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Matgorzata NABRDALIK! i Ewa MOLISZEWSKA

WYKORZYSTANIE ANTAGONISTYCZNYCH WLA SCIWO SCI
Bacillus subtilis WOBEC Rhizoctonia solani

APPLICATION OF ANTAGONISTIC PROPERTIES OF Bacillussubtilis
AGAINST Rhizoctonia solani

Abstrakt: Celem bada byta ocena antagonistycznych vdavosci, wyizolowanego z ryzosfery korzenia buraka
cukrowego, szczepBacillus subtilis EM1 wobec Rhizoctonia solanilD105. Aktywna¢ przeciwgrzybow
okreslono w badaniachn vitro na podstawie zahamowania wzrostu grzybni patogeam w déwiadczeniu
wazonowym, w ktérym okgono wplyw B. subtilisEM1 na wzrost rélin porazonych tym patogenem. W pracy
okreslono zdolnd¢ bakterii B. subtilis EM1 do biosyntezy kwasu indolilo-3-octowego (IAA)a podstawie
przeprowadzonych bafistwierdzonoze testowany szczep zahamowuje w 85,0% wzrost gifitopatogenu,
jednak nie ogranicza jego wplywu na wzrost i perae ralin. B. subtilisSEM1 wykazuje zdolng do biosyntezy
IAA. Najwicksze sgzenie 67,6 pg/crAA stwierdzono po 7 dniach inkubacji szczepu warimci 2000 pg/cr
L-tryptofanu. Badany szczep stymulowat wzrost sieWweraka cukrowego.

Stowa kluczowe:Bacillus subtilis Rhizoctonia solaniaktywna¢ przeciwgrzybowa, auksyny

Wprowadzenie

Bakterie ryzosferowe promage wzrost rélin (PGRP - plant growth-promoting
rhizobacteria) staly sg wanym narzdziem w integrowanej ochronie stm po
wprowadzeniul stycznia 2014 r. dyrektywy 2009/128/WE [1]. Zg@drz ogolnymi
zasadami integrowanej ochronyslin, okreslonymi w zahczniku 11l do ww. dyrektywy
[1], nad chemiczne metody zwalczania organizméwodiwych przedkiada nalezy
miedzy innymi metody biologiczne, 4eli zapewniaj one ochros przed organizmami
szkodliwymi [1]. Do PGRP zaliczamy zaréwno wolagjace bakterie glebowe bytige
w strefie korzeniowej, jak i bakterie endofityczmasiedlajce powierzchniowe tkanki
korzeni, ale niewywotace objawdéw chorobowych u §iin. Ich pozytywne dziatanie na
rosliny mozna podziek na bezpérednie oraz paednie. Stymulacja bezpednia
zwigzana jest z produkgj fitohormonéw (auksyn, cytokin, giberelin), zdodon
kontrolowania poziomu jondwelaza dzjki produkcji sideroforow, wytwarzaniem kwasow
organicznych oraz obieniem produkcji etylenu negatywnie wplyweggo na rozwdgj
roslin. Stymulacja pérednia wzrostu rédin dotyczy proceséw zwranych z ochranprzed
patogenami. Mechanizmy wykorzystywane w ochronigegr fitopatogenami to na
przyktad: indukcja odporrigi systemicznej, produkcja antybiotykéw, egzopdisrydow
i enzymow litycznych, synteza metabolitow przecimydgrowych, wytwarzanie zwzkow
lotnych oraz konkurencja o niszekologiczm [2-6]. Jako bakterie ryzosferowe
ograniczajce choroby rélin wymienia s¢ najczsciej niepatogeniczne szczepy nalee do
rodzaju Bacillus oraz Pseudomonag4-6]. Bakterie te wykorzystywano w zwalczaniu
fitopatogennych szczepowusarium oxysporuni7-10], F. solani [8, 10], Alternaria
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alternata [8], Colletotrichum falcatuni11], C. camelliae[8], C. gloeosporioided8, 9],
Pestalotiopsis eugeniag[9], Phytophthora capsici [9], Sclerotinia sclerotiorum
[8, 10], Sclerospora graminicola[5, 12], Verticillium sp. [13] oraz Rhizoctonia
solani[8-10, 14, 15].

