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WYSTEPOWANIE BAKTERII GLEBOWYCH Z RODZAJU
Arthrobacter ssp W UPRAWIE ZYTA OZIMEGO

ORAZ ICH ENZYMATYCZNE | ANTAGONISTYCZNE
WLA SCIWO SCI

Réza Glazewska-Maniewska, Agnieszka Maciejewska,
Aleksander Melech
Akademia Techniczno-Rolnicza w Bydgoszczy

Streszczenie.Doswiadczenie przeprowadzono na szczepach bakdetiirobacter ssp.
wyizolowanych z ryzosfery, ryzoplany i endoryzoplatyta ozimego. Mikroorganizmy
badano pod wzgtem ich aktywnéci enzymatycznej i antagonistycznej w stosunku do
grzybéw patogennych. Stwierdzono wysaktywnaé¢ izolowanych szczepdéw w proce-
sie hydrolizy biatka, pektyn, skrobi i lecytyny. Wwszystkich badanych szczepéw stwier-
dzono obecn&@ enzymu katalazy. Mikoantagonizm bakterii z rodzajthrobacterbada-

no w stosunku do grzybow z rodzdfusarium Uzyskane wyniki analiz mikrobiologicz-
nych i statystycznych pozwalaptwierdzé, ze silnie antagonistyczne szczepy bakterii
z rodzajuArthrobacterczgsciej wystpuja w strefie ryzosferowej gleby.

Stowa kluczowe antagonizmArthrobacter hydroliza,Fusarium

WSTEP

Drobnoustroje rozwijaj sie w scistej wspotzalenaosci z raslinami od momentu kiet-
kowania nasion ado czasu osgnigcia przez réling petnej dojrzatéci. Zjawisko to
czesto bywa ignorowane zaréwno przez fizjologéw, jakoinikéw, budzi natomiast
duze zainteresowanie mikrobiologéw [Pietr 1990]. Mirganizmy ryzosferowe mag
by¢ oboktne dla rdlin badz tez wywierat korzystny lub szkodliwy wpltyw na ich
wzrost. Z tego powodu, jednym z ivaejszych probleméw biologii gleby jest poznanie
mechanizméw wzajemnego oddziatywania na siebiinrodrobnoustrojow saprofi-
tycznych i patogenéw glebowych [Rki i Strzelczyk 1985, Strzelczyk 1988].

Bakterie z rodzajlArthrobacter sa mikroorganizmami gramdodatnimi, u ktérych
stwierdzono wiéciwosci antagonistyczne w stosunku do patogenéw glebbvage-
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dorn i in. 1989]. Bakterie te nate do r@&nych grup fizjologicznych i dlatego mag
uczestniczy w przemianach zwrkéw organicznych i mineralnych odpowiedzialnych
za biologicza aktywnai¢ srodowiska, w ktérymzyja [Gounot 1967, Hagedorn i Holt
1979]. Substraty uwalniane przéathrobacter do srodowiska glebowego (czynniki
wzrostu, witaminy, aminokwasy i inne) nie tylko tigja rozwdj ralin, ale i warunkug
obecndé¢ innych drobnoustrojow. Oddziatywanie to modotyczy zaréwno mikro-
organizméw saprofitycznych, jak i patogenéw #eki i Strzelczyk 1985]. Fizjolo-
giczne i biochemiczne wdaiwosci Arthrobacterssp. stanowi podstaw do specyfika-
cji funkcji tych bakterii jako autochtonicznego pdstawiciela ryzosfery oraz stwarzaj
mozliwos¢ ich ewentualnego wykorzystania w mikrobiologiczZnymetodach walki
z patogenami iin uprawnych.

Celem poniszej pracy bylo poznanie wptywu bakterii z rodzajthrobacterssp.
na grzyby glebowe z rodzajeusarium.Réwnoczénie prowadzono badania nad ak-
tywnoscia enzymatycza tych bakterii.

MATERIAL | METODY

Badaniami oljto ryzosfee, ryzoplar i endoryzoplaa zyta ozimego uprawianego
na glebach lekkich ptowych, nakeych dozytniego kompleksu glebowego. Préby do
bada pobierano spod &bn w fazie krzewienia.

W pobranych prébach oznaczono ogoliczbe bakterii na podtzu dla mikroorga-
nizmoéw glebowych wedtug Bunt i Rovira [1955]. BakéeArthrobacterizolowano na
pozywce selektywnej [Hagedorn i Holt 1979], do daldrylsada wykorzystano 40
izolatéw (po 15 z ryzosfery i ryzoplany, 10 z endgmplany).

