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MOZLIWOSC OGRANICZANIA WZROSTU GRZYBOW
PATOGENICZNYCH DLA LESZCZYNY
PRZEZ BAKTERIE ANTAGONISTYCZNE

Ewa Krol, Zofia Machowicz-Stefaniak, Ewa Zalewska

Streszczenie. Sposrdd 138 badanych izolatéw bakterii epifitycznych pochodzacych z lisci
leszczyny, 12 izolatéw ograniczalo in vitro wzrost kolonii Botrytis cinerea, 33 ogranicza-
to wzrost Cytospora corylicola, 31 hamowalo wzrost Gloeosporium coryli, a 36 wykazy-
walo antagonistyczne oddziatywanie w stosunku do Phomopsis sp. Stwierdzono, ze tylko
9 izolatéw ograniczato wzrost kolonii wszystkich wymienionych patogenéw, a 7 izolatéw
ograniczalo wzrost przynajmniej 3 gatunkéw grzybow patogenicznych. Zdolnos¢ bada-
nych izolatéw bakterii do ograniczania wzrostu patogendw byta wigksza po 4 dniach bio-
tycznego oddzialywania, a po 8 dniach znacznie si¢ zmniejszyta. Najefektywniejsze
w ograniczaniu izolaty bakterii nalezaty do rodzajéw Pseudomonas fluorescens, Pseudo-
monas spp., Bacillus sp., Enterobacter, Citrobacter, Klebsiella lub Erwinia cypripedii.

Stowa kluczowe: leszczyna, bakterie antagonistyczne, Botrytis cinerea, Cytospora coryli-
cola, Gloeosporium coryli, Phomopsis sp.

WSTEP

W ostatnich latach zaobserwowano w Polsce potudniowo-wschodniej wystgpowanie
na nadziemnych organach leszczyny licznych gatunkéw grzybéw patogenicznych.
Obok najpowszechniej wystepujacego patogenu Monilia coryli Schellenb., za szkodliwe
uznano takze Botrytis cinerea Pers., Cytospora corylicola Sacc., Gloeosporium coryli
(Desm.) Sacc. i Phomopsis sp. [Machowicz-Stefaniak 1998, Zalewska 1999, Macho-
wicz-Stefaniak i Zalewska 2000]. Wymienione patogeny zasiedlaty najczesciej kwiato-
stany meskie i zenskie, zawiazki owocowe oraz owoce prze caly okres wzrostu leszczy-
ny, powodujac nekroz¢ na zainfekowanych organach. W badaniach wtasnych ustalono,
ze rézne fungicydy oraz antagonistyczne grzyby, zwlaszcza z rodzajow Trichoderma
1 Gliocladium ograniczaja wzrost kolonii niektérych patogenéw [Machowicz-Stefaniak
1998]. Zaobserwowano ponadto, ze niektére rodzaje bakterii pochodzace z fyllosfery
leszczyny ograniczaty wzrost Monilia coryli [Zalewska 1999]. Wobec braku w dostgp-
nej literaturze informacji o oddziatywaniu takich bakterii na inne patogeniczne dla lesz-
czyny grzyby wykonano badania z tego zakresu.
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MATERIAL IMETODY

W badaniach uwzgledniono szczepy patogenicznych grzybdéw: Botrytis cinerea L
1426, Cytospora corylicola L 1505, Gloeosporium coryli L 2127 i Phomopsis sp.
1277 pochodzace z réznych organéw leszczyny oraz izolaty epifitycznych bakterii
uzyskane z powierzchni lisci leszczyny odmian Katalonski i Olbrzymi z Halle, upra-
wianych na plantacjach produkcyjnych w Felinie, Krasniku i Motyczu. Bakterie
wyosabniano wiosng i jesienia w ciaggu dwu kolejnych lat, wedlug metody Sobiczew-
skiego i in. [1996]. Do badan wybrano 138 izolatéw bakterii zr6znicowanych morfolo-
gicznie i pochodzacych ze wszystkich termindéw izolacji. W laboratorium przetesto-
wano ich antagonistyczne oddzialywanie na grzyby patogeniczne dla leszczyny, w spo-
s6b podany przez Sobiczewskiego i in. [1996], a dokladnie opisany przez Krdl
[1998]. Oceng antagonistycznego oddziatywania przeprowadzono na podstawie wielko-
$ci strefy hamowania mierzonej po 4 i 8 dniach wspélnego wzrostu bakterii i grzybow
na pozywce PDA (Difco). Otrzymane wyniki opracowano statystycznie przy uzyciu
analizy wariancji i pétprzedzialéw ufnosci Tukeya. Dla przedstawienia liczebnosci
izolatéw bakterii aktywnych w ograniczaniu poszczegdlnych patogendéw oraz sity
ich antagonistycznego oddziatywania zakwalifikowano je do 5 grup, w zalezno$ci od
szerokosci tworzonej strefy zahamowania.

