SYLWAN 163 (12): 1006-1015, 2019

TOMASZ OSZAKO, ANNA ZOLCIAK, MIRELA TULIK, MItOSZ TKACZYK,
MARCIN STOCKI, JUSTYNA A. NOWAKOWSKA

Wptyw Bacillus subtilis i Trichoderma asperellum na rozwdj

sadzonek brzéz zainfekowanych patogenem drobnych

korzeni Phytophthora plurivora™

Influence of Bacillus subtilis and Trichoderma asperellum on the development
of birch seedlings infected with fine root pathogen Phytophthora plurivora

ABSTRACT

Oszako T, Zétciak A., Tulik M., Tkaczyk M., Stocki M., Nowakowska J. A. 2019. Wptyw Bacillus subtilis
i Trichoderma asperellum na rozwdéj sadzonek brzéz zainfekowanych patogenem drobnych korzeni Phyrophthora
plurivora. Sylwan 163 (12): 1006-1015. DOI: https://doi.org/10.26202/sylwan.2019106.

Phytophthora pathogens cannot be controlled with well-known fungicides, because as oomycetes
they do not synthesize chitin and ergosterol. Phytopathogenic microorganisms of Phytophthora
genus offers an alternative to pesticides. The aim of the study was to understand the interactions
among the host silver birch (Betula pendula), a common forest tree species in Polish lowlands and
in lower mountain locations, and its primary pathogen Phytophthora plurivora as well as potential
Biological Control Agents Bacillus subtilis and Trichoderma asperellum. The 2-year-old silver birch
seedlings were selected for this experiment. Interactions between P. plurivora and B. subtilis,
producing peptide antibiotics including polymyxin B and subtiline, stimulated growth of birch
seedlings. Comparing to the control a stimulation of both height and root collar diameter of plants
was observed when B. subtilis was added into the soil of pots. It is a saprophyte, decomposing
organic compounds of plant origin. However, the application of bacterium into the rhizosphere
soil stimulated more shoots growth than roots. The application of 7. asperel/um into the soil stim-
ulated development of roots, and in consequences the above-ground parts of plants. However,
in the combination with pathogen, 1. aspere/lum protected the roots only partially. The presence
of pathogen and its antagonists increases the biomass of birches compared to control plants.
Chlorophyll fluorescence studies proved better parameters like total performance index (PI total)
after application of B. subrilis, in contrast, interaction between B. subtilis and P. plurivora negatively
affected photosynthesis causing weakening of plants. The higher content of carboxylic acids,
observed in the variant with 7. asperellum + P. plurivora, indicates the initiation of biochemical
defence processes in birch leaves cells.
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Wstep

Interakcje pomiedzy roslinami i organizmami bytujacymi w Srodowisku determinujg zdrowot-
nos¢ drzew. Stres Srodowiskowy zazwyczaj zwigksza podatnos¢ roslin na choroby, m.in. znaczna
utrata lisci wskutek Zerowania foliofagéw powoduje ogélne ostabienie rosliny, a w konsekwencji
sprzyja infekcjom korzeni przez lggniowce (Qomycetes), np. Phytophthora plurivora (T. Jung &
T. T Burgess) [Schoeneweiss 1978]. Mikroorganizm ten jest w Polsce najczestszym patogenem
drobnych korzeni wielu gatunkéw drzew lisciastych, réwniez w ekosystemach lesnych, szkét-
kach i na plantacjach [Jung, Burgess 2009; Orlikowski i in. 2011]. Rytkonen i in. [2012] donosza,
ze w Finlandii P. plurivora powoduje fytoftoroz¢ brzozy brodawkowatej (Betula pendula Roth.),
jednak w Polsce brak jest doniesieri o patogenicznosci tego gatunku w odniesieniu do brzéz.

