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ENZYMATYCZNE | ANTAGONISTYCZNE

WELA SCIWO SCI FLUORYZUJ ACYCH PALECZEK
Z RODZAJU Pseudomonas, WYIZOLOWANYCH

Z RYZOPLANY LNU WLOKNISTEGO

Anna Ligocka, Justyna Bauza-Kaszewska, Zbigniews2alk
Akademia Techniczno-Rolnicza w Bydgoszczy

Streszczenie W pracy zbadano stogiektywndci enzymow pektynolitycznych, celulo-
litycznych, amylolitycznych i proteolitycznych, akke zdolnd¢ do uruchamiania nieroz-
puszczalnych fosforandw przez fluoryag pateczki z rodzaj®seudomonasBakterie
wyizolowano z ryzoplany Inu wiéknistego, uprawianeg systemie zmianowania i mono-
kultury. Zaden z izolatéw nie wykazywat aktyw§od enzymatycznej wobec celulozy, na-
tomiast pozostate wielocukry hydrolizowane byly gravszystkie izolaty. Bakterie byty
najbardziej aktywne wobec biatka. Oceniono rownieh wiasciwosci antagonistyczne
wzglgdem wybranych patogendw grzybowych wyizolowanyctego samegdrodowi-
ska. Wszystkie z nich, chociav réznym stopniu, hamowaty rozwoj grzybéw.

Stowa kluczowe len, ryzoplanaPseudomonagntagonizm, patogeny, grzyby

WSTEP

Lnu witdknistego Linum usitatissimunt..) nie naley siat na tym samym polu ¢z
sciej niz co 6-7 lat, poniewamog wystpi¢ objawy zngczenia gleby, czyli wylnienia.
Najwigksze straty plonéw, gjajace 10-20%, powoduj fitopatogeny grzybowe,
zwlaszcza grzyby z rodzajBusarium Alternaria, Phomai Botrytis [Herse 1986].
W strefie przykorzeniowej éin stymulowany jest tate rozwéj bakterii PGPR (Plant
Growth-Promoting Rhizobacteria), ktére naledo grupy organizméw niekorzystnych
dla patogendéw i w zespotach agrobiocenotycznycimirnikami korzystnych zmian
fitosanitarnych [Lasicowa 1989]. Nalke do nich bakterie z rodzaj@seudomonas
zwlaszcza szczepy fluoryzigie. Ich wspdla cechy jest produkowanie pigmentow,
ktére fluoryzujp w $wietle UV. Niektore z nich zawierajsiderofory, a ich produkcja
znacznie wzrasta w warunkach niedobgelaza. Za pomagcsideroforéw oraz metabo-
litow wykazupcych aktywnd¢ antybiotyczm mikroorganizmy te g w stanie ograni-
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czy¢ rozwoj grzybowFusarium oxysporupnF. tabacinum, Rhizoctonia solainfertici-
lium sp. oraz bakteriErwinia sp. czyStreptomycesp. [Duijff i in. 1993, Scher i Baker
1982].

Celem pracy byto wyizolowanie z ryzoplany Inu wiédtego oraz zidentyfikowanie
saprotroficznych pateczek z rodzé&gseudomonaseraz scharakteryzowanie ich éda
wosci enzymatycznych i wkgiwosci uruchamiania nierozpuszczalnych trojfosforanéw.
Oceniono réwnig znaczenie tych mikroorganizméw w ograniczaniu \sarogrzybo-
wych patogendéw: Fusarium solani F. avenaceum F. oxysporum F. equiseti
Rhizoctonia solanBotrytis cinereaAlternaria alternata Verticilium sp. iPhomasp.