Rhizoctonia solani(Kilhn) jest wanym patogenem buraka cukrowego, powoduje
szereg uszkodhe w tym zgorzel siewek i gnicie korzeni oki@ne jako rizoktoniozy.
Klasyfikacja patogenu oparta jest na przypatéci do grup anastomozowych
(AG - Anastomosis Group) od AG 1 do AG 13 i AG Ripre utworzono na podstawie
zdolndici taczenia sj strzpek grzybni. Za najbardziej patogeniczne w stosuhdiburaka
cukrowego uznaje siszczepy nateice do grup anastomozowych AG 2 i AG 4. Pierwsza
z nich powoduje najeZciej gnicie korzeni, druga zazwyczaj przyczynia do zgorzeli
siewek [16, 17]. Ze wzgtu na to, 2 Polska zajmuje 6 miejsce swiecie i 3 miejsce
w Europie w produkcji buraka cukrowego, ochronandaji przed tym patogenem jest
niezmiernie wana [18].

Brak mazliwosci chemicznej ochrony buraka przBd solanisktania do poszukiwania
alternatywnych metod, jak na przyktad zastosowanilgoorganizmoéw o diej aktywndci
metabolicznej. Celem pogych bada byta ocena antagonistycznych wdavosci,
wyizolowanego z ryzosfery korzenia buraka cukroweggrzepuB. subtilisEM1 wobec
R. solani ID105. Aktywna¢ przeciwgrzybow analizowanego szczepu okieno na
podstawie: zdolni do zahamowania wzrostu grzybni patogenu, zdweindo ochrony
siewek buraka cukrowego przed tym patogenem oradnadi do biosyntezy kwasu
indolilo-3-octowego.

Materiat i metody
Materiat biologiczny

W badaniach zyto szczepB. subtilisEM1 wyizolowanego, w trakcie wcagiejszych
bada, z ryzosfery buraka cukroweg@dta vulgari}. Bakterie byly przechowywane
w chtodni na skosach agarowych, a berednio przed dawiadczeniem inkubowano je
w bulionie odywczym.R. solanilD 105 pochodzit z kolekcji grzybow rodzaRhizoctonia
zgromadzonej w Uniwersytecie Opolskim. Zostal widxeany z korzeni buraka
cukrowego [19]. Przechowywany byt na skosie PDA Wwodni, przed wyciem
w daswiadczeniu inkubowano go na pavce PDA. Izolat ten zostat we wezgejszych
badaniach zakwalifikowany do grupy anastomozow@]IB. Jest to grupa skupiga
patogeny m.in. korzeni buraka cukrowego. Wwiadczeniu @yto otoczkowanych nasion
buraka cukrowego odmiany Janosik (KHBC).

Metoda hodowlano-ptytkowa

W daswiadczeniu okrédono antagonistyczne wdeiwosci ryzosferowego szczepu
B. subtilis EM1 wobec fitopatogenicznego szczepu solani ID105 AG 2-2 lIB.
W hodowlach testowych na pode PDA wprowadzono supernatanty 48-godzinnych
hodowli B. subtilis EM1, a nasfpnie podiga zaszczepiono ktkami podiza PDA
o srednicy 8 mm przemictymi 7-dniowg kulturg R. solanilD105. Kontrok stanowity
hodowle R. solanj ktére zamiast supernatantu zawieraty sterylnetqiedbulionowe.
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Wszystkie hodowle ptytkowe prowadzono w temperauP?2°C, dokonuic codziennie
pomiaru $rednicy kultury do czasu, gdy w kombinacji kontmgjlrgrzybnia dorosta do
brzegéw plytki. Wszystkie oznaczenia przeprowadzen® powtérzeniach, przyjmag za
powtdrzenie jedpszalle z podiazem z jednym kyzkiem grzybni.

Po zakaéczeniu hodowli wykonano preparaty mikroskopowe i kaltano
charakterystyki morfologiczneR. solani ID105 - pomiarusrednicy strzpek [um] oraz
oceny obecrizi komérek monilioidalnych.

Na podstawie uzyskanych wynikow wyznaczowspotczynnik inhibicji/stymulaciji
wzrostu liniowego grzybi

K—-B
I = T -100%
gdzie:K - $rednica kolonii grzyba w kontroli [mmB - srednica kolonii grzyba w prébie
badanej [mm].
Wplyw badanego szczepu EM1 na dynagnikzrostR. solanilD105 okrdlono na
podstawiendeksu tempa wzros{irw), wyliczonego wedtug wzoru [20]:
A W S
"D d, d, d,
gdzie: A - érednia z pomiaréwsrednicy kolonii grzyba [mm],D - czas trwania
doswiadczenia [dni],b; ... I - przyrostsrednicy kolonii [mm],d; ... d, - liczba dni od
ostatniego pomiaru.