Zaréwno P, plurivora, jak i inni sprawcy fytoftorozy nie sg skutecznie zwalczani przy uzyciu
fungicydéw, poniewaz — w odréznieniu od grzybéw — legniowce nie syntetyzujg chityny i ergoste-
rolu. Istnieje zatem potrzeba poszukiwania innych sposobéw ochrony przed patogenami z rodzaju
Phytophthora. Liczne badania dokumentujg mozliwo$¢ zastosowania do tego celu biologicznych
metod z udzialem grzybéw z rodzaju Trichoderma i bakterii z rodzaju Bacillus [Grosch i in. 1999;
Costa i in. 2000; Okbasillasie 2005; Voitka, Orlikowski 2005; Becker 2011; Jagtapa i in. 2012;
Kumar i in. 2012; Lara-Chdvez i in. 2012; Yinez-Mendizdbal i in. 2012; You i in. 2016; Kowalska
i in. 2017]. Najsilniejsze dzialanic hamujace rozwdj patogenéw z rodzaju Phytophthora stwierdza
si¢ przy zastosowaniu 1. atroviride oraz T virens. Metabolity ekstrahowane z tych mikroorganiz-
méw wykazujg bowiem silne dziatania inhibicyjne, ktére potwierdzono przy uzyciu minimalnego
stezenia hamujgcego, dyfuzji dyskowej i testéw na antybiotyki [Bae i in. 2016]. Z kolei Caulier
i in. [2018] podaja, ze bakteria B. subtilis cechuje si¢ wlasciwosciami antagonistycznymi w sto-
sunku do innych organizméw i jest stosowana w biopreparatach.

Celem badani bylo poznanie reakcji sadzonek brzozy brodawkowatej B. pendula na wprowa-
dzenie do gleby P. plurivora i jego naturalnych antagonistéw w postaci izolatu grzyba 7. asperellum
oraz bakterii B. subrilis. Badano, czy naturalni antagonisci wptywaja korzystnie na rozwdj roslin
i czy ograniczajq rozwdj patogenu.

Materiat i metody

Materiat badawczy stanowity sadzonki brzozy brodawkowatej B. pendula pochodzace ze szkétki
w Nadlesnictwie Chojnéw (52°02'20,3"N 21°05'21,1"E), ktére wiosng 2016 roku posadzono jako
dwuletnie rosliny w wazonach o objgtosci 250 cm?, zawierajacych mieszaning gleby ogrodniczej
(pH 5,5) i wermikulitu w stosunku 2:1. Glebg zaszczepiono czystymi kulturami 7richoderma sp.
IZR D-11 (zidentyfikowanymi w trakcie badan jako 7. asperellum) i Bacillus subtilis 1ZR B 2-1.
Po 14 dniach do gleby wokét roslin wprowadzono inokulum P. plurivora (7-dniowg czystg kulturg
tego mikroorganizmu wraz z pozywkg agarowo-ziemniaczang PDA Becton Dickinson). Inokulum
P, plurivora przygotowano wedtug metodyki Junga i in. [1996], natomiast inokulum antagonistéw
uzyskano poprzez hodowle 1. asperellum na pozywce maltozowo-agarowej i B. subtilis na podtozu
bakteryjnym. Zawiesing BCA (1x10° CFU/ml) dodawano do kazdej doniczki w ilosci 100 ml.
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Doswiadczenie obejmowato nast¢pujace warianty: kontrola (1), B. subtilis (2), 1. asperellum (3),
P, plurivora (4), B. subtilis + P. plurivora (5) i T. asperellum + P. plurivora (6). W kazdym wariancie
wykorzystano jako powtérzenia 15 brzéz.

W sezonie wegetacyjnym 2018 roku wykonano za pomocg grubosciomierza pomiary $red-
nicy szyjek korzeniowych, a po zakoriczeniu sezonu wegetacyjnego rosliny zwazono i zmierzono
ich wysokos¢. Swiezg mase czgsci nadziemnych i podziemnych zwazono bezposrednio po zbiorze,
a suchg biomas¢ po wysuszeniu w temperaturze 60°C (po 72 h).