Aktywnos¢ enzymatycza oceniano na podstawie obeéoiostref hydrolizy odpo-
wiedniego substratu zawartego w padioWitasciwosci hydrolityczne badano na:

— podiazu z pektynami pH 8 [Hankin i in. 1971],

— poditazu ze skrohj wedtug Boguszewskiej [1980],

— podiazu zzelatyry, wedtug Sobczaka i in. [1978],

— podiazu z lecytyn, (pozywka Pikowskiej [1948] wzbogacona lecytym jaja ku-

rzego).

Dodatkowo sprawdzano zdokw szczepow do redukcji azotandw, wykorzystywa-
nia Ca(PQy), jako jedynegarodia fosforu [Pikowska 1948] i wytwarzania katalaz

Réwnolegle z testami biochemicznymi prowadzono hadaad wiaciwosciami an-
tagonistycznymi. W diwiadczeniach wykorzystano trzy gatunki grzybow patmnych
z rodzajuFusarium F. graminearumF. culmorumF. poae

Antagonistyczne oddzialywanie bakterii z rodzAjthrobacterna testowane grzyby
obliczono wedtug zmodyfikowanej skali Coopera-Ghith (za Johnsonn, 1960). Na
podstawie uzyskanych wynikow oznaczono wspétczyirkokelacji pomedzy cechami
biochemicznymi bakteriArthrobactera ich aktywnécia antagonistyczow stosunku
do wybranych grzybéw patogennych. Wyniki pogrupowvadwniez z uwagi ha aktyw-
no$¢ antagonistycznbadanych mikroorganizmow, wykorzystajstatystycza metod
analizy skupié na podstawie grupowania wedtugsdednich. Dodatkowo przeprowa-
dzono analig struktury wewstrznej skupié. Obliczenia wykonano za pomp@ro-
gramu STATISTICA.
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WYNIKI

Liczebna¢ bakterii oszacowano procentowo porovaaujiczebndé bakterii z ro-
dzaju Arthrobacterna paywce selektywnej [Hagedorn i Holt 1979] z liczebaia jtk
ogolnej liczby bakterii wyizolowanych na povce wedtug Bunt i Rovira [1955]
z ryzosfery, ryzoplany i endoryzoplangyta ozimego (tab. 1). Najacej bakterii
Arthrobacterssp. wystpowato w glebie ryzosferowej, natomigsbdowiskiem najrza-
dziej zasiedlanym przez te mikroorganizmy bytcetire korzenizyta ozimego.

Tabela 1. Procentowy udziat bakteArthrobacter ssp. w ogolnej populacji bakterii wyizolo-
wanych spod uprawgyta ozimego

Table 1. Percentage Afthrobacterstrains in the total count of bacteria isolatexhfrsoil drilled
with winter rye

Wyizolowane frakcje — Fractions isolated

Procentowy udziat bakterii

Arthrobacterw ogoinej Ryzosfera Ryzoplana Endoryzoplana
liczebndci bakterii Rhisosphere ()] Rhisoplane (V) Endorhisoplane
Percentage oArthrobacter ) (D] V)

in the total count of bacteria 231 12.7 121 18.3 48

Testowane mikroorganizmy powszechnie wykorzystyveddpbk i pektyre jako je-
dynezrédito wegla i energii, hydrolizowaly tate zawarte w podfa proteiny (tab. 2).

Prowadzone daviadczenia dowiodlyze ponad 60% badanych szczepéw produ-
kowato pektynazy, a tylko 42% — amylazy. Wszystkistowane szczepirthrobacter
ssp. wykazywaly aktywnig proteolitycza. Zdolng¢ do rozpuszczania mineralnych
pofaczer fosforu nie jest szeroko rozpowszechniona u bakfethrobacterssp., okoto
20% izolatéw z ryzosfery i endoryzoplany rozpuskzzadjfosforan wapnia zawarty
w podiazu, a wérdd szczepow ryzoplany nie stwierdzono zdétmalo wykorzystywa-
nia fosforu z CgPQy), (tab. 2).