Doswiadczenie wazonowe

W warunkach déwiadczenia wazonowego analizowano wptyw szcz&pusubtilis
EM1 na wzrost buraka cukrowego w wazonach z paiio zainfekowanym
i niezainfekowanymR. solaniID105. W badaniach jako podie wykorzystano glep
ogrodowy, glele pochodaca z pola uprawnego (piasek gliniasty) oraz perlitwigszane
w proporcjach 2 : 1 : 0,5. W wazonach o pojesencs00 cni wysiano po 10 sztuk
otoczkowanych nasion buraka cukrowego.$Wiadczenie prowadzono w warunkach
laboratoryjnych, w temperaturze 22°C, z zastosogmanisztucznego swietlenia typu
Fluora przy 12-godzinnym fotoperiodzie. Wazony moegino wod wodochgows tak, aby
gleba byta stale wilgotna. W trakcie trwaniasd@dczenia z wazondw sukcesywnie
usuwano réliny chore i zamierajce. Po 6 tygodniach usgtd najstabsze #iny,
pozostawiajc w wazonach po 6 najlepiej rozwgtych sztuk, wtedy do gleby
wprowadzono po 5 chrdwudniowych hodowlB. subtilisEM1 inkubowanych w bulionie
odzywczym. Po tygodniu od inokulacji bakteriami doe&d wazonéw wprowadzono
dodatkowo po 5 cfinokulumR. solanilD105, pochodzcego z 3-tygodniowej hodowli na
pozywce piaskowo-kukurydzianej.

Stopier porazenia siewek i/lub mtodych £bn buraka okrélono w skali 4-stopniowej,
w ktérej: 0 oznacza brak objawéw chorobowych, 1abs objawy porzenia (pojedyncze,
drobne plamy), 2 - silne objawy paemia (50% lub wicej powierzchni korzenia olip
nekroa), 3 - rdglina zamarta z catkowicie zniszczonym korzeniem|[1¢a tej podstawie
wyliczono procent potanych rglin, a nasgpnie obliczondndeks poraenia korzen{IPK)
wedtug wzoru Townsenda i Heubergera [21]:
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M(n -a)-100%

v-N
gdzie:n - liczba ralin w danym stopniu potgnia,a - stopieéx porazenia,Vv - najwyzszy
stopier skali, N - catkowita liczba badanychdlin.

Dla rcslin niewykazupcych objawéw chorobowych, ocenionych w skali perda
jako 0, zmierzono dlugd korzenia i léci, okrelono swiezg i suchy mag. Wyniki
przeliczono na pojedyngzosling.

IPK =

Biosynteza kwasu indolilo-3-octowe@i8A)

Oceniono zdoIng B. subtilisSEM1 do biosyntezy kwasu indolilo-3-octowego metod
kolorymetryczim. Metoda oparta jest na reakcji pedry odczynnikiem Salkowskiego
a |IAA i pomiarze intensywniei zmiany koloru spektrofotometrycznie przy dhdgofali
530 nm [22].

SzczepB. subtilis BM1 hodowano w poywce LB (Laurin Broth) bez L-tryptofanu
oraz w paywce LB z dodatkiem aminokwasu westniach 500, 1000, 2000 pg/tm
i inkubowano w temperaturze 30°C przez 168 godBim.inkubacji paywke wirowano
przez 20 minut przy 10 000 obrotéw na minut temperaturze 10°C. Naphie do 1 cm
supernatantu dodano 2 €mdczynnika Salkowskiego i po 30 minutach przecheania
w ciemndci okreslono ilos¢ wytworzonego IAA [ug/crli. Oznaczenia przeprowadzono
w 3 powtdrzeniach co 24 godziny.

W celu okrélenia potencjatu przeciwgrzybowego szczepusubtilis EM1 wyniki
biosyntezy IAA poréwnano z wynikami uzyskanymi wkitth samych warunkach
doswiadczenia dla szczepB. subtilisQST713, zastosowanego jako szczep referencyjny.
Szczep ten wyizolowano z preparatu Serenade ASQe(Ba biologicznegosrodka
ochrony rdlin przed grzybami.