Aby ocenié¢ skutecznosé ochrony biologicznej przez 1. asperellum i B. subtilis przeciwko
P, plurivora, korzenie brzéz wyjgto z podloza i zmierzono ich dtugosé za pomocy skanera wod-
nego i oprogramowania WinRhizo.

W celu potwierdzenia obecnosci P. plurivora w glebie ryzosferowej i zaszczepionych tkan-
kach roslin (postulaty Kocha) zastosowano metody putapkowania, wyszczepiania na pozywki se-
lektywne (obserwacje mikroskopowe morfologii kultur) oraz analizy DNA. Reizolacje P. plurivora
wykonano z lisci dgbu (ktérych uzyto jako putapki) oraz z zainfekowanych tkanek brzéz. Inokulum
wyktadano na pozywki selektywne PARPH z dodatkiem antybiotykéw [Jung i in. 1996].

Izolaty DNA z putapek roslinnych oraz czystych kultur otrzymano za pomocy zestawéw
NucleoSpin® Plant II Midi kit (Macherey-Nagel, Niemcy). Reakcje PCR przeprowadzono w apa-
racie RotorGene 6000 (Qiagen, Hilden, Niemcy) dla pary starteréw I'T'S1/I'TS4 dla P. plurivora
[White i in 1990] i T asperellum [Hermosa i in. 2000]. Produkty PCR oczyszczano za pomocy
zestawow Gel-out (A&A Biotechnology, Polska) i sekwencjonowano w aparacie ABI 3730xI
DNA Analyzer (Applied Biosystems, USA) wedtug zalecen producenta. Otrzymane sekwencje
I'TS1-5.8S-I'TS2 tDNA poréwnywano z internetowg bazg sekwencji w GenBank (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov) i okreslano nazwe gatunkowsg dla 100% nukleotydowego podobieristwa w prog-
ramie NCBI-BLAST (E value=0).

Detekcjg substanciji lotnych w §wiezych lisciach brzéz wykonano przed zakoriczeniem eks-
perymentu w 2018 roku. W tym celu swieze liscie (1 g) umieszczono w zamknigtym naczyniu
o pojemnosci 60 ml i ogrzewano w temperaturze 50°C przez 60 minut. Nastgpnie do naczynia wpro-
wadzono wiékno SPME (ang. solid phase microextraction) pokryte fazg stacjonarng CAR/PDMS
(ang. carboxen/polydimethylsiloxane). Adsorpcj¢ substancji lotnych emitowanych przez liscie
brzozy prowadzono z fazy gazowej w temperaturze 50°C przez 30 min. Natomiast termicznej de-
sorpcji analitéw z wiékna SPME dokonano w dozowniku chromatografu w czasie 10 min w tem-
peraturze 250°C. Analiz¢ sktadu chemicznego wykonano przy uzyciu chromatografu gazowego
Agilent 7890A wyposazonego w spektrometr mas Agilent 5975C (GC-MS - ang. gas chro-
matography-mass spectrometry). Rozdzial przeprowadzono na kolumnie kapilarnej HP-5MS
o wymiarach 0,25 mm x30 mx 0,25 pm. Poczgtkowa temperatura pieca wynosita 35°C, przyrost
temperatury 5’C/min, a temperatura koricowa 250°C. Temperatura zrédta jonéw oraz kwadrupolu
wynosita odpowiednio 230 i 150°C, za$ szybkos¢ przeptywu helu przez kolumng chromatogra-
ficzng byla réwna 1 mL/min. Dozownik pracowat w trybie bez podziatu prébki.

