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Abstrakt: Celem déwiadczenia byto okrdenie aktywnéci metabolitw produkowanych przez bakteryjny
szczepBacillus subtiliswobec izolatuRhizoctonia solannalezacego do grupy AG 2-2I1IB. Antagonistyczne
wiasciwosci  metabolitéw B. subtilis byty oceniane w kulturach plytkowych na padio Czapka po
6, 24 i 48 godzinach hodowli w temperaturze 309G AVptyw metabolitbw wytwarzanych prz& subtilisna
wzrostR. solaniAG 2-211IB przedstawiono w postaci wspoétczynnilkenipa wzrostu liniowego grzyba. Uzyskane
wyniki wykazaly, ze na fungistatycznaktywnd¢ metabolitowB. subtiliswobecR. solaniAG 2-211I1B wptywa
zar6bwno czas, jak i temperatura inkubacji bakt&tzrost grzybni byt najmocniej hamowany przez meliap
uzyskane po 6-godzinnej hodowli w temp. 37°C.

Stowa kluczowe:Bacillus subtilis Rhizoctonia solaniaktywng¢ fungistatyczna, kontrola biologiczna

Wprowadzenie

Rhizoctonia solani(teleomorfa: Thanatephorus cucumeyisjest podstawczakiem
rozpowszechnionym na calydwiecie. Patogen ten posiada szeroki zakrewicieli,
powoduje choroby ponad 200 gatunkowliro [1-3]. Grzyb ten porza korzenie, siewki,
todygi, owoce oraz dcie [4]. W srodowisku naturalnym wyspuje w postaci stepek
grzybni. W glebie bdz w szcatkach raglinnych maze pozostéw postaci sklerocjow nawet
przez kilka lat [5].

R. solani jest gatunkiem genetycznie niejednorodnym, w ktorya podstawie
zdolncici taczenia s ze sob strzpek wyr&niono przynajmniej trzyri@ie grup
anastomozowych (AG). Wiele z tych grup dodatkowadzielono na podgrupy [6].
PodgrupaR. solani AG 2 powoduje zgorzele wielu §iin okopowych [1]. Podgrupa
AG 2-211IB jest$cisle zwigzana z upraw buraka cukrowego oraz kukurydzy, w kt6rych
powoduje powane straty [7, 8]. Ponadto, co istotne, w Europie ratwierdzono datl
zadnych fungicydow, ktére bytyby skuteczne przecivdumu patogenowi [9].

Aby utrzyma& odpowiedni jakos¢ i obfitos¢ plonéw rdlin uprawnych, niezédne jest
zapobieganie ich infekcjom, a tak kontrolowanie choréb. W tym celu wskazane jest
stosowanie dobrych praktyk agrotechnicznych i ogied/ch. Jednak w ggu ostatnich
100 lat rolnicy zdecydowanie gxiej skgali po nawozy sztuczne i pestycydy, ktére
w znacacy sposob poprawigjwydajnaé i jakos¢ plondw. Nadmierne stosowariiodkow
chemicznych przyczynito sido zanieczyszczenigodowiska [10].

Ze wzgkdu na niekorzystne, a nawet niebezpieczne dzialeméenicznychsrodkow
ochrony rd@lin na s$rodowisko naturalne istnieje coraz ¢kéze zainteresowanie

! Samodzielna Katedra Biotechnologii i Biologii Mkigarnej, Uniwersytet Opolski, ul. kard. B. Kominiéa
45-032 Opole, tel. 77 401 60 42, e-mail: nagroda@ila@gmail.com
Praca byta prezentowana podczas konferencji ECQol2akopane, 5-8.10.2016



742 Kamila Nagrodzka, Ewa Moliszewska, Katarzyna Gratiatgorzata Nabrdalik

biologicznymi  metodami  ochrony §in. Metody biologiczne  wykorzystyj
mikroorganizmy ograniczage wzrost mikroorganizméw patogennych w celu pograw
zdrowotndci rodlin. Biologiczna kontrola mize by wynikiem wielu ré&nych rodzajow
interakcji pomédzy organizmami, jednak we wszystkich przypadkactogeny s
antagonizowane przez obeéto i sposéb dziatania innych organizméw [10].
W prezentowanym przez nas sd@adczeniu postanowiono skdpuwag na aktywneci
metabolitbw produkowanych przez bakterie. Do mefaiw produkowanych przez
bakterie naleg m.in. antybiotyki, takie jak bacillomycyna D i gtbksyna (tab. 1).

Do najefektywniejszych bakterii hamgych wzrost fitopatogennych grzybow
w glebie nalea gatunki bakterii rodzajBacillus i Pseudomonasa w szczegolnai
B. subtilisi P. fluorescend11]. Virgen-Calleros i in. [12] wykazali hamyge dziatanie
bakterii rodzajuBacillus naRhizoctonia solaniCzs¢ z wyizolowanych przez nich bakterii
wykazywata antagonistyczne dziatanie wobec grzy®nisolanj nalezgcych do ré&nych
grup anastomozowych, agsz tylko wobec niektérych grup [12].

