-hoc Interpretacja

EF+4+P2: p = 0,103 Kruskal-Wallis Brak normalnosci w 2 grupach
CCI EF2: p = 0,004 p=0,017 x?="7,461 EF2 #£ K2 (p = 0,028) Istotne réznice

K2: p =0,001 p=0,024 n*[H] = 0,131 (umiark.)

Tabela 17: Analiza pomiaréow drugiej pary lisci wyniki nieistotne

Parametr Normalnosé Levene Test gtéwny  Post-hoc Interpretacja
EF+4P2: p = 0,673 Kruskal-Wallis Brak normalnosci w 2 grupach
NDVI EF2: p = 0,038 p=0,712 x%=0,068 — Brak réznic
K2: p =0,001 p = 0,967 n?[H] = 0,001
Kruskal-Wallis Brak normalnosci
G Wszystkie p < 0,05  p=0,600 2= 1,400 — Brak réznic
p=0,497 n?[H] = 0,024
Kruskal-Wallis Brak normalnosci
CRI2 Wszystkie p < 0,01 p=0,854 x%=0,013 - Brak réznic
p = 0,994 n?[H] < 0,001
Kruskal-Wallis Brak normalnosci
CRI1 Wszystkie p < 0,01  p=0,826 x? = 0,003 - Brak réznic
p = 0,999 n?[H] < 0,001
EF+4P2: p = 0,021 Kruskal-Wallis Brak normalnosci w 2 grupach
CPHLT EF2: p = 0,001 p=0,069 x2?=2,756 - Brak réznic
K2: p = 0,088 p = 0,252 n?[H] = 0,048
Kruskal-Wallis Brak normalnosci
CPHLB Wszystkie p < 0,001  p= 0,017 x? = 1,443 — Brak réznic
p = 0,486 n?[H] = 0,025
Kruskal-Wallis Brak normalnosci
CPHLA Wszystkie p < 0,01 p=0,965 x%=0,314 - Brak réznic
p = 0,855 n?[H] = 0,005
EF+4P2: p = 0,307 Kruskal-Wallis Brak normalnosci w K2
CNDVI EF2: p = 0,068 p=0,993 x%=0,130 — Brak réznic
K2: p = 0,002 p=0,937 n?[H] = 0,002
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Rysunek 16: Wykresy parametréw oceny dorostanu drugiej pary lisci kapusty
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5 Dyskusja

Celem mojej pracy bylo uzyskanie konsorcjum grzybowo-bakteryjnego, ktore korzystnie
wplywatoby na wzrost kapusty pekinskiej. Juz samo stworzenie takiego konsorcjum oka-
zato sie nie by¢ proste.

Jako grzyb wybrano Entomortierella ferrotolerans, pochodzacy z terenéw powydobyw-
czych i kopalnianych (Crous i wspétpracownicy 2024). Wybrano go, poniewaz jest blisko
spokrewniony z gatunkiem Linnemania elongata, ktéry w pracy Vandepol i wspotpracow-
nikéw (2022) wykazal promocje wzrostu Arabidopsis thaliana, ktéra nalezy do rodziny
Brassicaceae, tak jak obiekt tego badania, Brassica rapa subsp. pekinensis (Lour.) Ha-
nelt. Ponadto, gatunek ten pochodzi z obszaréw zdegradowanych i naturalnie jest od-
porny na wysokie stezenia metali ciezkich. Udowodniono réwniez jego zdolno$é produkeji
kwaséw organicznych oraz wytwarzanie sideroforéw (Abramczyk 2024), ktore zwiekszaja,
biodostepnosé zelaza dla roslin (Musialowski i wspéipracownicy [2023)). Oprécz tego, w mo-
mencie izolacji ze srodowiska, naturalnie wspotwystepowat z bakteriami wewnatrzstrzep-
kowymi (Abramczyk 2022)), co mogtoby predystynowaé go do utworzenia funkcjonalnego
konsorcjum.

Jako bakterie testowano trzy szczepy o udowodnionych wtasciwosciach promocji wzrostu
rodlin: Bacillus sp. ANT_WADbS1, Pseudomonas sp. ANT HI12B i Serratia plymuthica
EEPC5 (Styczynski i wspolpracownicy [2022, Fiodor i wspotpracownicy [2023). W prze-
prowadzonych badaniach okazato sie jednak, ze tylko jeden z trzech szczepéw bakterii nie
hamowal wzrostu grzyba, Pseudomonas sp. ANT H12B, dlatego testowano go w dalszej
czesci pracy.