Identyfikacji zwigzkéw chemicznych dokonano na podstawie widm mas poszczegélnych sub-
stancji otrzymanych podczas analizy GC-MS, ktére poréwnywano z widmami z biblioteki NIST
Mass Spectral Datebase. Przy identyfikacji wykorzystano réwniez eksperymentalne wartosci
indekséw retencji, ktére poréwnano z indeksami dostepnymi w literaturze [Stocki i in. 2018].
Zawarto$¢ procentowg poszczegdlnych substancji obliczono na podstawie pola powierzchni odpo-
wiadajgcych im pikéw na chromatogramie, przyjmujgc jako 100% sume p6l powierzchni wszystkich
oznaczanych zwigzkéw.
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Przed zakoriczeniem eksperymentu wykonano latem przy uzyciu fluorymetru Handy PEA
(Hansatech Instruments Ltd,) pomiary bezposredniej fluorescenciji chlorofilu na srodkowej czesci
dojrzatej blaszki lisciowej (na prébkach o powierzchni 4 mm?) za pomocg specjalnych klipséw.
Dla kazdej kombinacji doswiadczalnej przeprowadzono po 10 pomiaréw. Przed rozpoczgciem
pomiaru brzozy przetrzymywano przez 45-60 min w ciemnosci w temperaturze pokojowej. Pomiaru
dokonano wedtug standardowego protokotu zalecanego przez producenta aparatu, przy nat¢zeniu
impulsu $wiatta 3500 pmol/m?/s i czasie jego trwania réwnym 1 s. Otrzymane wartosci wskaznikéw
fluorescenciji [Kalaji 2011] przedstawiono w postaci wykresu radarowego.

Do analiz zastosowano nieparametryczny test Kruskala-Wallisa, a w przypadku wskazania
istotnych statystycznie réznic mi¢dzy wariantami przeprowadzono dodatkowo poréwnanie sred-
nich rang w celu wyltonienia wariantéw, ktére istotnie réznity si¢ od pozostatych. Analizy wyko-
nano przy uzyciu oprogramowania Statistica 13.1.

Wyniki i dyskusja
W badanych prébach gleby ryzosferowej potwierdzono obecnosé DNA P plurivora (100%

podobieristwa z izolatem nr KX618504) oraz obecnos¢ DNA T. asperellum (100% podobieristwa
z izolatem nr AF278789, GenBank).

ANALIZY CECH BIOMETRYCZNYCH. Wysokos$¢ brz6z wahata si¢ w granicach od 45 do 60 ¢cm, przy
czym najwickszy pozytywny wpltyw na wzrost elongacyjny roslin zaobserwowano w wariancie 2
z B. subtilis, jak i w interakcji bakterii z P plurivora (wariant 5). Odnotowane réznice w wysokosci
brzéz w wariantach z mikroorganizmami w poréwnaniu z kontrolg nie byly istotne statystycznie.

Prawdopodobnie uruchomienie reakcji obronnych roslin wptyng¢to na zwigkszenie grubosci
ich szyi korzeniowych, ktérej wartos¢ oscylowata pomiedzy 4 a 5,5 mm w obecnosci jedynie
patogenu lub w kombinacji z antagonistg (ryc. 1). Najwyzszy przyrost grubosci szyi korzeniowej
zaobserwowano po miesigcu w przypadku interakcji patogen — bakteria i réznice te byly istotne
statystycznie.

Stymulacj¢ rozwoju drobnych korzeni brzéz odnotowano w interakcji antagonistéw (bakterii
i grzyba) z patogenem (warianty 5 i 6). W odniesieniu do wariantéw z obecnoscig w glebie wy-
tacznie patogenu badz tez jedynie jego antagonistéw (warianty 2, 3, 4) stwierdzono zmniejszenie
dtugosci korzeni drobnych w poréwnaniu z kontrolg i réznice te byly istotne statystycznie (ryc. 2).
Swieza masa pedéw i korzeni oscylowata pomiedzy 2 a 6 g (ryc. 3). Zdecydowanie najwigkszg
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Rye. 3.
Swieza (biaty) i sucha (szary) biomasa [g] sadzonek brzozy po 3 latach trwania do§wiadczenia

