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WYBRANE ASPEKTY WYKORZYSTANIA
ANTAGONISTYCZNYCH WEASCIWOSCI BAKTERII
DO ZWALCZANIA FUZARIOZY PSZENICY

SOME ASPECTS OF ANTAGONISTIC BACTERIA STRAINS APPLICATION
TO CONTROL OF WHEAT FUSARIOSIS

Abstrakt: Badano uzdolnienia pigciu szczepéw antagonistycznych bakterii (Ervinia herbicola 1D25, Erwinia
herbicola IIA1, Bacillus subtilis ID20, Nocardia sp.37C/IV i Streptomyces sp. SB/IV) do produkcji substancji typu
regulatoréw wzrostu roslin w zaleznosci od warunkéw hodowli. Bakterie te wyizolowane z ryzosfery zbdz
wykazywaty dzialanie antagonistyczne w stosunku do fitopatogennych grzybéw Fusarium culmorum i Fusarium
avenaceum. Aktywno$¢ biologiczna metabolitéw oceniono w tescie z salata, a wyodrgbnienie i wstepna
identyfikacj¢ metabolitéw typu regulatoréw wzrostu (auksyn i giberelin) przeprowadzono metoda TLC.
Stwierdzono, Ze testowane szczepy nie tylko ograniczaja porazenie roslin, ale i stymuluja ich wzrost. Najlepszy
efekt stymulacji wykazat szczep promieniowca Streptomyces sp. SB/IV. Wytwarzal on szereg metabolitow typu
auksyn (Rf 0,07+0,87) i giberelin (Rf 0,08+0,88) o réznych wartosciach Rf i r6znych barwach.

Stowa kluczowe: auksyny, gibereliny, Streptomyces, Fusarium avenaceum, Fusarium culmorum

W ochronie roélin przed fuzariozami wywotywanymi przez grzyby z rodzaju Fusarium
dominuja metody chemiczne. Jest to zwigzane z ich krétkim czasem dziatania, wysoka
skuteczno$cia stosowanych fungicydéw i wzgledna tatwoscia wykonania zabiegéw. Jednak
wzrost kosztow ich stosowania, skazenie srodowiska naturalnego, a takze czgste przypadki
uodparniania si¢ na nie fitopatogendw sprawiaja, ze wzrasta zainteresowanie biologicznymi
metodami ochrony ro$lin z wykorzystaniem saprofitycznych lub slabo patogennych
szczepOw bakterii i grzybow [1].

Antagonistyczne, w stosunku do fitopatogenéw - Fusarium avenaceum i Fusarium
culmorum, szczepy mikroorganizméw wyodrgbniono poprzez tréjstopniowa selekcje
obejmujaca sprawdzenie aktywnoS$ci substancji biologicznych, konkurencj¢ i fungistazg.
Dziatanie ostonowe na rosliny kontrolowano w tescie wegetacyjnym z siewkami pszenicy
w warunkach sztucznego zakazania gleby grzybami Fusarium avenaceum i Fusarium
culmorum. W tym kierunku przebadano okoto 450 szczepéw bakterii i grzybow
wyizolowanych z ryzosfery zbdz. Kilkanascie szczepéw antagonistycznych znosito
hamujace dziatanie fitopatogenéw na rozwdj siewek pszenicy, ale tylko szczepienie nasion
pszenicy zawiesinami izolatéw, takich jak: Erwinia herbicola 11A1, Erwinia herbicola 125,
Bacillus subtilis 1D20, Streptomyces 5B/4 1 Nocardia 37C/IV, chronito siewki pszenicy
przed infekcja, poprawialo wschody i stymulowalo rozwdj roélin [2]. Nasungto to
przypuszczenie, ze wlasnie te bakterie mogg by¢ producentami metabolitow typu
regulatorow wzrostu ro$lin, takich jak auksyny, gibereliny cytokininy, etylen i kwas
abscynowy [3, 4].