Celem déwiadczenia byto okrdenie aktywndéci metabolitéw produkowanych przez
Bacillus subtilis Kg wobec izolatuRhizoctonia solanilD105, naléagcego do grupy
AG 2-2IIB.

Tabela 1
Wybrane antybiotyki produkowane przez mikroorganizm
Table 1
Chosen antibiotics produced by microorganisms
Antybiotyk Mikroorganizm Patogen docelowy Zrodio
1 Bacillomycyna D Bacillus subtilis Aspergillus flavus [13]
2 | Bacillomycyna, FengicyngBacillus amyloliquefaciensZB42 Fusarium oxysporum [14]
3 Gliotoksyna Trichoderma virens Rhizoctonia solani [15]
4 Iturin A Bacillus subtilisQST713 Botrytis cinerea, R. solani| [16, 17]
5 Pyrrolnitryna Burkholderia cepacia R. solani, Pyricularia oryzge [18]

Materialy i metody

Materiat badawczy w deviadczeniu stanowit szczep bakteBii subtilisKg oraz izolat
ID105 grzybaR. solani(AG 2-2111B).

Hodowk B. subtiliskg o ekstynkcji 1,0 prowadzono w bulionieagghczym w dwdch
réznych temperaturach - w 30 i 37°C. Hodowle widej z temperatur prowadzono przez 6,
24 i 48 godzin. Po uptywie kdego z czaséw hodowle wyjmowano z cieplarek, miesza
i odwirowywano (8000 rpm przez 15 min). Ngstie znad osadu pobierano supernatanty
zawierajce metabolity bakteryjne.

W dalszej kolejnéci porcje (0,25 cri) supernatantu wylewano na plytki Petriego
o srednicy 90 mm z podiem Czapka#rodto wegla - sacharoza), po czym réwnomiernie
rozprowadzano za pompcsterylnych gtaszczek. Naphie w centralnej ezci plytek
umieszczano po krku 1-tygodniowej grzybniR. solani o érednicy 10 mm. Prdap
kontrolrg stanowita ptytka Petriego z podiem Czapka, zaszczepionym grzybRi. solani
tak jak préby badawcze oraz potraktowana poroplionu odywczego w miejsce
supernatantu z hodowli bakterii.

Okreslenie aktywndci metabolitdwB. subtilis Kg wobec izolatuR. solani D105
polegato na pomiarach wzrostu grzybni (wzdldwéch prostopadtych linii) dla keej
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proby po 24, 48 i 72 godzinach od zatoia déwiadczenia. Déwiadczenie zakiczono
w momencie catkowitego zafniecia ptytki kontrolnej przez grzybai

Doswiadczenie zatono w trzech powtérzeniach, za powtdrzenie przyjmuj
pojedyncz plytke Petriego z podieem Czapka. Déwiadczenie prowadzono
w termostacie, w ciemnoi, w temperaturze 21 +1°C.

Wptyw metabolitbw wytwarzanych przeg. subtilisKg na wzrostR. solanilD105
przedstawiono jako #fice pomidzy srednia kolonii grzybni na plytkach kontrolnych
a srednig kolonii grzybni na ptytkach testowych. Uzyskane niky przedstawiono
w postaci wspotczynnika tempa wzrostu liniowegoyhe, stosuyjc nas¢pujacy wzor [19]:

T :A+g+&+,,,+&
d d, d

gdzie: T - wspotczynnik tempa wzrostu liniowego grzylda; srednia z pomiaréwrednicy
grzybni [cm], D - czas trwania daviadczenia [ilé¢ dni], by, by, b, - przyrostsrednicy
grzybni od ostatniego pomiaru [cndl, dy, dy - il0$¢ dni od ostatniego pomiaru.

Ponadto za pomagcwzoru Abbotta obliczono wspotczynnik zahamowaniarastu
liniowego grzybaAH [20]:

X

aH =X F Home

0

gdzie: AH - wspélczynnik zahamowania rozrostu liniowego tea\{%], Ko - $rednica
kolonii na szalce kontrolnej [mm], Frednica kolonii na szalce z supernatantem z hodowli
B. subtilisKg.

Wyniki

Podczas trwania dwiadczenia okrdano zdolné¢ szczepuB. subtilis Kg do
produkcji metabolitbw mageych wykazywd wiasciwosci fungistatyczne wobec izolatu
R. solani ID105 naleacego do grupy anastomozowej AG 2-2IlIB. Na podstawi
uzyskanych wynikéw stwierdzono,z iaktywnaé fungistatyczna badanego szczepu
B. subtilis Kg jest niewielka i zaley od wieku kultury bakteryjnej oraz temperatury,
w jakiej prowadzona jest hodowla bakteryjna.