Analiza statystyczna

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznejam@a jednoczynnikowej analizy
wariancji (ANOVA) z wyciem testu Tukeya, przyjmig wyniki za istotne statystycznie na
poziomiep < 0,05.

Wyniki i ich omowienie

Przeprowadzone badania vitro pozwolity okreli¢ bezpdredni wptyw B. subtilis
EM1 na dynamik wzrostu grzybniR. solanilD105 (tab. 1). Wprowadzenie do pogio
metabolitowB. subtilisEM1 skutkowato zahamowaniem wzrostu grzybni o 85i@&mpa
jej wzrost o ponad 91,0% w stosunku do préby kdnéjo Dziennysredni przyrost grzybni
w prébie kontrolnej wynosit 8,20 mm, a w obeétiametabolitowB. subtilisEM1 juz tylko
0,55 mm. Znacznie wkszym tempem wzrostu charakteryzowa siczepR. solani,
analizowany przez Elkahoui i in. [23], dla ktéredgienny przyrost grzybni wynosit okoto
10,0 mm w probie kontrolnej i 3,50 mm w obegrioB. subtilis. Autorzy uzyskali
zahamowania wzrostu grzybni jedynie na poziomieO%4, Hernandez i in. [24]

w badaniachin vitro z wykorzystaniem szczepé®acillus spp. uzyskali zahamowanie
grzybniR. solaniw granicach od 29,4 do 40,4%. Zghe wartéci dla r&nych szczepow
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B. subtilisotrzymali Imran i in. [25]. Natomiast, znacznie #8ge wartéci, porébwnywalne
z wynikami bada wtasnych, zaprezentowali Kai i in. [26]. Wahyudi im. [27]
u 75,0% analizowanych ryzosferowych szczef®awillus spp. stwierdzili antagonistyczne
wiasciwosci wobecR. solanj ktére powjzali ze zdolnécia do produkcji sideroforow.

Tak dwe rozbignosci w uzyskanych wynikach gs efektem ranych warunkéw
prowadzenia prezentowanych sadadczeé in vitro, takich jak: rodzaj podi@, rodzaj
i pochodzenie szczepow, warunki hodowli. Jednak ajgdse, iz szczepy, ktére dziakaj
jedynie fungistatycznie i powodyjzahamowanie wzrostu grzybni mniejzniv 80,0%,
naley uzn& za szczepy o stabych wkwosciach antagonistycznych wobec
fitopatogendéw rodzajuRhizoctonia W badaniach wiasnych, pomimo zngmgo
ograniczenia wzrostiR. solanilD105 przez testowane bakterie, zaobserwowanonistot
zwigkszeniesrednicy strzpek grzybni o 1,11 pm w poréwnaniu do grzybni kolntej
i wczesniejsze wytworzenie komdérek monilioidalnych. Komidtke, kczac sk, tworzy
twarde grubécienne struktury zwane sklerocjami, gkdiktorym grzybnia mee przetrwé
niekorzystne warunkisrodowiska. W optymalnych warunkacfrodowiska sklerocja
kietkuja ponownie w intensywnie rozwijga sie grzybne. Wowczas najbardziej namene
na infekcje g mtode, wolno rosgte raliny. Badany szczep. subtilisEM1 nie powoduje
uszkodzenia komorek patogenu, zatem przy braku jegdabolitow w srodowisku
R. solanimoze z powodzeniem infekowasiewki buraka cukrowego.

Tabela 1
Whplyw in vitro B. subtiliSEM1 na wzrost grzybriR. solanilD105

Table 1
The influence oB. subtilisEM1 on mycelial growth oR. solanilD105

Srednica strzepek | Obecndsé¢ komorek | . Wspc_;}czynmk Indeks tempa
Préba [um] monilioidalnych inhibicji wzrostu wzrostu [-]
grzybni [%]
$rednia | +SD’ $rednia | +SD” | érednia | +SD’
Kontrola
R. solaniD105 6,92 0,90 + 0,00 0,00 92,56 0,21
B. subtilisEM1
+ R. solanilD105 8.0 20 * 85,0 L5 80 1.6

