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Bakterieiich rola w rolnictwie

u Uniwersytet
G- Gdanski

Innowacyjne preparaty mikrobiologiczne

Bioréznorodnos¢ i wystepowanie bakterii w glebie

Rola pozytecznych bakterii i czynniki ograniczajgce
ich przezywalnos¢ w glebie

Preparat zawierajgcy wysoce odporne na warunki
Srodowiska bakterie wytwarzajgce endospory

Bakterie chorobotwodrcze i zwalczajgce je
bakteriofagi jako preparaty przysztosci




Bakterie — mate organizmy o wielkich mozliwosciach

a

a

a
a
a

mikroskopijne organizmy zywe sktadajgce sie z tylko jednej komorki
osiqggajq wielkoS¢ w zakresie 1-10 pm

sq to proste formy zycia — materiat genetyczny ostoniety btonami
rozmnazajq sie przez podziat komérki w szybkim tempie (co 20 min)

szacowna liczba bakterii zyjgcych na naszej planecie wynosi 5000 miliardow
miliardéw miliardéw (czyli 5 x 1030)

sq wszechobecne i wystepujg w réznych srodowiskach — rowniez
ekstremalnych

zdolnoS¢ do przetrwania w trudnych warunkach — endospory

mMajq niezwykiq zdolnoS§¢ adaptacji do zmieniajgcych sie warunkdw poprzez
selekcje spontanicznych mutacji
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Liczba mikroorganizméw w glebie

SOI L MICROORGAN I SMS Grupy mikroorganizmdw | Liczha mikroorganizmdss w1 g gheby Masa ciata mikroorganizmdw w Kgiha
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PROTOZOA NEMATODES FUNGI Preyblizona liczba mikroorganizmdaw w warstwie ornej gleb
ralo: Englishsquare gl Sp. 7 .o, O BY-5A 2.0, hitps-{creativecommons.ora/licenses /by-s2/ 2.0/, Opac na podstawie
5. Lawvadzkh Gedornadwslnd, PYWEIL Warssswa 1999

Liczba bakterii wynosi od 0,5 do 5 miliardéw w 1 g suchej gleby, co daje nawet 15 ton biomasy na hektar i
stanowig one okoto 40 % wszystkich organizmow glebowych.
Udziat pozostatych organizmow, takich jak glony, grzyby, pierwotniaki, nicienie, jest znacznie mniejszy.
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W glebie o powierzchni 1 hektara zyje:

370 kg
pierwotniakéw 17 kg owadow

15 ton bakterii

4 tony
dzdzownic

Procesy glebotwércze- przemiany materii i energii oraz rozktad zwigzkdw organicznych
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Bioréznorodnos¢ bakterii glebowych

- .
?’ I

O Identyfikacja bakterii glebowych jest trudna,
poniewaz wiekszos¢ gatunkdw nie zostata

scharakteryzowana
£ :w:“g;; O Szacuje sie, ze w glebie wystepujg dziesigtki
§ W e typdw, setki rodzajéw i okoto 60 000 gatunkow
2 - P bakterii.
E B
. .o e

O Wsréd typow bakterii dominujg
Actinomycetota, Bacillota i Pseudomonadota

A [

ALW RNC

Zrodto: DOI10.1016/j.heliyon.2024.34336
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https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2024.e34336

Zageszczenie mikroorganizmow w glebie
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10 cm — naturalna warstwa mikrobiologiczna gleby zawiera 70% ogdlnej biomasy bakterii

Innowacyjne preparaty mikrobiologiczne




Ochrona 2ycia mikrobiologicznego a system bezorkowej uprawy
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W-wa 10 cm = biliard komoérek na m3

Zrédto https://www.nature.com/articles/s41467-019-13966-w#MOESM1
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Rozw®j bakterii w korzeniowej strefie roslin

strefa intensywnej dziatalnosci mikrobiologicznej i relacji miedzy rosling, glebg a mikroorganizmami