Z uzyskanych pomiaréw wynikaze metabolity B. subtilis Kg wykazup tylko
niewielki hamujgcy wptyw nasredng wielkos¢ grzybni w poréwnaniu z pr@bkontrolr.
Najwieksz roznice srednicy grzybniR. solaniw stosunku do kombinacji kontrolnej
zanotowano w przypadku zastosowania supernatankarego po 6-godzinnej hodowli
B. subtilisKg - w temperaturze 37°C, wynosita ona 12,58 mm_zpstosowaniu kultury
bakteryjnej wyhodowanej w temperaturze 30°C byla aneco mniejsza i wynosita
9,05 mm. Najmniejsg roznice zanotowano w przypadku zastosowania supernatantu
bakteryjnego uzyskanego po 48-godzinnej hodowli,przypadku niszej z badanych
temperatur wynosita ona zaledwie 0,76 mm, a w cdaigu do wyszej temperatury
réznica ta byta nieco wksza i wynosita tylko 1,56 mm. W hodowlach grzylBhi solani
prowadzonych z zastosowaniem supernatantéw otrzychapo 24-godzinnej hodowli
B. subtilisKg w temperaturze 30°@ednia wielkd¢ grzybni byta mniejsza o 5,22 mm
w poréwnaniu do préby kontrolnej, a w temperati8ZéC o 6,58 mm (rys. 1).
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Rys. 1. WplywB. subtiliskg inkubowanych w rénych temperaturach na rozrost grzyBnisolanilD105
Fig. 1. The influence dB. subtilisincubated in different temperatures on the graeftR. solanilD105

99,63 100,77 100,85 gg 41
100,00 97,23

o
-1}
H
3 80,00
£
E
1]
§ 60,00 -
8 m Kontrola
Qo
5 m30°C
£ 40,00 -
'
c
>
)
‘g 20,00 -
=

0,00 -

6h 24h 48h
Czas hodowli Bacillus subtilis Kg

Rys. 2. Wspotczynnik tempa wzrostu {) solanilD105 w prébie kontrolnej i w probie badawczej
Fig. 2. The impacts of linear growth (T) Rf solanilD105 obtained in the experiment
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Na podstawie uzyskanych wynikdw obliczono wspélcikin tempa wzrostu
liniowego R. solaniID105 i dokonano porownania tego tempa wde z badanych
temperatur. Najwiszy wspotczynnik tempa wzrostu dlazkej z prob odnotowano
w prébie z supernatantem uzyskanym po 48-godzimmejowli bakterii, wynosit on
odpowiednio 100,85 w temperaturze 30°C i 98,41 miperaturze 37°C, nie #0igC Sk
istotnie od préby kontrolnej (waré wspotczynnikal = 100,77). Najriszy wspotczynnik
tempa wzrostu grzybni uzyskano w wyniku potraktoiaamodowli R. solani6-godzinmn
kultura bakterii. Wsp6tczynnikT wynosit 67,04 dla wiszej z badanych temperatur,
natomiast w riszej z temperatur agimt wartos¢ 73,22. W przypadku zastosowania
6-godzinnej hodowliB. subtilis uzyskano réwnie najwicksze rénice wspotczynnika
tempa wzrostu w poréwnaniu z pgdkkontrolrg - odpowiednio o 24,01 i 30,19.
Wspotczynniki tempa wzrostu grzybRi solanipo potraktowaniu jej 24-godzigrnodowh
bakterii osiagaly wartdci pcsrednie pomidzy wartGciami wspoétczynnikéw tempa
wzrostu uzyskanymi w przypadku zastosowania 6- {igd@zinnych hodowli bakterii
(rys. 2).
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Rys. 3. Wplyw metabolitow bakteryjnycB. subtilis Kg na warté¢ wspotczynnika zahamowania wzrostu
liniowegoAH izolatuR. solanilD105 (warté¢ ujemna oznacza stymulacyzrostu grzybni)

Fig. 3. The influence oB. subtilisKg metabolites on the growth of tie solanilD105 mycelium showed as
impacts of the growth inhibitiom\H) (the result with “-“ means a stimulation of thewth)

Obliczono take wspotczynniki zahamowania rozrostu linioweghH] R. solani
ID105 potraktowanego badanymi supernatantamsubtilisKg. Najwieksze zahamowanie
rozrostu grzybni uzyskano w przypadku 6-godzinroejdwli bakterii w temperaturze 37°C,
wspotczynnik zahamowania rozrostu grzybni wyniody 29,49%. Po tym samym czasie
hodowli bakterii w niszej z badanych temperatur wspo6tczynnik zahamoweodeostu
grzybni osigmt nieco nisz wartc¢ - 23,82%. Znacznie stabsze zahamowanie wzrostu
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grzybni powodowaly metabolity z 24-godzinnej hodofl subtilisKg, wspotczynniki te
wynosity odpowiednol11,49% dla préby z 30°C i 12,484 préby z 37°C. Metabolity
bakterii z 48-godzinnej hodowli w zasadzie nie wgjkaaty zdolndci do zahamowania
wzrostu grzybni,AH wynosit tylko 2,05% po zastosowaniu supernatanté@yskanych
w temperaturze 37°C i —0,37% dla supernatantéw kamyech w temperaturze 30°C, co
oznacza hiewielkstymulacg wzrostu grzybnR. solani(rys. 3).