Udalo si¢ ustali¢, ze Pseudomonas sp. ANT _H12B i Entomortierella ferrotolerans sa w sta-
nie wzrasta¢ wspoélnie w ptynie na pozywce pelnej przez tydzien przy inokulum grzybowym
okoto 10g i inokulum bakteryjnym 10-100 pul.

W dalszych badaniach postanowiono testowa¢ wpltyw samego grzyba oraz konsorcjum
na kapuste. W znacznej wiekszosci mierzonych parametrow wyniki nie wykazywaty roz-
nic. Istotne statystycznie wyniki ukazywaty rezultaty odwrotne do zamierzonych. W wa-
riancie Pseudomonas sp. ANT HI12B + Entomortierella ferrotolerans lidcie byty krotsze
niz w prébie kontrolnej, a czas kietkowania dtuzszy. Jest to wynik przeciwny do tego
uzyskanego przez Vandepol i wspolpracownikow (2022). We wspomnianej pracy L. elon-
gata promowala wzrost nadziemnej czesci A. thaliana. Potencjalng przyczyng odwrotnego
efektu moze by¢ dodatek zbyt duzej ilosci bakterii, ktére pozbawity nasiona substancji
odzywezych. Z drugiej strony, parametry NDVI (Normalized Difference Vegetation Index)
i G (Greenness index) w pierwszej parze lisci byty wyzsze w przypadku inokulowania grzy-
bem i bakteriag w odniesieniu do wariantu kontrolnego, a CCl1 (Chlorophyll Content Index)
w drugiej parze lisci byt wyzszy w przypadku inokulowania nasion samym grzybem. Wy-
mienione parametry wskazuja na wyzsza zawarto$é¢ chlorofilu w roslinach z dodatkiem
mikroorganizmow, a tym samym lepsza kondycje inokulowanych roglin.

Wyniki nie sa wiec jednoznaczne, trudno na ich podstawie potwierdzi¢ lub zaprzeczy¢
efekt promujacy wzrost kapusty przez wybranego grzyba oraz konsorcjum. Zrozumienie
procesow lezacych u podstaw interakcji miedzy organizmami wydaje si¢ by¢ waznym
krokiem dla dalszych prac nad szczepionkami opartymi o konsorcja grzybowo-bakteryjne.

Wryniki eksperymentu mogty by¢ zalezne od warunkéow uprawy. W przysztoéci mozna by-
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toby réowniez przeprowadzi¢ badania w glebie ubogiej, tak jak w pracy Vandepol i wspét-
pracownikow (2022), gdzie wptyw mikroorganizméw mégtby mieé wieksze znaczenie niz
w przypadku stosowania gleby ogrodniczej bogatej w mikro- i makroelementy.

W przysztych badaniach mozna bytoby tez uzy¢ szczepow grzyba naturalnie wystepuja-
cych w ryzosferze roélin, gdyz Entomortierella ferrotolerans wystepuje w terenach pozba-
wionych roslinnosci (Abramczyk 2022).

Mozna bytoby réwniez pobraé¢ prébki gleby i sprawdzi¢ przy pomocy metod hodowlanych
oraz molekularnych (np. qPCR), czy zar6wno bakterie, jak i grzyby przetrwaly w glebie
do konca eksperymentu, aby ocenié¢, czy sa to dla nich odpowiednie warunki do wzrostu.

Dla gtebszego poznania rodzaju interakcji pomiedzy E. ferrotolerans a Pseudomonas
ANT HI12B mozna byloby zwizualizowaé¢ bakterie w konsorcjum wzorem pracy Okra-
sinskiej i wspoltpracownikow (2021).

Chociaz nie udato sie jednoznacznie okresli¢ wptywu grzyba E. ferrotolerans, ani konsor-
cjum grzybowo-bakteryjnego FE. ferrotolerans i Pseudomonas sp. ANT H12B na wzrost
kapusty pekinskiej, to eksperymenty przeprowadzone w tej pracy pomoga lepiej zaplano-
wac badania w przysztosci.
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