Fresh (white) and dry (grey) biomass [g] of birch seedlings after 3 years of the experiment
cz¢$¢ nadziemng umownie zaznaczono jako rosling; aboveground part of the seedling is marked as plant

$wiezg masg charakteryzowaly si¢ korzenie brz6z w wariancie 6 (T asperellum + P. plurivora), jed-
nak ich sucha masa byta o polowe¢ mniejsza i zawierata si¢ w przedziale migdzy 1,8 a 3,5 g. Zaob-
serwowano, zZe najwigkszy pozytywny wplyw na suchg mas¢ korzeni, ktéra byta o ponad potowe
wigksza niz w kontroli, mial mikroorganizm 7. asperellum.

W wariantach 1 (kontrola), 2 (B. subtilis) i 5 (B. subtilis + P. plurivora) sucha masa pgdéw byta
wigksza niz korzeni, odwrotnie niz w wariancie z 1. aspere/lum (nawet w interakcji z patogenem).
W wariancie z P. plurivora $wieza i sucha masa pedéw byta poréwnywalna ze §wiezg i suchg masg
korzeni, a parametry te charakteryzowaly si¢ wickszymi wartosciami w poréwnaniu z kontrola.

Uzyskane wyniki analiz biometrycznych cech bedace efektem interakeji migdzy P. plurivora
i antagonistami oraz wynikajace z tego reakcje brzéz na oddzialywanie mikroorganizméw znajdujg
potwierdzenie w danych literaturowych. Liczne prace, wprawdzie w wigkszosci dotyczace roslin
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zielnych, wskazujg na stymulujacy wptyw gatunkdéw z rodzaju Trichoderma na wzrost i rozwdj
roslin poprzez hamowanie aktywnosci patogenéw roslinnych bytujgcych w glebie oraz bardzo
silne dzialanie antagonistyczne i mikropasozytnicze [Hermosa i in. 2012]. Antagonistyczne
dziatanie gatunkdéw z rodzaju Trichoderma wynika z réznych cech tych mikroorganizméw, takich
jak tolerancja na zmiany warunkéw srodowiskowych [Munnecke i in. 1981], zdolnosé¢ do degra-
dacji réznych substancji organicznych w glebie czy wytwarzanie toksycznych zwigzkéw, anty-
biotykéw i enzyméw [Ishikawa i in. 1976; Papavizas 1985; Vandriesche, Bellows 1996; Howell
2003; Harman i in. 2004]. Nowsze badania wykazaty ponadto, ze izolaty z rodzaju Trichoderma
mogg oddziatywa¢ bezposrednio na komdérki korzeni, przyczyniajac si¢ do stymulacji wzrostu
ro§liny i zwigkszania jej tolerancji na stresy abiotyczne. Ban i in. [2018] wskazuja na wzrost dtu-
gosci pedow, korzeni, jak i swiezej masy u ro$lin inokulowanych 7. arzianum. 7. kolei Hohmann
i Stewart [2011] donosza, ze T hamatum znaczaco przyczynia si¢ do zmniejszenia Smiertelnosci
mlodych drzewek Pinus radiata, jak i stymuluje wzrost p¢déw i korzeni. Wykazany w niniejszych
badaniach istotny wzrost suchej masy korzeni brzéz w wariancie z 7. asperellum oraz ich swiezej
masy w wariancie 7. asperel/um w kombinacji z P. plurivora niewatpliwie potwierdza stymulujgce
i antagonistyczne dziatanie 1. aspere//um. Podobny stymulujacy wplyw na wzrost wydtuzeniowy
(ale tylko w odniesieniu do pgdéw) zaobserwowano w przypadku wykorzystania B. subtilis, ktéry
reprezentuje grupe ryzobakterii i okreslany jest mianem mikroorganizmu stymulujgcego wzrost
roslin (ang. Plant Growth Promoting Rhizobacteria, PGPR) [Hashem, Abd Allah 2019]. Peptydowe
antybiotyki syntetyzowane przez B. subtilis, np. polimyksyna B i subtilina, posiadajg wasciwosci
amfifilowe (tzn. hydrofobowe i hydrofilowe), ktére przyczyniajg si¢ do degradacji $ciany komér-
kowej patogendw, co stanowi obiecujgcg strategie w walce z infekcjami drobnoustrojowymi roslin.
Mozna przypuszczad, ze B. subtilis w interakcji z P. plurivora stymuluje wzrost sadzonek mtodych
brzéz, prawdopodobnie dzi¢ki produkcji peptydowych antybiotykéw [Hussain i in. 2017]. Wydaje
si¢ zatem, ze mikroorganizmy wykorzystane w niniejszych badaniach mogg by¢ uzyteczne w ochro-
nie mtodych brzéz przed P, plurivora.