MATERIAL | METODY

Badaniami ohjto mikroorganizmy wyizolowane z ryzoplany Inu wiésiego —
Linum usitatissimumodmiany Artemida, uprawianego w systemie zmiandaan
(6-poléwka: lenzyto, bobik, pszetyto ozime, ziemniak, owies) oraz 30-letniej mono-
kultury na poletkach Zakladu Bwiadczalnego w Batcynach koto Ostrédy. sRay
pobrano w dwéch stadiach rozwojowych — w stadiuncheséw (pod koniec maja)
i kwitnienia (w kaicu czerwca). Optukane pod biga woda gtdwne korzenie Inu po-
cigto na 0,5 cm inokula i ponownie plukano podzhta woda przez 1 h. Nagpnie
odkazano je powierzchniowo w 75% alkoholu, chlorkgcit(sublimacie) i trzykrotnie
ptukano w sterylnej wodzie destylowanej. Inokulagniesiono na pywke PDA (Po-
tato Dextrose Agar, Merck, 1.10130) i inkubowanpegar4-5 dni w temperaturze 0
Wyroste po tym czasie drobnoustroje przeszczepiampaywke PDA (grzyby) i po-
zywke selektywn, dla fluoryzupcych bakterii z rodzajiPseudomonagozywke Kinga
B [King i in. 1954]). W przypadku tych ostatnichudresceng sprawdzano véwietle
UV. Dodatkowo wykonano preparaty barwione mat@tama. Izolaty grzybéw ozna-
czono za pomagkluczy mykologicznych [Gilman 1957, Barnet 196@ri&n 1972].

Oceniono wiéciwosci celulolityczne (aktywn& C,-celulazy), amylolityczne, pek-
tynolityczne (paywka o pH 5,2 — do oznaczenia poligalakturonazyoméast paywka
o pH 8,0 — liaz pektynowych) i proteolityczne baktéNV tym celu zaszczepiono je na
pozywki zawierajce odpowiednio: sél sodawkarboksymetylocelulozy [Strzelczyk
i Szpotaski 1989], skroli [Boguszewska 1980], pektyfHankin i in. 1971] izelatyrg
[Sobczak i in. 1978] oraz inkubowano przez 7-14 wntemperaturze 2C. Po tym
czasie mierzonérednice stref hydrolizy poszczegdlnych zzkow, ktére ujawnity si
po zalaniu paywek odpowiednimi odczynnikami. |zolaty testowar@wniez pod lka-
tem zdolndci rozpuszczania fosforanu trojwapniowego naypece fosforanowej [Pi-
kowska 1948]. Po 3-tygodniowej hodowli sprawdzabeand¢ stref hydrolizy. Wszy-
stkie testy wykonano w trzech powtdrzeniach, a eqeziomu enzymatycznych wia-
sciwosci badanych izolatéw przeprowadzono wedtug ¢aghcej skali: 0 cm — brak
aktywnaici enzymatycznej, 0,1-0,50 cm — aktywadoardzo staba, 0,51-0,99 cm — ak-
tywnos¢ staba, 1,0-1,99 cm — aktywftosrednia, 2,0-3,0 cm — aktywibduwa, 3,10 cm
i powyzej — aktywnd¢ bardzo dua.

Wykonano réwni¢ badania mage na celu oké&enie wiaciwosci antagonistycz-
nych fluoryzujcych pateczek wobec patogendw grzybowfetsarium solaniF. ave-
naceum F. oxysporum F. equiseti Rhizoctonia solaniBotrytis cinerea Alternaria
alternatg Verticilium sp. iPhomasp. Bakterie zaszczepiano liniowo z boku plytki na
pozywce Kinga B i inkubowano je przez 48 godz. w teraprze 24C. Nastpnie, po
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72 godzinach hodowli grzybéw, korkoborem wycinamoebna cze$¢ grzybni i przeno-
szono wyaite krazki na srodek paywki w szalce Petriego z uprzednio zaszczepion
bakterh. Testy wykonano w trzech powt6rzeniach. Dodatkawydonano préb kon-
trolna, kt6ra stanowita hodowla grzyba na pogioKinga B bez bakterii. Stopieanta-
gonistycznego oddziatywania bakterii w stosunkuettowanych grzybéw oceniano po
96 godzinach inkubacji w temperaturze pokojowejeidono promig grzybni, a na-
stepnie okrdlono stopié inhibicji, wyrazajacy réznice miedzy ditugdcia promienia
grzyba rozwijagcego st na ptytkach kontrolnych a dtugaa grzybni rozwijajcej sk