Tabela 2. Udziat szczepdirthrobacterssp. w przemianach zyzkéw zawierajcych fosfor oraz
wykorzystywaniu réanychzrédet wegla i energii

Table 2. Percentage éfrtrobacterbacteria in phosphorus compounds transformatiahusifi-
sation of different sources of carbon and energy

Wiasciwosci — Properties

Liczba szczepdW Rozpuszczanie Hydroliza  Hydroliza  Hydroliza  Hydroliza  Redukcja

Number of Ca(PQy), lecytyny pektyn skrobi biatka azotanow
strains Dissolving Lecithin Pectin Starch Protein Nitrates
Ca(PQy), hydrolysis  hydrolysis  hydrolysis  hydrolysis  reduction
Ryzosfera
Rhisosphere 3 8 o o 15 !
Ryzoplana 0 6 10 4 15 1
Rhisoplane
Endoryzoplana 5 6 7 4 10 4
Endorhisoplane
Ogétem
Total 5 20 26 17 40 12

Agricultura 3(1) 2004
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Organiczne zwizki fosforu (lecytyna) okazaly siby¢ fatwiej dosgpnym zrédiem
fosforu dla bakterii z rodzajérthrobacter Zdolngci hydrolizowania lecytyny zaob-
serwowano u ponad 50% badanych szczepow (tab. 2).

Bakterie z rodzajlArthrobacterssp. wykazywaty rownie aktywnad¢ w procesach
dysymilacyjnej redukcji azotanéw. Z przebadanycbzepow 38,8% wykorzystywato
azotany jako ostateczny akceptop W procesach oddechowych. ¥$zas¢ z nich
redukowato azotany do azotynéw (25,5%). Najbardaidywne bylty szczepy wyizolo-
wane z ryzosfery. Redukcjazotanéw do N stwierdzono u bakterii pochogtzych
z endoryzoplany (okoto 20% szczepéw wyizolowanyetnztrza korzeni).

U wszystkich badanych szczepéw stwierdzono ob&ckatalazy. Ze wzgdu na
fakt, ze wytwarzanie tego enzymu stanowiAuthrobacterssp. cecl taksonomicza,
wynik testu stanowit dodatkowe potwierdzenie trafnadentyfikacji badanych szcze-
péw [Muller i Antheunisse 1963].

Antagonistyczne oddziatywanie bakterii z rodz&throbacter przedstawiono na
rysunku 1.
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Stopien hamowania — Level of inhibition

brak stabe  _ umiarkowane silne bardzo silne
E
none weak  moderate strong very strong

Stopnie hamowania wedtug skali Cooprea-Hiltona welLef inhibition following the Coopre-Hilton scale
0% — brak — none, 1-25% — stabe — weak, 26-50% iarkowane — moderate, 51-75% — silne — strong,
76-100% — bardzo silne — very strong

Rs — ryzosfera — rhisosphere, Rp — ryzoplana -eplasie, Erp — endoryzoplana — endorhisoplane

Rys. 1. Widciwosci antagonistyczne bakterirthrobacterwyizolowanych z ryzosfery, ryzo-
plany i enoryzoplanyyta ozimego w stosunku do grzybéw z rodZ&ajsarium

Fig. 1.  Antagonistic activity oAtrthrobacterbacteria strains isolated from winter rye rhizos-
phere, rhizoplane and endorhizoplane aga&tnstariumgenus fungi

Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono akty§érimolatéw w hamowaniu
wzrostu patogenicznych grzybéw z rodzijusarium najsilniej hamowany byt wzrost
F. poae(rys. 1). Najmniej wraiwym na dziatanie bakterihrthrobacterssp okazat st
gatunekF. graminearum Wiekszd¢ szczepOwArthrobacterssp wykazywata umiar-
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kowary badz staky site inhibicji w stosunku do grzybéw z rodzafwsarium Zaledwie
1% testowanych izolatow moégtby byvykorzystany jako efektywny czynnik biokon-
troli populacji tych patogenéw (70% ograniczenigegtu grzybni).

Przeprowadzona analiza korelacji peday wystpowaniem cech biochemicznych
a wiasciwosciami antagonistycznymi badanych bakterii (tab.vB)kazata istnienie
istotnie negatywnej zataosci pomiedzy syntez pozakomérkowych pektynaz a inhibi-
Cja patogennych grzybéw. Pozostate cechy wykazywalyawpzie korelacje dodatnie,
ale statystycznie nieistotne. Najigze wartéci stwierdzono dla powkan pomkedzy
wystepowaniem witaciwosci proteolitycznych a aktywrgia antagonistycznw sto-
sunku do testowanych patogenow.