ANALIZY BIOCHEMICZNE. Fluorescencja chlorofilu, bedaca miernikiem stanu fizjologicznego roslin
[Samborska i in. 2018], wynika z emisji zwrotnej czesci energii swietlnej, ktéra powoduje wzbu-
dzenie czgsteczek chlorofilu. Do pomiaru fluorescencji chlorofilu uzyto nicinwazyjnej metody,
ktdrg opisujg liczne wskazniki, jednak najwazniejszym z nich jest PI total (ang. total performance
index), czyli wskaznik funkcjonowania fotosystemu I i IT w odniesieniu do poziomu fluorescencji
w prébie kontrolnej [Kalaji 2011]. Wedtug Cetner i in. [2016] istnieje odwrotna zaleznos¢ migdzy
intensywnoscig fluorescenciji chlorofilu a intensywnoscig aparatu fotosyntetycznego, jednak wykres
radarowy przedstawia wyniki wyrazone w procencie kontroli, dlatego wyzsze wartosci oznaczajg
wickszg efektywnos¢ procesu fotosyntezy.

Najwyzsze wartosci PI total odnotowano u brzéz z wariantu z udzialem B. subtilis, wynosity
one bowiem 1,3 i byly 0 30% wicksze w poréwnaniu z kontrolg (ryc. 4). Nie zaobserwowano istotne;
zmiany wielkosci parametru opisujacego fluorescencj¢ chlorofilu w wariancie z udziatem P. plurivora
w poréwnaniu z kontrolg, natomiast w pozostatych wariantach wartos¢ PI total byta o okoto 30%
mniejsza (ryc. 4).

Dane literaturowe wskazujg, ze infekcje roslin dokonane przez gatunki z rodzaju Phytophthora
czesto prowadzg do obnizenia przewodnictwa szparkowego i fotosyntezy [Crombie, Tippett 1990;
Maurel i in. 2004; Fleischmann i in. 2005]. Badania nad wptywem P. ramorum na Rhododendron
macrophyllum wykazaty, ze aktywnos¢ patogenu prowadzi do wystgpienia nekroz na pedach, utraty
przewodnictwa wody, a w konsekwencji powstaty stres wodny staje si¢ przyczyng zamknigcia
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Fluorescence of chlorophyll birch leaves in variants of the experiment

ABS/CSm

aparatéw szparkowych i obnizenia wydajnosci fotosyntetycznej [Manter i in. 2007]. W prezen-
towanych badaniach nie zaobserwowano negatywnego wptywu P. p/urivora na fotosyntezg.