Total microbial abundance
(x10'" copies g scil or root)
®

L=IR S T =
I A

Bulk sacil Rhizosphere Endosphere

https://www.mdpi.com/2071-1050/15/19/14643
https://www.frontiersin.org/journals/microbiology/articles/10.3389/fmicb.2022.1078836/full
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Endofity oraz bakterie wolno zyjace
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Bakterie brodawkowe - symbioza z roslinami motylkowymi

Brodawki korzeniowe zawierajgce bakterie z
rodzaju Rhizobium produkujgce enzym nitrogenaze
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Udziat w obiegu azotu i innych pierwiastkéw
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azot atmosferyczny (N,)
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azotany (Ill)
(NO,)

Enzym nitrogenaza katalizuje reakcje redukcji azotu czqgsteczkowego do jondw amonowych

Innowacyjne preparaty mikrobiologiczne




Rola bakterii w tworzeniu struktury gleby

 Bakterie wytwarzajg
- polisacharydy lub glikoproteiny,
ktére pokrywajq powierzchnie
czqgstek piasku, mutu i gliny i
utatwiajq ich sklejanie w
stabilne mikroagregaty — w ten
sposob powstaje struktura
gruzetkowata gleby z
kanalikami, zapewniajgcymi
roSlinie doptyw tlenu i wody.

POWIETRZE
POWIETRZE DESZCZ

Gleba brylowata, O Biorqg udziat w rozktadzie materii
nadmiernie zageszczona organicznej i w tworzeniu
warstwy préchnicy

Gleba gruzetkowata

Zrodto: https:/[creativecommons.org/licenses/by-sa/3.0/.
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Korzysci z poprawy struktury gleby

0 Zmniejszone ryzyko erozji
0 Zmniejszone zaskorupienie powierzchni

0 Utatwiona penetracja korzeni i dostep do
sktadnikdw odzywczych

O Utatwione kietkowanie roslin

d Zwiekszona porowatos¢ i dostep do wody

0 Zwigkszona aktywnos¢ biologiczna gleby
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Rozktad szkodliwych substancji na zwigzki mniej szkodliwe
(detoksykacja i bioremediacja gleb)

Utlenianie lub redukcja
form nieorganicznych.

Czynniki wplywajace na tempo i kierunek
mikrobiologicznych transformacji
pestycydéw: typ gleby, temperatura, odczyn,

= = = = natlenienie, wilgotnos¢, toksycznos¢ i

I'ransformacje metali : S

cigzkich < struktura chemiczna pestycydu oraz ilos¢ i
jakos¢ mikroorganizmoéw obecnych w glebie.

Konwersja metali do form
organicznych lub odwrotna
przemiana form
organicznych w
nieorganiczne.

Mikrobiologiczny rozklad pestycydow
moze zachodzi¢ w wyniku:
. - reakcji enzymatycznych —

Rozklad pestycydow mikroorganizmy wykorzystuja pestycydy
jako zrodlo wegla, azotu i energii (szybki
rozktad) lub sa to przypadkowe transformacje
przy udziale poza komorkowych enzymow

Degradacja zloZonych (powolny rozktad)

zwiazkow Keii ni h- iku

et vrerorih - reakeji mee’nzymgtycznyc — W wyni

zmiany pH Srodowiska przez metabolity
QCE—VSZ?Z‘?'“C drobnoustrojéw lub poprzez produkowanie
SIroaowiska zZ - » . . =
Aty Produkcja zwigzkow, ktore wchodzq‘w interakcje z
specyficznych pestycydami.
enzymow

Zrédto: https://www.cdr.gov.pl/images/Radom/2019/12-07/2.pdf
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Wspomaganie wzrostu i rozwoju roslin

— " Q Fitohormony (hormony wzrostu, auksyny i
gibereliny

Q Siderofory (pozyskiwanie zelaza)
0O Osmoporotektanty (ochrona przed stresem)

0 Deaminaza ACC (redukcja poziomu etylenu,
wzrost toleranciji ro§lin na czynniki stresowe)

Zrédto: https://agrosonic.pl/blog
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Walka z patogenami roslin