Na szczeg6lng role promieniowcédw z rodzaju Streptomyces w funkcjonowaniu
ekosysteméw zwrécily uwage Marcinkiewicz i Bis [5].
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Celem przedstawianej pracy bylo przebadanie antagonistycznych szczepéw bakterii
Erwinia herbicola IA1, Erwinia herbicola 125, Bacillus subtilis 1D20, Streptomyces sp.
SB/IV i Nocardia sp. 37C/1V, znoszacych hamujace dzialanie Fusarium avenaceum
i F. culmorum na infekcj¢ siewek pszenicy, w kierunku wytwarzania substancji typu
regulatoréw wzrostu roslin.

Material i metodyka badan

Materiat badawczy stanowitly wyselekcjonowane antagonistyczne w stosunku do
Fusarium avenaceum i F. culmorum trzy szczepy bakterii wtasciwych (Erwinia herbicola
IIA1, Erwinia herbicola 125, Bacillus subtilis 1D20) i dwa szczepy promieniowcow
(Streptomyces sp. SB/IV i Nocardia sp. 37C/IV).

Do kontroli aktywno$ci biologicznej metabolitow testowanych mikroorganizméw
zastosowano podtoza, na jakich wyodrebniano je z ryzosfery zbéz: do hodowli bakterii
wlasciwych podloze DDG z ekstraktem drozdzowym, a promieniowcéw podloze
Williams-Doviesa [6].

Podtoza szczepiono standaryzowanym inoculum o { = 2 przy dtugosci fali A = 520 nm
iinkubowano w temperaturze 28°C przez 9 déb. Nastgpnie hodowle odwirowywano
i korygowano pH ptynéw pohodowlanych do pH wody destylowanej. Aktywnos¢
biologiczng  kolejnych  dziesigciokrotnych — rozcienczen (10°+107)  metabolitéw
wytworzonych przez testowane szczepy bakterii oceniano metodg reakcji wzrostowej
siewek sataty (Lactuca sativa) wg Sobieszczanskiego [7, 8]. Kontrolg stanowita sterylna
woda destylowana jako zwigzek obojetny dla roslin. Oznaczenie wykonano w czterech
powtdrzeniach.

Wybrane szczepy bakterii, wykazujace najwicksza stymulacj¢ wzrostu siewek sataty,
hodowano w podtozach, jak podano wczesniej. Oceniano wptyw warunkéw hodowli na
produkcje auksyn i giberelin, dawki tryptofanu (200 i 500 mg-dm™) jako prekursora
auksyn, dawki inoculum (2 i 5 cm®) i odczynu podioza (pH 6,0 i 7,2+7,4). Wyodrebnienie
i wstepna identyfikacje metabolitéw typu regulatoréw wzrostu roslin, z ptynéw
pohodowlanych najaktywniejszych szczepéw, przeprowadzono metoda chromatografii
cienkowarstwowej, TLC. Substancje typu regulatoréw wzrostu ekstrahowano octanem
etylu (2 x 50 cm3) z 9-dobowych hodowli, odwadniano i zageszczano (1 cm3),
a nastepnie nanoszono (40 pl; 1 pl = 1 mm®) na ptytki chromatograficzne DC Fertigplatten
Kieselgel 60 Fpsy. Na ptytki nanoszono wzorce (40 pl): auksyn - TAA (kwas
indolilo-3-octowy), IPA (kwas indolilo-3-propionowy), IAN (3-indoliloacetonitryl)
i giberelin - GA; (kwas giberelinowy). Metabolity byly rozdzielane z uzyciem uktadéw
rozwijajacych: auksyny - chloroform:octan etylu:kwas octowy lodowaty (70:40:5);
gibereliny - benzen:butanol:kwas octowy lodowaty (80:25:5). Ptytki chromatograficzne
wywolano z zastosowaniem testu Ehrlicha dla auksyn i testu fluorescencyjnego (UV,
A =254 nm) dla giberelin.