w obecndci bakterii. Ré@nice wyrazono w procentach, przyjmag za 100% wielké&e
promienia grzybni rozwijacej st na ptytkach kontrolnych. Do interpretacji wynikoéw
przyjeto 5-stopniow skak oparti na wskaniku inhibicji — na podstawie zmodyfikowa-
nej metody Coopera i Chiltona [1950], w ktérej: @bznaczat brak dziatania, 2-25% —
dzialanie stabe, 26-50% — dzialadiednie, 51-75% — dzialanie silne, 76-100% — dzia-
tanie bardzo silne.

WYNIKI

Badania ildciowe bakterii wykazatyze fluoryzupce szczepyPseudomonaspp.
czesciej izolowano w czasie kwitnieniaznw czasie wschodéw, niezalee od systemu

uprawy (rys. 1).

%
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Wschody — Emergence Kwitnienie — Flowering

O Monokultura — Monoculture O Zmianowanie — Crop rotation

Rys. 1. Procentowy udziat bakterii z rodzafseudomonasv ogdlnej populacji bakterii
wyizolowanych z ryzoplany Inu wiéknistego

Fig. 1. Percentage ¢fseudomonagenus bacteria in the total population of bactextdated
from flax rhizoplane

Wszystkie izolaty bakterii z rodzajgseudomonawykazywaty zblkona aktywnai¢
hydrolityczry w stosunku do wglowodandw i biatka, a take w podobnym stopniu
prowadzity mobilizag} nierozpuszczalnych form fosforu (tab. 1). Najaktyeyszej

Agricultura 4(2) 2005



50 A. Ligocka, J. Bauza-Kaszewska, Z. Paluszak

biodegradacji podlegato biatko, natomiasiden z izolatéw nie posiadat éwosci
biodegradaciji soli sodowej karboksymetylocelulo@C-Na).

Tabela 1. Aktywné& enzymatyczna bakterii z rodzajBseudomonasspp. w stosunku do
wybranych wglowodanoéw, biatka i nieorganicznej formy fosforu

Table 1. Enzymatic activity of bacteria of tleseudomonaspp. genus towards selected
carbohydrates, protein and inorganic form of phosp#

Numer izolatu Weglowodany — Carbohydrates _ Mobilizacja| A
- nierozpuszczalnyc
Pseudomonaspp. _ Pektyny — Pectins SOl sodowa Biatko form fosforu
Number of Skrobia karboksymetylocelulozy ; i ati
- Protein ~ Mobilization of
Pseudomonaspp. - starch Sodium insoluble forms of
isolate PHS5.0 PpHB8.0 carboxymethylcellulose phosphorus
M589 o+ + ++ - + ++
M622 + + + - ++++ ++
M627 ++ ++ ++ - + ++
M654 ++ + + - +++ —/+
M868 o+ ++ ++ - o+ +
7168 + ++ ++ - +++ ++
2704 + ++ ++ - o+ ++
7728 ++ ++ ++ - ++ ++
7732 e ++ ++ - + ++
7933 ++ ++ ++ - ++ ++
7936 ++ ++ +++ - +++ ++

— brak aktywnéci enzymatycznej — no enzymatic activity
—/+ aktywnda¢ bardzo staba — very weak activity

+ staba — weak activity

++ $rednia — medium activity

+++ dwa — strong activity

++++ bardzo dia — very strong activity

Spasrdd wszystkich wyizolowanych grzybdw do dalszyclidawybrano nasipu-
jace izolaty: Fusarium solaniM651, F. avenaceumM410, F. oxysporumM402,
F. culmorumz869 i F. equisetiM385, Botrytis cinereaZ132, Alternaria alternata
M369, Rhizoctonia solanv664, Verticillium sp. Z29 iPhomasp. Z162. Testy antago-
nistyczne, w ktérych sprawdzano wptyw fluoryauych pateczek z rodzapseudomo-
nasna rozwoj grzybow z rodzajausarium wykazaty,ze w kadym przypadku docho-
dzito do stabszej lub silniejszej inhibicji patogefmys. 2 i 3).