* odchylenie standardowestandard deviation

Powyzsze stwierdzenie potwierdza przeprowadzoneswimiczenie wazonowe,
w ktorym oceniono wptywB. subtilis EM1 na wzrost réin nieinokulowanych
i inokulowanychR. solanilD105 (tab. 2). W prébie kontrolnej, bez inokuluBn subtilis
EM1 i R. solani ID105, nie stwierdzono #tin porazonych. Wzbogacenie gleby
w inokulum badanych szczepow skutkowalo wypsniem poraenia. W obecrii
R. solanilD105 dominowaty réliny z catkowicie zamartym korzeniem, a niewielkisetek
stanowily rdliny zdrowe. W przypadku wazonéw inokulowanych kudtmi B. subtilis
EM1 odsetek potanych ralin wynosit nieco ponad 18,0%, a wynikato to z ob@ci
pojedynczych rélin porazonych i ocenionych wg skali na 1. Rice pomegdzy
wartasciami IPK oraz ilccig porazonych rdlin w stosunku do kontroli nie byty istotne
statystycznie. Natomiast w wazonach, do ktérychomadzono zaréwn®. subtilisEM1,
jak i R. solanilD105, nie stwierdzono &tin zdrowych. Dominowaly rdiny zainfekowane



236 Malgorzata Nabrdalik i Ewa Moliszewska

w skali 2 oraz 3. $t w tabeli 3 brak dla tych prob wynikéw takich paetrow, jak:
dhugas¢ korzenia i lici orazswieza i sucha masa. Parametry te ékaeo tylko dla rdlin
bez objawdéw chorobowych (tab. 3). Nalepodkrli¢, iz wykorzystany w déwiadczeniu
szczepR. solanilD105 nie miat istothnego wptywu na rozwdj korzeaiaz lsci zdrowo
wygladajgcych raliny. Natomiast w przypadku oddziatywania na miadéliny buraka

B. subtilisEM1 wptyw ten byt widoczny w przypadku korzeni, ktdbyly dhesze o 26,0%

w stosunku do r@din kontrolnych (ré@nica istotna statystycznie) i o 15,8% w stosunku
roslin pochodacych z wazonéw z glebwzbogacoa o inokulumR. solanilD105 (r&nica
nieistotna statystyczne).

Tabela 2
Woptyw B. subtilisEM1 na poraenie buraka cukrowego
Table 2
The influence oB. subtilisEM1 of sugar beet infection
Préba Indeks porazenia korzeni [%] llo §¢ porazonych rosliny [%]
$rednia +SD” $rednia +SD’
Kontrola 0,00 a 0,00 0,00 a 0,00
R. solanilD105 62 b 15 84b 11
B. subtilisEM1 6,0a 4,8 18a 14
B. subtilisEM1
+ R. solanilD105 82c 1 100b 0.00
" odchylenie standardowestandard deviation
Srednie wartéci oznaczonegtsam litera w kolumnach nie rinia sie istotnie przyp < 0,05
Mean values with the same letter in the colummatesignificantly different gp < 0.05
Tabela 3
Whplyw B. subtilisEM1 na wzrost buraka cukrowego
Table 3
The influence oB. subtilisEM1 on sugar beet plants growth
Diugosé korzenia Diugosé liscia Swieza masa Sucha masa
Préba [cm] [cm] 9 [9
srednia | +SD” [ érednia | +SD” | érednia | +SD" | $rednia | +SD’
Kontrola 9,0a 2,0 174a 4,1 5,85a 0,35 0,64a 330,
R. solanilD105 9,8 ab 2,5 16,0 a 15 4,28 & 0,20 0,46b 30,2
B. subtilisEM1 11,4b 2,4 185a 3.9 6,14 g 0,28 0,49 cb 0,p4

B. subtilisEM1
+R. solaniD105 0,00 c 0,00 0,00 b 0,00 0,00 K 0,00 0,00|d 0,00
" odchylenie standardowestandard deviation
Srednie wartéci oznaczonegtsamy litera w kolumnach nie rénia si¢ istotnie przyp < 0,05
Mean values with the same letter in the colummatssignificantly different gp < 0.05

Aktywnos¢ przeciwgrzybowaB. subtilis wynikata zaréwno z indywidualnych cech
szczepu antagonistycznego, jak i cech patogenwi®dizap to badania Kiewnick i in.
[16], ktérzy wykorzystali znacznie mniej wirulentrszczepR. solanj nalezgcy takze do
grupy anastomozowej AG 2-2. Procent poraych siewek buraka cukrowego w probie
kontrolnej wynosit w tym przypadku jedynie 27,3%indeks poraenia 2,81%. Natomiast
iloé¢ porazonych rdlin po zastosowaniu sgeiu szczepowBacillus spp., wobec takiego
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mato wirulentnego patogenu, wynosita jtylko od 13,5 do 20,9%. Z kolei Moliszewska
[28] ilos¢ poraonych rdlin buraka cukrowego w prébachBz subtilisi R. solaniokreslita
na poziomie 50,0%, pomimo braku inhibicji wzrostaygpni w déwiadczeniun vitro.