Wyniki i dyskusja

Testowane szczepy bakterii wtasciwych (Erwinia herbicola 11A1, Erwinia herbicola
125, Bacillus subtilis 1D20) i promieniowcow (Streptomyces sp. SB/IV i Nocardia sp.
37C/1V) nie tylko ograniczaly porazenie siewek pszenicy, ale i stymulowaty ich wzrost [2].
Takie dziatanie moze by¢ zwiazane z produkcja specyficznych metabolitéw, do ktérych
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nalezg auksyny i gibereliny - zwigzki o duzej aktywnosci fizjologicznej wptywajacej na
wzrost i rozwdj ro$lin [3, 9].

Aktywnos$¢ biologiczng metabolitéw oceniano reakcja wzrostowa siewek sataty,
a ich wyodrebnienie i rozdzial przeprowadzono metoda TLC.

Metabolity produkowane przez testowane szczepy réznie oddzialywaly na wzrost
siewek sataty. Stwierdzono, ze jedynie metabolity produkowane przez Streptomyces sp.
5B/IV istotnie stymulowaty wzrost hypokotylu w granicach 18+25%, ale hamowaty wzrost
korzeni sataty (18+50%), przy czym efekt ten malal wraz ze wzrostem rozcienczenia
metabolitéw. Natomiast metabolity pozostatych testowanych szczepéw niezaleznie od
rozcienczenia (w poréwnaniu do kontroli) hamowaty wzrost hypokotylu sataty, a tylko
w najwigkszych rozcienczeniach stymulowaty rozwdj korzeni (rys. 1).

Wyniki uzyskane dla siewek sataty wykazaty, ze metabolity wytworzone przez badane
szczepy charakteryzowaty sie rézng aktywno$cig: hamowaty lub stymulowaly wzrost
siewek salaty. Zjawisko to sugeruje, ze sg to rézne zwigzki. Starano si¢ przynajmniej
czesciowo zidentyfikowac zwigzki stymulujace rozwdj roélin jako jednego z czynnikow
antagonistycznego oddziatywania z fitopatogennymi grzybami Fusarium avenaceum
i Fusarium culmorum.

Streptomyces Nocardia Bacilus Erwinia Erwinia
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Rys. 1. Reakcja [%] siewek sataty na obecno$¢ metabolitow wytworzonych w podlozach hodowlanych przez
testowane szczepy bakterii i promieniowcéw

Fig. 1. Response of lettuce seedlings on the presence of metabolites synthesis by tested bacteria and
actinomycetes on medium [%]

Z przeprowadzonego rozdziatu chromatograficznego wynika, ze niezaleznie od dawki
inoculum szczep Streptomyces sp. SB/IV wytwarzal zaré6wno metabolity typu auksyn
(R¢ 0,07+0,61), jak i giberelin (0,08+0,88) o r6znych wartos$ciach R; i ré6znych barwach
(rys. rys. 21 3).
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Dziatanie substancji typu regulatorow wzrostu roslin w zaleznosci od ich stgzenia
moze stymulowaé lub hamowa¢ wzrost ro$lin [10]. Dobierajac odpowiedni sktad podtoza

i warunki hodowli, mozna sterowa¢ produkcja substancji biologicznie aktywnych przez
szczepy mikroorganizméw antagonistycznych [3, 11, 12].
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Uktad rozwijajacy - benzen:butanol:kwas octowy lodowaty (80:25:5)
Test wywotujacy: Ehrlicha
K - kontrola; P - podtoze; T - tryptofan; Sz - szczep Streptomyces sp. SB/IV; GAs - kwas giberelinowy.