Dyskusja

Przeprowadzone dwiadczenie pokazato znaczne zm&ce w  aktywndci
fungistatycznej metabolitow wytwarzanych przez mgdszczep bakterB. subtilisKg. Na
podstawie uzyskanych wynikéw mua wnioskowd, ze na fungistatyczn aktywnasé
metabolitowB. subtilis Kg wobecR. solanilD105 nalegcego do AG 2-211IB wptywa
zarObwno czas, jak i temperatura, w ktérej hodowaneakterie. Wzrost grzybrR. solani
AG 2-2I1IB najmocniej byt hamowany przez metaboBy subtilisKg uzyskane w wyniku
6-godzinnej hodowli w temperaturze 37°C. Najstabszytasciwosciami fungistatycznymi
cechowaly si metabolity otrzymane w wyniku 48-godzinnej hodoldikterii, co oznacza
spadek zdolnii do wytwarzania takich zwzkéw wraz z wiekiem hodowli oraz sugeruje
ich nietrwalé¢ w supernatancie. Rae szczepyB. subtilis cechuj si¢ zréznicowanymi
wihasciwosciami antagonistycznymi wobec innych mikroorganisméwn tym grzybéw
fitopatogenicznych. Wiziwosci te zalea zaréwno od cech indywidualnych szczepu
bakteryjnego, jaki i gatunku patogenu grzybowegmwyraznie wykazata Moliszewska
[21]. Stpniewska i Maka [22] wskazuj na wptyw glebowej mikroflory na grzyby
glebowe, co potwierdza celowé prowadzonych badamapcych na celu poszukiwanie
takich izolatéw mikroorganizméw, ktérextty zdolne do ograniczania rozwoju glebowych
fitopatogenow. W rezultatach badnteresujcy wydaje s} fakt stopniowego zanikania
sktadnikéw aktywnych dziatagych fungistatycznie na grzylnR. solanj co mae by
uwzgkdnione jako zdoln& do usuwania potencjalnego biopestycydu seedowiska.
Wocigz jednak naléy poszukiwé szczepow o wiszej aktywnéci fungistatycznej lub
fungicydalnej. Takie madiwosci wykazaly Nabrdalik i Grata [23], wskazgj ze
Pseudomonasp. BK1 mae powodowé nawet 77% zahamowanie wzrogtusariumsp.

Podsumowanie i wnioski

SzczepB. subtilisKg maze znalé¢ zastosowanie w biologicznej ochronidlio przed
chorobami powodowanymi przeR. solani AG 2-2llIB. Wskazane bytoby jednak
przeprowadzenie dalszych badap. z zastosowaniem ochrony z wykorzystaniem tej
bakterii wspomaganej klasycznymi fungicydami lublsda poszukiwanie warunkéw
hodowlanych sprzyjagpych wytwarzaniu aktywnych fungistatycznie metatdoli
bakteryjnych. Stosag badany szczePB. subtilis nalezy bra pod uwag istotne znaczenie
wieku hodowli bakterii.
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BIOLOGICAL CONTROL OF Rhizoctonia solani AG 2-2111B
BY Bacillus subtilis METABOLITES

Independent Chair of Biotechnology and Moleculasi®gy, University of Opole

Abstract: The aim of the experiment was to determine th&vicof metabolites produced by bacteBacillus
subtilis Kg against fungus isolate &hizoctonia solaniD 105 belonging to the anastomosis group AG 2RIl
The antagonist properties Bf subtilisKg metabolites were evaluated with a culture-plaithod on Czapek
growth media foB. subtilisKg cultures after 6, 24 and 48 hours of culturegeatp. 30 and 37°C. The impacti&f
subtilis Kg metabolites on the growth &. solaniAG 2-21IIB was shown as a growth rate index of thegus.
The results showed that on the fungistatic actieftyhe metabolites dB. subtilisagainstR. solaniAG 2-2I11B
affects both the time and temperature of the biattemlture. Mycelial growth was most strongly ibtied by the
metabolites obtained after 6 hours cultivation QG

Keywords: Bacillus subtilis Rhizoctonia solanifungistatic activity, biological control
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