Wobec powyszych ustale® nasuwa s kolejny wniosek, 4 aktywna¢
przeciwgrzybowa bakterii rodzajBacillus jest zwhzana z ich zdolrieia do produkcji
substancji aktywnych biologiczne uwalnianych w dloeych warunkachrodowiska. Do
takich zwizkéw nalea miedzy innymi antybiotyki peptydowe. Mma tu wymient
przeciwgrzybicze peptydy cykliczne nzdee do grupy ituryn: mykosubtilina,
bacillomycyna surfaktyna, fungistatyna, subsporyna oraz peptyidiowe, takie jak
rhizoktycyna [24]. RodzaBacillus produkuje réwnig¢ szereg innych metabolitow, w tym
enzymy rozktadajce scian; komorkows, czy te zwiazki lotne wspomagage mechanizmy
odporndci roslin, np. fitohormony z grupy auksyn [16, 29].

Kolejna cz$¢ bada dotyczyta oceny zdoldei B. subtilisEM1 do biosyntezy kwasu
indolilo-3-octowego (IAA) - jednej z waniejszych auksyn naturalnych. W badaniach
uwzglkdniono wplyw czasu oraz egenia L-tryptofanu, prekursora IAA, na o
tworzonych auksyn (rys. 1). Konteol pozytywry stanowit B. subtilis QST713,
wykorzystany przez firgm Bayer szczep o udokumentowanych detavosciach
przeciwgrzybowych (rys. 2). Wykorzystane wédiadczeniu szczepy wytwarzaly IAA na
ré6znym poziomie zaréwno w obecsw L-tryptofanu, jak i przy jego braku w ppwce.
Zaleznoé¢ pomkdzy zdolndcia do biosyntezy IAA a dawkL-tryptofanu i czasem reakcji
jest wprost proporcjonalna. Wraz ze wzrosteniestia L-tryptofanu oraz uptywem czasu
zwigkszata sj ilos¢ produkowanego IAA. Dla szczep®. subtilis EM1 najmniej,
8,64 ug/cm IAA, uzyskano po zastosowaniu 1000 pgidmryptofanu po 24 godzinach
inkubacji. Natomiast najwtej, 67,6 pg/cthlAA, uzyskano przy najwyszym stzeniu
L-tryptofanu (rys. 1). Podobnie bylo w przypadkuczazpu B. subtilis QST713, gdzie
najnizsze sgzenie 1AA (9,80 pg/cr) otrzymano w pierwszym dniu hodowli na paidio
niezawierajcym aminokwasu. Natomiast napksze stzenie IAA - okoto 60,0 pg/cth-
otrzymano po zastosowaniu napgygej dawki L-tryptofanu po 168 godzinach (rys. 2).
Wydtuzenie czasu inkubacji szczepéw w padich z L-tryptofanem do 168 godzin
pozwolito na ponad 3-krotne zgkiszenie ildci tej substancji wydzielonej do ppwki.