Najbardziej aktywnymi izolatamPseudomonasspp. okazaly si M627, Z704
i 2933, ktére ograniczaty rozwéj grzybni w okoto%0Najbardziej wrdiwym gatun-
kiem Fusarium byt F. avenaceumpodczas gdy najbardziej opornym na inhibicyjne
dziatanie bakterii &F. oxysporum.Najwieksz role w ograniczeniu wzrostu grzybni
pozostatych patogenow odegraty izolaty M868, Z72833 i Z936 (inhibicja w ponad
64%) (rys. 4 i 5). Naley zwrOci uwag, ze wigksza¢ najbardziej aktywnych izolatow
uzyskano z rélin uprawianych w systemie zmianowania. Patogenejhandziej wra-
liwym na antagonistyczne dzialanie pateczBkeudomonasspp. byt Alternaria
alternatg a najbardziej opornym \erticillium sp.
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Rys. 2. Antagonistyczne dziatanie fluorymmjch pateczek z rodzajaseudomonasa grzyby
z rodzajuFusarium,wyrazone w % inhibicji

Fig. 2.  Antagonistic effect of fluorescent rods R$eudomonagenus onFusarium genus
fungi, expressed as % of inhibition
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Rys. 3. Antagonistyczne dziatanie fluorymmjch pateczek z rodzajaseudomonasa grzyby
z rodzajuFusarium wyrazone w % inhibicji

Fig. 3. Antagonistic effect of fluorescent rods Pdeudomonagenus onFusarium genus
fungi, expressed as % of inhibition
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Fig. 4. Antagonistic effect of fluorescent rods &fseudomonasgenus on different
phytopathogenic fungi, expressed as % of inhibition
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Rys. 5. Antagonistyczne dziatanie fluorymych pateczek z rodzajlPseudomonasna
fitopatogeny grzybowe, wyzane w % inhibicji

Fig. 5. Antagonistic effect of fluorescent rods @&fseudomonasgenus on different
phytopathogenic fungi, expressed as % of inhibition
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DYSKUSJA

Wiasciwosci enzymatyczne patogenicznych mikroorganizméw wWgié hydroliza
pektyn i celulozy) wiza sie z ich pasgytniczym trybemzycia, natomiast w przypadku
saprofitycznych mikroorganizméw mggvptywat na ograniczenie wzrostu fitopatoge-
néw. Degradacja biatka i skrobi réwaipetni niebagaterole, zwlaszcza w drugim
etapie penetracji komorek dmnych czy mikroorganizméw. Poza tym ektoenzymy
uczestnicz w rozktadzie martwej materii organicznejsvodowisku.

Wiekszadi¢ izolatow z rodzajlPseudomonasajintensywniej biodegradowato celu-
loze i bialko, natomiastaden z nich nie posiadat wtawosci biodegradacji soli sodo-
wej karboksymetylocelulozy. Wszystkie testowanetea&, ché w réznym stopniu,
byly w stanie przeprowadznierozpuszczalne trojfosforany do rozpuszczalngcivicc
przyswajalnych dla iin i mikroorganizméw monofosforanéw.