Analiza substancji lotnych dotyczyla zwigzkéw fenolowych, terpenéw i steroli. W wariancie
1 asperellum+ P. plurivora w lisciach brzéz stwierdzono prawie dwukrotnie wickszg zawartosé
kwaséw karboksylowych w poréwnaniu z pozostatymi wariantami, natomiast ponad trzykrotnie
zwigkszong zawarto$¢ aromatycznych estréw odnotowano w wariantach z udziatem P, plurivora
i antagonistéw (tab.).
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Jakosciowy i pétilosciowy sktad [%] lotnych zwigzkéw metabolitéw wtérnych emitowanych przez liscie brzozy
w wariantach eksperymentu
Qualitative and semi-quantitative composition [%] of volatile organic compounds emitted by leaves of birch
in the experiment variants

Kontrola 7 . B.subtilis+ T asperellum+
B. A P

Control subtilis T asperellum P, plurivora P plurivora P plurivora
Zwiqzk.i fenolowe 441 2,96 411 3,75 4,62 3,50
Phenolic compounds
Monoterpeny 0,67 1,15 1,04 - 0,64 -
Monoterpens
Monotcrpcno?dy 9,56 11,78 10,87 11,8 11,04 11,09
Monoterpenoids
Seskwiterpeny 1,49 0,83 1,75 1,13 0,84 0,52
Sequiterpens
Kwasy ka.rbok'sylowe 213 2,69 B 0.41 1,51 434
Carboxylic acids
Es'try al.lfatycznc 491 3,83 6,36 4,17 4,62 3,58
Aliphatic esters
Estry aromatyczne 0.40 033 0,77 0,74 1,33 1,30
Aromatic esters
Alifatyczne zwigzki
karbonylowe g 17 49 46,43 49,19 45,18 47,35
Aliphatic carbonylic
compounds
Aromatyczne zwigzki
karbonylowe = ) g 1,15 2,24 2,06 2,47 1,01
Aromatic carbonylic
compounds
Alkohole alifatyczne
Al mite lehals 7,12 9,96 8,57 11,26 8,98 9,18
Alkohole aromatyczne g o, 6,64 6,79 9,24 9,97 10,22
Aromatic alcohols
Alkany 543 4,20 3,28 1,70 2,58 2,58
Alkans
Alkeny
Alkens 1,12 0,26 1,45 - 0,24 0,26
Inne 2,78 2,90 5,00 4,08 547 477
Other
Niczidentyfikowane 5 2,23 1,33 0,48 0,52 0,30
Unidentified

Kwasy karboksylowe to substraty (produkty) reakcji biochemicznych, w tym pochodne
kwasu szikimowego, ktére prowadzg do powstania polifenoli — substancji uczestniczgcych w bio-
chemicznej obronie roslin. Nalezg do nich gléwnie kwas jasmonowy (biorgcy udziat w tzw. indu-
kowanej odpornosci systemicznej, ISR) i kwas salicylowy (w nabytej odpornosci systemicznej,
SAR), ktérych zawartos¢ u roslin gwaltownie wzrasta w warunkach stresu [Mazid i in. 2011; Kulbat
2016; Sdnchez-Sdnchez, Morquecho-Conteras 2017]. Mozna zatem przypuszczaé, ze istotny
wzrost zawartosci kwaséw karboksylowych (a tym samym i polifenoli) u brzéz w wariantach
z udziatem P, p/urivora $wiadczy o uruchomieniu biochemicznych proceséw obronnych.
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Whioski

# Badania potwierdzajg pozytywny wptyw BCA na wzrost i biomase sadzonek brzozy — dzigki
ograniczeniu uszkodzen korzeni drobnych powodowanych przez P, plurivora.

% Szczegdlnie B. subtilis w interakeji z P plurivora stymuluje wzrost sadzonek miodych brzéz,
prawdopodobnie dzi¢ki produkeji peptydowych antybiotykéw (tj. polimyksyny B i subtiliny).

# Uszkodzenia korzeni drobnych przez P. plurivora nie wptywaja na zmniejszenie aktywnosci
fotosyntezy w lisciach brzéz.

#* Wicksza zawartos¢ kwaséw karboksylowych, zaobserwowana w wariancie z udziatem 1. asperellum
+ P plurivora, $wiadczy o zainicjowaniu biochemicznych proceséw obronnych w komérkach
lisci brzéz.
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