Tabela 3. Wspétczynniki korelacji slzy cechami biochemicznymi baktedirthrobacter ssp.
a ich aktywndcia antagonistycznw stosunku do wybranych gatunkéw grzybow

Table 3. Correlation coefficients between selediEsthemical properties ohrthrobacterssp.
bacteria and their antagonistic activity towardsfimgal pathogens tested

Wiasciwosci biochemiczne Hamowanie wzrostu — Growth inhibition
Biochemical properties  Fusarium culmorum  Fusarium graminearum Fusarium poae

Hydroliza pektyn -0,323* -0,154 0,201

Pectin hydrolysis ’ ’ ’

Hydroliza skrobi

Starch hydrolysis 0.192 0,297 0,220

Hydroliza biatka 0.293 0291 0213

Proteins hydrolysis ' ' '

Rozpuszczanie GPOQy),

Dissolving Ca(PQy); 0,217 0,039 0,176

Hydroliza lecytyny )

Lecithin hydrolysis 0.159 0,003 0,142

Redukcja azotan6éw 0113 0.208 0.012

Nitrates reduction

* wspétczynnik istotny — significant coefficient

Wyniki analizy skupié na podstawie aglomeracji badanych szczepéw podewzg
dem ich aktywnéci antagonistycznej na podstawierednich pozwolity na wyodb-
nienie trzech skupie w zaleznoici od stopnia inhibicji badanych grzybow (rys. 2).
Skupienie | obejmuje szczepy o niskiej aktyweioantagonistycznej w stosunku do
grzybow z rodzajurusarium W skupieniu 1l znajduj sig¢ bakterie w daym stopniu
hamupce rozwoj testowych patogendw. Przeprowadzonazmplirownawcza struktu-
ry wewretrznej skupié@ wykazata istotnie wkszy udziat szczepéw wyizolowanych
z ryzosfery w skupieniu Il oraz udziat szczepowderyzoplanowych w skupieniu |l
(tab. 4).
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Stopien hamowania — Level of inhibition
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F. culmorum F graminearum F poae
Badane grzyby — Fungi examined

-©- Skupienie bakterii o najnizszej aktywnosci — Lowest activity cluster
-0-  Skupienie bakterii o $redniej aktywnosci — Moderate activity cluster
—o— Skupienie bakterii o najwyzszej aktywnosci — Highest activity cluster

Struktuk; skupiéi prezentuje tabela 4 — The cluster structure isgmied in Table 4

Rys. 2. Srednie oddziatywania antagonistycznego poszczeghlmskupisk bakterii na badane
grzyby patogenne z rodzafusarium
Fig. 2. Mean values for antagonistic cluster agtitowards pathogeniEusariumgenus fungi

Tabela 4. Struktura skugieizyskana na podstawie analizy aktydeiantagonistycznej bakterii
Arthrobactermetod, aglomeracji z wykorzystaniemsednich

Table 4. Cluster structure oArthrobacter ssp. strains obtained from antagonistic activity
analysis with k-means agglomeration method

Liczba testowanych ~ Liczba szczepdw w poszczegoinych skupieniach

ngiliiccjﬁs szczep6w Number of strains in each cluster
Number of strains tested I I 1
Ryzosfera — Rhisosphere 15 3 3 9
Ryzoplana — Rhisoplane 15 4 7* 4

Endoryzoplana

Endorhizoplane 10 1 6 3
Ogblem 40 8 16 16

Total
Skupienie | — szczepy najmniej aktywne — Clustetdast active strains
Skupienie Il — szczepy o przetiej aktywndci — Cluster Il — strains of average activity
Skupienie lll — szczepy o najugzej aktywnéci antagonistycznej — Cluster Ill — strains of thighest

antagonistic activity
* jstotna statystycznie — significant
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DYSKUSJA

Uzyskane wynikiwiadcz o tym,ze bakterie z rodzajarthrobacterstanows istot-
ny element mikroflorysrodowiska glebowego. Badania innych autoréw wskazig
wspélnie zCorynebacteriummog one stanowi ponad 50% ogoélnej liczby bakterii
w glebie [Kunicki-Goldfinger 1998].

Zmiany liczebnéci bakterii z rodzajlArthrobacterw zaleznosci od miejsca ich izo-
lacji potwierdzay teork, ze populacja tych bakterii wzrasta wraz z oddalangirod
powierzchni korzeni, a w glebie pozakorzeniowepgaipoziom maksymalny. Me to
by¢ wynikiem ich niskich wymagapokarmowych oraz zdoldoi do wykorzystywania
sktadnikow wystpujacych w bardzo niskich gteniach [Morris 1960]. Prawdopodobne
jest réwnieg istnienie niekorzystnych interakcji pogdizy rodzajem Arthrobacter
a mikroorganizmami zymogenowymi (npseudomonggRouatt i Katznelson 1961].