Rys. 2. Chromatogram zaggszczonego ekstraktu octanowego z ptynéw pohodowlanych szczepu promieniowca
Streptomyces sp. SB/IV - gibereliny

Fig. 2. Chromatogram of condense extracts from postliquid cultures Streptomyces sp. SB/IV strain - gibberellin

Na podstawie poréwnania z zastosowanymi wzorcami wykryto IPA (kwas
indolilo-3-propionowy). Natomiast w przypadku IAA (kwasu indolilo-3-octowego) co
prawda uzyskano metabolity o warto§ciach Ry zblizonych do wzorca, ale o innej barwie.
Nie stwierdzono wéréd metabolitow substancji zgodnych z wzorcami, takimi jak: TAN
(3-indoliloacetonitryl) czy GA; (kwas giberelinowy) (rys. 3).

Uzyskane wyniki sugeruja, ze antagonistyczne szczepy nie tylko wykazuja dziatanie
ochronne na ro§liny przed infekcja grzybami z rodzaju Fusarium, ale moga réwniez

stymulowaé wzrost roslin, co w przypadku szczepu Streptomyces sp. SB/IV jest zwigzane
z produkcjg substancji auksyno- i giberelinopodobnych.
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Uktad rozwijajacy - chloroform:octan etylu:kwas octowy lodowaty (70:40:5)
Test wywotujacy: fluorescencyjny
K - kontrola; P - podloze; T - tryptofan; Sz - szczep Streptomyces sp. SB/IV; IAA - kwas indolilo-3-octowy;
IPA - kwas indolilo-3-propionowy; IAN - 3-indoliloacetonitryl

Rys. 3. Chromatogram zaggszczonego ekstraktu octanowego z ptynu pohodowlanego szczepu promieniowca

Streptomyces sp. SB/IV - auksyny

Fig. 3. Chromatogram of condense extracts from postliquid cultures Streptomyces sp. SB/IV strain - auxins

Reasumujagc mozna uznaé, ze

istnieja podstawy do wykorzystania

szczepu

promieniowca Streptomyces sp. SB/IV w biologicznej ochronie przed fitopatogennymi

grzybami z rodzaju Fusarium.

‘Whioski

1. Uzyskane wyniki sugeruja, Zze antagonistyczne szczepy nie tylko wykazujg dziatanie
ochronne na ro$liny przed infekcjg grzybami z rodzaju Fusarium, ale mogg réwniez
stymulowaé wzrost roslin, co w przypadku szczepu Streptomyces sp. SB/IV moze by¢
zwigzane z produkcjg substancji auksyno- i giberelinopodobnych.

2. Z przeprowadzonego rozdziatu chromatograficznego wynika, Ze niezaleznie od dawki
inoculum szczep Streptomyces sp. SB/IV wytwarzat zaréwno metabolity typu auksyn
Ry 0,07+0,61), jak i giberelin (0,08+0,88) o réznych wartosciach Ry i réznych

barwach.
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SOME ASPECTS OF ANTAGONISTIC BACTERIA STRAINS APPLICATION

TO CONTROL WHEAT FUSARIOSIS

Independent Chair of Biotechnology and Molecular Biology, University of Opole

Abstract: The abilities of five bacteria strains (Erwinia herbicola 1D25, Erwinia herbicola IA1, Bacillus subtilis
1D20, Nocardia sp. 37C/IV and Streptomyces sp. SB/IV) to produce plant growth regulators according to the
medium and methods of cultivation were examined. These bacteria isolated from cereals rhizospheres were
antagonistic to phytopathogenic fungi: Fusarium culmorum and Fusarium avenaceum. The biological activity of
the microbial metabolites was determined using lettuce seedlings bioassay and the identification of metabolites
was achieved using TLC. The most active was strain stimulated the growth of lettuce - Streptomyces SB/IV. It was
shown that strains Streptomyces 5B/IV produced auxin (R; 0.07+0.61) and gibberellin - like substances
(R¢ 0.08+0.88). Among these metabolites was detected 3-indole propionic acid (IPA).

Keywords: auxin, gibberellin, Fusarium culmorum, Fusarium avenaceum, Streptomyces sp.