Konkurencja o
sktadniki odzywcze i
przestrzen zyciowa

- Konkurencja z patogenami
0 miejsce receptorowe

Aktywacja systemu na roslinie
obronnego rosliny

'y
A g
/ =
=

4

Synteza kwasoéw
organicznych
i bakteriocyn

Zaburzenie cyklu
zyciowego patogendow

Wzmocnienie odpornosci
przeciwko chorobom

Zrédto: https://agrosiec.pl/baza-wiedzy/abc-rolnictwa/biorewolucja/
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Czynniki powodujace spadek liczby bakterii - odczyn pH gleby

Odczyn a ilos¢ bakterii &
WPLYW ODCZYNU NA LICZEBNOSC BAKTERII GLEBOWYCH
» pH 5,2
‘-, 7900 000 Odezyn gleby
bakterii wplywa zar6wno
pH 4,4 @ @ pH 7,0 na liczbe,
1500 000 14 900 000 jak 1 mase

bakterii bakterii poszczegblnych
% @ drobnoustrojéow.
113131006 630 Ml pasgn
bakterii przykiadem sg
pH bakterie.
@

WiekszoS¢€ bakterii nie przezywa w zbyt kwasnej glebie, ich liczba drastycznie
spada (nawet 10x), rozwigzaniem moze by¢é wapnowanie gleby przed
aplikacjq preparatdéw bakteryjnych.
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Czynniki powodujgce spadek liczby bakterii w glebie- Swiatto stoneczne

Two adjacent
thymine
residues

Thymine-thymine
dimer

" UV radiation l
from the sun

Zrédto: shutterstock

W spektrum promieniowania stonecznego jest promieniowanie ultrafioletowe
(UV), ktére oddziatywuje na DNA bakterii i prowadzi do utworzenia dimeroéw
tymidynowych powodujgcych peknigcia nici, zatrzymanie replikacji i w efekcie
Smierc komorki.
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Czynniki powodujgce spadek liczby bakterii w glebie- chlorowana woda

Efektywnos¢ dziatania wolnego chloru Cl, | dwutlenek chloru Cl0, na organizmy zywe O Chlor skutecznie eliminuje bakterie i Wirusy

wwodzle wptywajgc na ich przezywalnosé
100

"\ QO Chlor w wodzie tworzy kwas podchlorawy (HOCI) i
80 & 10ma jon podchlorynowy (OCI"), ktére sq

70 odpowiedzialne za jego wiasciwosci

&0 &, 30mgh dezynfekujgce.

i Q Jest uzywany do dezynfekcji wody wodociggowej,

ktéra jest wykorzystywana do rozpuszczania
sypkich preparatow bakteryjnych i przygotowania
oprysku

40

30

przezywalno$¢ organizméw w %

20

10

O Pozostawienie wody w otwartym opryskiwaczu na
kilka godzin spowoduje odparowanie chloru. Na
mniejsze objetosci filtry z weglem aktywnym

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300

czas dziatania w sekundach

0 Rozwiqgzaniem jest tez uzycie wody ze studni, albo
deszczowki
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Czynniki powodujgce spadek liczby bakterii w glebie- zwigzki miedzi

Plasma

Cell wall Membrane

Copper ions

0 Miedz (Cu 2+) wykazuje wiaéciwosci
bakteriobdjcze

1 Powoduje uszkodzenia bton

/—-\, ® f%f ® komorkowych
ﬂ & - 4 Wptywa na powstawanie wolnych
“ - ecenllf rodnikéw (ROS) w komérce i
) il uszkodzenia DNA
\/n : ‘.'\\P’?;’Aj:omm

O Nie nalezy stosowac€ preparatdw
bakteryjnych razem z innymi
zawierajgcymi zwiqzki miedzi

¥
g ’:
é s

Zrédto https://doi.org/10.1111/jam.1368I
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https://doi.org/10.1111/jam.13681