Odpowiednie nagpstwo rdlin sprzyja czstszemu wyspowaniu mikroorgani-
zmoOw paytecznych, do ktérych zaliczagsin.in. fluoryzupce bakterie z rodzajBseu-
domonas bedace swoist biologiczry ochrom przed fitopatogenami. W tworzeniu bio-
logicznej bariery ograniczagej rozwdj fitopatogendw wae znaczenie magiderofory
produkowane m.in. przez bakterie z rodzRgeudomonasHamup one rozwoj grzy-
béw Fusarium oxysporumPythium spp. oraz DRMO [Leisinger i Margraf 1979,
Kloepper i in. 1980], a tale patogenéw (w glebach opornych) powadygh fuzaryjne
wiedniecie Inu, rzodkiewki i ogdrka [Scher i Baker 1982forzel podstawydzbta
[Cook i Weller 1987] oraz czagregnilizng korzeni tytoniu [Stutz i in. 1986]. Dodanie
do gleby szczepu B-10 bakterii z rodz&seudomonahkib jej sideroforu — pseudobak-
tyny skutecznie ograniczato réwniewiednigcie Inu powodowane przeEusarium
oxysporumf. sp lini [Kloepper i in. 1980]. Wyniki badawlasnych wskazyj ze
wszystkie fluoryzujce izolaty Pseudomonaspp. wykazywaly aktywnd antagoni-
styczny, wyrazajaca Sie powstaniem stref zahamowania wzrostu grzybni fitogendw.
JedynieF. oxysporunbyt odporny na ich dziatanie.

Alternatywnym rozwizaniem zapobiegaym chorobom Inu pochodzenia fitopato-
gennego mze st& sie bakteryzacja nasion. W wyniku jej stosowania penée Inu
przezFusariumsp. obntono o 40-70% [Borecki 1996]. Szczepienie drobnajatni
antagonistycznymi nasion, korzeni ¢ddw uznano za najbardziej skutegzmetod;
zwalczania glebowych patogendwélinonych. W wyniku szybkiej kolonizacji antagoni-
sci mog chront rosliny przed niespecyficznymi patogenami jdkhizoctonia solani
Pythiumsp.,Fusariumsp., Verticiliumsp. i wieloma innymi [Strzelczyk 1988].

Profilaktyka ochronna prowadzona sposobami biologimi maze okaza sie nie-
zwykle skuteczna, jeli w stref korzeniow roslin beda wprowadzane preparaty na bazie
izolatdw mikroorganizméw, ktére porinie przeszty se¢ibada laboratoryjnych.

WNIOSKI

1. Fluoryzujce szczepyseudomonaspp. czsciej izolowano w czasie kwitnienia
niz w okresie wschodéw, niezalge od systemu uprawy. Bakterie wykazywaty zidi
na aktywnda¢ hydrolityczry w stosunku do wglowodanéw (poza sglsodove karbok-
symetylocelulozy) i biatka, a tag w podobnym stopniu prowadzity mobilizaajie-
rozpuszczalnych form fosforu, jednakden z izolatéwWwseudomonaspp. nie posiadat
wilasciwosci biodegradaciji celulozy.
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2. Wigkszas¢ najbardziej aktywnych wobec patogenéw grzybowydolatow
Pseudomonaspp. uzyskano z §tin uprawianych w systemie zmianowania. Patogenem
najbardziej wraliwym na antagonistyczne dziatanie tych bakteriit bAternaria
alternatg a najbardziej opornym Merticillium sp., natomiast sgmd grzybéw z rodza-
ju Fusariumnajbardziej wraliwym gatunkiem okazat siby¢ F. avenaceuma najbar-
dziej opornym -F. oxysporum.
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ENZYMATIC AND ANTAGONISTIC PROPERTIES OF FLUORESCEN T
Pseudomonas BACILLI ISOLATED FROM FLAX RHIZOPLANE

Abstract. The degree of pectinolytic, celulolytic, amylatytand proteolytic enzymes
activity as well as the ability to set in motiorsiduble phosphates by the fluorescent
bacilli of the genusPseudomonasvere evaluated. The bacteria were isolated froen th
rhizoplane of flax Linum usitatissimuni.) grown in crop rotation and monoculture.
None of thePseudomonaisolates showed the enzymatic activity towardsubasdle, while
the other polysaccharides were hydrolyzed by althefm. Bacteria were most active
towards protein. Their antagonistic properties tasaselected pathogenic fungi isolated
from the same environment were also evaluatedatsslof the genu8seudomonawere
tested towards selected fungal pathogens. All eitinhibited the development of fungi,
though to different extent.

Key words: flax, rhizoplanePseudomonasantagonism, pathogens, fungi
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