Produkcja IAA przez szcze®. subtilisEM1 jest zblzona do wartéci prezentowanych
przez innych badaczy. Mohite [22] uzyskalezsnie IAA na niskim poziomie
7,00 pg/cm, a zastosowanie przez niego padie ekstraktem demlzowym pozwolito na
osiagniccie stzenia fitohormonu zblonego do wynikdw bada wlasnych, czyli
60,0 pg/cm Ponadto, w jego badaniach podwsgenie pH srodowiska z 7 do
8 spowodowato wzrosttenia IAA do ponad 80,0 ug/émHuu Dat i in. [30] dla szczepu
B. subtilisTIB6 uzyskali 76,4 pg/ctlAA. Z kolei w badaniach Wahyudi i in. [27] sfrod
118 szczepowBacillusspp. @ 90 wykazywato zdolni do biosyntezy IAA w granicach od
0,81 do 86,8 ug/cin Znacznie wysze wartéci, bo 106,4 ug/chlAA, uzyskali Hussein
i in. [29] juz po 72 godzinach hodowli. subtilis Badania Swain i in. [31] potwierdagjiz
wraz ze wzrostem czasu inkubacji oragzehia L-tryptofanu, jako prekursora auksyn,
szczepyB. subtiliszdolne g do zwikszonej biosyntezy IAA. Podobnie jak w badaniach
wlasnych, maksymalne ¢genie I1AA autorzy ci stwierdzili po 8 dniach inkuliagod
koniec fazy stacjonarnej wzrostu bakterii i przyjwiakszej zastosowanej dawce
L-tryptofanu 2000 pg/c
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Rys. 1. Biosynteza kwasu indolilo-3-octowego prBesubtilisEM1
Fig. 1. Biosynthesis of indole-3-aceitc acidBysubtiliSEM1
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Rys. 2. Biosynteza kwasu indolilo-3-octowego prBesubtilisQST713
Fig. 2. Biosynthesis of indole-3-aceitc acidBysubtilisQST713

Prezentowane wyniki baflalotyczice biosyntezy IAA przez vie szczepyB. subtilis
pozwalaj wnioskowd, iz stzenie L-tryptofanu w poywce jako prekursora IAA powinno
waha sic w granicach od 250 do 2000 pgftm czas inkubacji hodowli to minimum 3 dni.
Zdolnos¢ do metabolizmu L-tryptofanu przez ate szczepy bakterii jest zndicowana
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w zaleznosci od predyspozycji fizjologicznych tego szczepwvarunkéw prowadzenia
hodowli.

Podsumowanie i wnioski

Przeprowadzone badania pozwolity na aceaktywndci przeciwgrzybowej,
wyizolowanego z ryzosfery buraka cukrowego, szczefu subtilis EM1.
W badaniachin vitro wykazano antagonistyczne éavosci szczepu bakterii wobec
R. solanilD105. Wi&ciwosci te nie znalazty odzwierciedlenia w dalszegsck bada -
doswiadczeniu wazonowym. 1§68 porazonych ralin w wazonach inokulowanycR. solani
ID105 byta poréwnywalna z ikgig zakaonych rdlin w wazonach wzbogaconych
dodatkowo potencjalnie antagonistycznym szczefensubtilis EM1. Natomiast indeks
porazenia siewek w tym przypadku byt znacznieckegizy, co zdyskwalifikowato badany
szczep bakterii jako szczep antagonistyczny wébhesolaniAG 2-2111B.

Na podstawie dokonanych analiz stwierdzono, niezalenie od zastosowanego
stezenia L-tryptofanu badany szczep ryzosferowy chargkowat s¢ zdolndcig do
syntezy IAA. Nawet na podio bez dodatku prekursora auksyn produkcja IAA byta
o prawie 50,0% wgksza w poréwnaniu do szczepu kontrolnego/referemgg. Badania
potwierdzag, ze IAA produkowany przez bakterie te mie€ wplyw na wzrost rélin
buraka. Wzbogacenie gleby hodgv. subtilisEM1 skutkowato zwikszeniem diugei
korzenia i lici, a co za tym idziéwiezej masy siewek buraka cukrowego.
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APPLICATION OF ANTAGONISTIC PROPERTIES OF Bacillussubtilis
AGAINST Rhizoctonia solani

Chair of Biotechnology and Molecular Biology, Unisity of Opole

Abstract: The aim of the research was an assessment of agtggroperties of straiBacillus subtilisEM1,
isolated from the rhizosphere of sweet beetroogireg Rhizoctonia solaniD105. Antifungal activity was
determined inn vitro test on the basis of the mycelial growth inhibitafrthe pathogen in a pot test, in which the
influence ofB. subtiliSEM1 on the growth of infected plants was evalualdte paper also determines the ability
of B. subtilisEM1 to synthesize indole-3-acetic acid (IAA). Contld research proved that tested strain inhibits
the mycelial growth of the pathogen by 85.0%, haveit does not affect the plant's growth or théedation
process.B. subtilisEM1 shows the ability to synthesize IAA. The highesncentration of IAA amounting
67.6 ug/cmwas noted after 7 days of strain incubation inghesence of 2000 pg/ér-tryptophan. The strain
under study stimulated the growth of sugar beeseetllings.

Keywords: Bacillus subtilis, Rhizoctonia solar@ntifungal activity, auxins