Czynniki powodujgce spadek liczby bakterii w glebie- pestycydy

O Akumulacja w glebie i w wodach, dtugotrwate

WSZYSTHO PLYNIE utrzymywanie sie, nawet przez kilkadziesigt Iat,

Zatrzymywanie pestycydow w glebie A A A
O Akumulacja w roslinach, ktére spozywamy i

negatywny wptyw na nasze zdrowie:
- zmiany nowotworowe
- choroby skérne, alergie
- choroby uktadu nerwowego, oddechowego, pokarmowego
- zaburzenia rownowagi hormonalnej
- spadek odpornosci.

d Dziatanie niespecyficznie, rbwniez na pozyteczne
: : : organizmy, prowadzqce do spadku liczebnosci
. : Przemieszczanie Pobieranie Degradacja !
o S0P bakterii, grzybow i dzdzownic
Zrédto: https://pl.boell.org/pl/2024/02/20/gleby-oddzialywanie-na-niewidoczny-ekosystem . . o .
d Zmiany klimatu - przedtuzajqce sie susze ze wzgledu
na ograniczone zatrzymywanie wody w glebach i
parowanie, bedgce skutkiem jatowosci gleb
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Czynniki powodujgce spadek liczby bakterii w glebie- pestycydy

W GRUNCIE RZECZY
Mediana liczby pozostatosci pestycydow w glebach rolnych w Europie z podziatem na wybrane
panstwa cztonkowskie, badanie z 2019 1.

&

M Gleby zawierajgce pozostatosci
Gleby bez oznaczonych ilosciowo
pozostatosci

[ Mediana liczby pozostatosci
w probkach gleb

Prawie 80 pozostatosci
pestycydéw znaleziono
w prébkach wierzchniej
warstwy gleby rolnej

w Europie. Pozostatosci
byly obecne w 83%
probek. Liczba probek
dla poszczegdinych
roslin uprawnych
roznita sie w zaleznosci
od kraju.

Zrédto: https://pl.boell.org/pl/2024/02/20/gleby-oddzialywanie-na-niewidoczny-ekosystem
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S ATLAS PESTYEYIO W 2024 / SiLvA ETAL

L Analizy gleb w Europie wykazaty, ze ponad

80% z 317 przebadanych gleb rolnych
zawierato pozostatosci pestycyddw (w
Polsce 100%!)

Nadmierne stosowanie pestycydow
doprowadzito do wymierania gatunkow i
zaburzenia rownowagi biologicznej gleby

Rownowage te nalezy przywrocic
ograniczajgc stosowanie pestycydow
albo stosujgc preparaty mikrobiologiczne
i uzupetniajgc glebe w bakterie i inne
pozyteczne organizmy.




Projekt Bacteriad4Health

T Uniwersytet A\ MO ES
NCER O . (=] N

NEW BIO
FORCE

Celem projektu jest opracowanie innowacyjnego preparatu zawierajgcego bakterie
glebowe tworzgce wysoce odporne na dziatanie czynnikdbw zewnetrznych endospory,
dzigki ktérym przezywajq w trudnych warunkach.

Preparat jest w kohcowej fazie testdw i na rynku powinien pojawic sie na poczqtku 2026
roku. Informacje pojawiqg sie na naszej stronie.

G Gdanski

www.bnf.edu.pl
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http://www.bnf.edu.pl/

Wyselekcjonowany szczep bakterii glebowych zdolny do tworzenia endospor

Chromosome
Core

Inner forespore
membrane

Cortex

Outer forespore
membrane

Basement layer
Inner coat
OQuter coat
Crust

ol
\ - McKenney, P., Driks, A. & Eichenberger, P. The Bacillus subtilis endospore:

* - / /.
.
assembly and functions of the multilayered coat. Nat Rev Microbiol 11, 33—

Zrédto: https://doi.org/10.1186/s12866-020-01737-3 44 (2013). https://doi.org/10.1038/nrmicro2921

Innowacyjne preparaty mikrobiologiczne

Endospory - specjalne struktury, w ktorych
materiat genetyczny bakterii jest
chroniony kilkoma warstwami oston, dzieki
czemu bakterie mogg przetrwac w takich
warunkach jak brak pozywienia, susza,
promieniowanie UV, kwasne pH gleby,
niskie i wysokie temperatury a takze w
obecnosci zwigzki chemiczne, jak chlor
oraz pestycydy.