Aktywnos$¢ enzymatyczna badanych szczepdw wskazuje na iotngstole w eko-
systemie glebowym; szczeg6blne znaczenie gmog w przemianach zwikéw bial-
kowych. Najnowsze opracowania poglaje rodzajArthrobacter charakteryzuje si
dwza aktywndicia w zakresie syntezy pozakomoérkowych proteinaz sewych [Ro-
dziewicz i Sobieszczeki 1988].

Barabasz [1985] opisaf drobnoustroje czynne w procesie dysymilacyjndike;ji
azotanow wymienia m.inArthrobacter citreus A. simplex i A. terragensZdolna¢
jednoczesnego utleniania i redukcji ZekOw azotu nadaje tym bakteriom szczegdlne
znaczenie ekologiczne [Gunner 1963]. Uzyskane d@k@azuj, ze redukcja azotandéw
wystepuje czsciej u szczepow rezydagych w ryzosferze (tab. 2).

Wyniki bada wiasciwosci antagonistycznych pozwadagtwierdzE, ze wirdd bakte-
rii z rodzajuArthrobcter spotyka si szczepy, ktére w znagzym stopniu hamuyjroz-
woj patogendw. Podobne rezultaty uzyskaly w swdigdaniach Kurek i Jaroszuk
[1997], ktére wyizolowaly z ektoryzosfemyta ozimego dwa szczepy bakteiithro-
bacter ssp, silnie hamujce rozwéjF. culmorum i F. graminearuma jednoczénie
wykazupce dua aktywnaé proteolityczm. Odkryto take, ze obecné tych drobno-
ustrojow znacznie ogranicza wggbwanie choroby rzodkiewek wywotanej przez
F. oxysporum F. conglutinagStrzelczyk 1988] oraz choroby gurikéw powodowa-
nej przez-. oxysporum fsp. dianthi[Kurek i Kobus 1990].

Trudno jest jednoznacznie stwierélzktére cechy odpowiadajza antagonistycan
aktywna¢ badanych szczepdw z rodzajuthrobacter Mozna przypuszcza ze jed-
nym z mechanizmoéw inhibicji nie by wytwarzanie i wprowadzanie do@odowiska
enzyméw litycznych oraz innych metabolitbw o chaeake antybiotycznym [Sobi-
szewski 1994]. Uzyskane z przeprowadzonyckwilmdczer wyniki sugeruj, ze wiha-
sciwosci proteolityczne badanych bakterii mpgrzyczynid& sie do hamowania wzrostu
grzyboéw z rodzajurusarium Podobne wnioski przedstawity w swojej pracy Kurek
i Jaroszuk [1997]. Nie mima réwnie wykluczy wyskpowania zjawiska konkurencji
o sktadniki pokarmowe warunkige aktywndé¢ patogendw glebowych [Sobiszewski
1994].

WNIOSKI

1. Liczebnd¢ populacji bakterii z rodzajérthrobacterwzrasta wraz z odlegioia
od strefy korzeniowej.

Agricultura 3(1) 2004
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2. Badane bakterie wykazuyysolky aktywnaé¢ hydrolityczry skrobi, pektyn i pro-
tein, a jakazrodio fosforu lepiej wykorzystajzwiazki organiczne (lecyty) niz mine-
ralne pokczenia tego pierwiastka [Gf®0y),].

3. Synteza enzyméw proteolitycznych iroby¢ jednym z mechanizméw inhibicji
patogennych grzybéw wrodowisku glebowym.
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OCCURRENCE OF SOIL BACTERIA OF Arthrobacter ssp. GENUS
ON WINTER RYE PLANTATION, AND THEIR ENZYMATIC
AND ANTAGONISTIC ACTIVITY

Abstract. The aim of the experiment was to analyse bactstialns ofArthrobacterssp.
isolated from rhizosphere, rhizoplane and endogi@te of winter rye. The enzymatic
and antagonistic activities against phytopathogémigi were studied. A high activity of
isolated strains in protein, starch, pectins, keaithydrolysis was observed. Numerous
strains showed a potential for benefiting from oigarather than mineral sources of
phosphorus. All the strains examined were catalpssitive. Mycoantagonism of
Arthrobacter ssp. bacteria was investigated towaFdsariumgenus fungi. The results
obtained from microbiological and statistical ais&ly show that very antagonistic strains
of Arthrobacter genus bacteria occur in the soil rhizosphere. Tteelation analysis
shows that protein hydrolysis can be involved iagonistic mechanisms, and that
pectinolytic strains are less effective in growthibition of pathogenic fungi.

Key words: antagonism, enzymeArthrobacter hydrolysis,Fusarium
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