Identyfikacja z wykorzystaniem najnowoczesniejszych metod
molekularnych

1. Crush of the sample 2. Dilution in growth medium

- 8 ’ Technika spektrometrii mas (MALDI-TOF)
g R

S m— Sekwencjonowanie 16S rRNA

!

4. Observation of the culture plates 3. Microbiological cultures

Fy R A\ SN
== .
@ 1-20 days
ooy —
25-37°C |
5. Isolation of microorganisms 6. Detection with Sanger sequencing
or Mass spectrometry

DNA Sampie

Zr6dto: doi: 10.3390/biomedicinesl1030827.
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Optymalizacja warunkéw hodowli

Bakterie hodujemy w kontrolowanych, sterylnych warunkach, w obecnosci najistotniejszych dla nich
suplementdéw wzrostu, pierwiastkow i zrodta wegla, dzieki czemu pozostajg w bardzo dobrej kondyciji
przez wiele miesiecy i sq zdolne do efektywnego namnazania si¢ w Srodowisku glebowym.
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WitasSciwosci potwierdzone wynikami badan naukowych

Identyfikacja gendw, ktoérych produkty odpowiadajq za poszczegdblne funkcje
w tym gendw enzymow uczestniczqgcych w obiegu pierwiastkdw: N, F

b
4 ¢ o \ VYNINRENTRY
s
] A T ln-c-srrams separate 1. Denaturing
DNA Sample Primers Nucleotides W

‘ U U’ l $5°C — Primers bind tampiate 2. Annealing

Tag polymerase  Mix Buffer  PCR Tube /

e s s S W e s s e o
l 72°C - Synthesise new strand 3. Extension

PCR Cycle

Thermal Cycler

https://facellitate.com/advantages-and-disadvantages-of-pcr-technology/

Innowacyjne preparaty biotechnologiczne




Witasciwosci potwierdzone wynikami badan naukowych

Wzrost plonu pszenicy ozimej RGT Bilanz Wzrost zawartosci biatka w ziarnie pszenicy
0 0,9 t/ha 026 %
T 10,45 c %]

- — Y
© 106 / 52 14 13,6 %
T 104 - kS
IS EE 12 - 1%

N 10,2 A B 1

> -IO _ O ¥ O -
O N ~ —

c < 5 2 8 -
¢S 98 - 5 £

¢ o 9,56 00 g .-
o 9,6 - 23

O =2

é 9.4 - g § 4 A
g 9,2 - o 4g 2
o 9 J 0 -

BNFOI1

saletra amonowa BNFO] SOIe:t;OOOim/%gOWO + saletra amonowa
300 kg/ha * so|§gg Sg”}ﬁgowo S 300 kg /ha
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Okresowa kontrola zywotnosci komérek w preparacie

Z wykorzystaniem metody seryjnych rozciehczenh celem okreslenia
liczby jednostek tworzgcych kolonie w 1 ml hodowli CFU/ml

Colony of (bacteria):
A cluster of cells (or clones) which
i arise from a single bacterium by
asexual reproduction
Sample to
1mi be counted

Dilution =
1mil 1ml 1

S S i =

1710 1/100 1710* 1710* 1710°% 1710°
10"y (109 (109 (10 (109 (109

Plate 1-ml samples

Vool e

s dis) plated, each colony
13 R AR that grows represents a
G oL single cell (or spore) in

.

v 159 17 2 ) the original sample
Too many colonies colonies colonies colonies colonies
to count
159 x 10° = 1.59 x 10%

Plate  Dilution Cells (colony- Colony count multiplied

count factor forming units) per by the dilution factor
milliliter of original
sample
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Nowatorski sposdb formulacji preparatu z wykorzystaniem kriokonserwaciji

Zalety - wysoka integralnos¢ bton komaorkowych

100 | A (®) © T ] sooss or,
90 1 o si
®» 80 E GSI P
E 70 Impact of Freezing and Freeze Drying on Lactobacillus
- 801 rhamnosus GG Survival: Mechanisms of Cell Damage and the
g 50 Role of Pre-Freezing Conditions and Cryoprotectants
E 40 Junvan Wang V39, Perig Wu '+, Sushil Dhital %, Aibing Yu? and Xiao Dong Chen ™
X2 30
20
10
o 4
100 |
a0 4
0 80
g o
- B0
g =
£ 40
= 30
20
10
o B!

)
X & &
Q‘e‘, '500 °¢b¢\
i ¢
@&
¥

Microbial Biotechnology (2018) 11(4), 721-733
doi:10.1111/1751-7915.13265

Pozytywny wptyw kriokonserwacji na integralnos¢ bton komadrkowych — mniejsze ryzyko pekniec i uszkodzen.
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Nowatorski sposdb formulacji preparatu z wykorzystaniem kriokonserwaciji

Zalety - wysoka przezywalnos¢ i aktywnosS¢€ bakterii

=40°C (fridge) =40°C (fridge)
=B0°C {2°Cimin} (b) =8B0°C {2°C/min)
Ligqued Nitrogen Ligued Mitrogen

—
Q
~—

]
=
1

Survival (%)
=0
|—|—'~|
|

Survival (%)
3

B
(o |
1
I
2
1

nlin

20 + 20 ’7_‘ ]7—|
0 o ﬂ‘mgﬂrﬂ;
ours | 48 hours 2hours | 48 hours 2hours | 48 hours 2hours | 48 hours
Water 0.01M PBS Water 0.01M PBS
Cryopreservation Freeze-drying

Kriokonserwacja pozytywnie wptywa na stabilnos¢, przezywalnosc¢ i aktywnos¢ bakterii w preparacie.
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Gtéwne zalety preparatu - podsumowanie

Odpornos¢ na -
niekorzystne Poprawa

warunki w struktury gleby | wysoka liczba i
glebie (gruzetkowata) aktywnos¢ ml
bakterii nawozenia
sztucznymi
nawozami

Innowacyjne preparaty biotechnologiczne




Mozliwos€ uzyskania doptat przy stosowaniu preparatéw mikrobiologicznych

Doptaty do Nawozowych Produktdow Biologicznych w ramach
ekoschematu ,Biologiczna uprawa” w wysokoséci 22,47 euro/ha

EKOSCHEMATY

Innowacyjne preparaty mikrobiologiczne




Dynamiczny rozwoj rynku preparatéw mikrobiologicznych dla rolnictwa

Wielkos¢ rynku w Prognozowana
2024 r. [USD] wielkos¢ rynku w

2033 r. [USD]

Swiat 10,6 mld 25,6 mld 9,79 %
Europa 678,9 min 2,12 mld 12,4 %*

* rynek wspierany przez inicjatywy takie jak Europejski Zielony tad i strategia ,,Od pola do stotu” oraz Wspélna Polityka Rolna (CAP)

Kluczowe rynki europejskie:
Niemcy (282 min USD), Francja (240 min USD), Wtochy (213 min USD) i Hiszpania (167,65 min USD)

Polska (rynek wschodzqcy) — roénie popularnosé tego typu preparatéw

https://www.imarcgroup.com/agricultural-microbial-market

Innowacyjne preparaty mikrobiologiczne




Mikrobiologiczne preparaty przysztosci — bakteriofagi

Bakteriofagi, wirusy ktére wybidrczo niszczqg szkodliwe i
chorobotwodrcze bakterie.

Mikroorganizmy te okre$§lane sq mianem naturalnych biopestycydow,
ktére nie majq negatywnego wptywu na zdrowie ludzi i Srodowisko.

Na Swiecie bakteriofagi sq juz stosowane w rolnictwie i weterynarii, a
ich rynek dynamicznie sie rozwija i moze osiggng¢€ warto$¢ nawet
okoto 160 min USD w 2031 roku.

W Polsce tego typu preparaty nie sq jeszcze obecne, prowadzone sq
jedynie badania i testy z ich uzyciem m.in. do zwalczania bakteryjnych
patogendw ziemniaka.

Innowacyjne preparaty mikrobiologiczne
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