grupa strefa zahamowania
1 >20 mm
I 19,9-15 mm
I 14,9-10 mm
v 9,9-5 mm
v <5 mm lub przerost grzybni patogenu przez lini¢ wzrostu bakterii

Izolaty bakterii, ktére najsilniej ograniczaly wzrost badanych patogenéw oznaczono
do rodzaju przy uzyciu testéw fizjologicznych i biochemicznych wg Bradbury [1988].

WYNIKI

Wykazano, ze liczebno$¢ bakterii zasiedlajacych liscie leszczyny byta zr6znicowana
w zaleznosci od roku badan, terminu pobierania préb i odmiany (tab. 1).

Sposréd wyselekcjonowanych do badan izolatéw bakterii ponad 40% ograniczato
wzrost przynajmniej jednego z badanych grzybéw patogenicznych, co wyrazalo si¢
tworzeniem strefy zahamowania o zréznicowanej szerokosci przy wspdlnym wzroscie
grzybow i bakterii. Okazalo si¢, ze 12 izolatéw ograniczalo wzrost kolonii Botrytis
cinerea, 33 hamowato wzrost Cytospora corylicola, 31 wykazywato antagonistyczne
oddzialywanie w stosunku do Gloeosporium coryli, a 36 ograniczato wzrost Phomopsis
sp. (tab. 2).

Po 4 dniach wspdlnego wzrostu bakterii z B. cinerea zaden z izolatéw nie znalazt si¢
w przedziale I, tj. nie tworzyt strefy hamowania szerszej niz 20 mm, podczas gdy po
tym czasie w przedziale I znalazto si¢ 18 izolatéw ograniczajacych wzrost G. coryli, 14
hamujacych wzrost Phomopsis sp. i 7 izolatéw ograniczajacych C. corylicola (tab. 2).
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Tabela 1. Liczebnos¢ epifitycznej populacji bakterii przypadajaca na 1 1is¢ leszczyny odmiany
‘Katalonski’” (K) i ‘Olbrzymi’ z Halle (OH)

Table 1. Number of epiphytic bacteria population per 1 leaf of hazel cultivars Catalonian (C) and
Hall’s Gigant (OH)

Termin pobierania prob Felin Krasnik Motycz
Date of samples
callecting K OH K OH K OH
1996
g]z;e;'wwc 9,8:107 74107 4,2-10° 9,4-10° 3,9-10° 6,8-10°
Wrzesien 1,7-10° 6,3-10* 2.10° 2.5.10% 4,1-10* 4310
September
1997
Czerwiec 6.7-10* 13-10° 6.4-10* 2,6:10° 3.10° 1,1-10°
June
Wrzesiefi 2.10° 1,310 9,5-10° 1-10° 1,3-10* 9,3-10°
September

Tabela 2. Wspdlny wzrost izolatéw bakterii antagonistycznych i grzybéw patogenicznych na
pozywce PDA
Table 2. Dual growth of antagonistic isolates of bacteria and pathogenic fungi on PDA medium

Liczba izolatéw hamujacych wzrost przynajmniej jednego
z badanych gatunkéw grzybow
Number of bacteria isolates inhibiting the growth of at least one
Gatunek grzyba out of studied pathogenes
fungus species

Strefa zahamowania (mm) po 4 dniach ~ Strefa zahamowania (mm) po 8 dniach

Inhibition zone (mm) after 4 days Inhibition zone (mm) after 8 days

I )i 11 v v I )i it v \%
Botrytis cinerea Pers. 0 2 5 4 1 0 2 1 4 5
Cytospora corylicola Sacc. 7 6 11 7 2 1 2 2 6 22
Gloeosporium coryli 18 3 5 0 0 6 0 5 9 14
(Desm.) Sacc.
Phomopsis sp. 14 11 5 5 1 0 2 6 8 20
Razem — Total 39 27 26 16 4 7 6 11 27 61

Po 8 dniach wspdlnego wzrostu zaobserwowano ostabienie antagonistycznego od-
dzialywania bakterii, na co wskazywato zmniejszanie si¢ stref hamowania w odniesie-
niu do wszystkich badanych patogenéw, a nawet przerastanie kolonii niektérych izola-
tow bakterii przez te grzyby (tab. 2). Tylko jeden izolat tworzyt stref¢ hamowania szer-
sza niz 20 mm przy wspélnym wzroscie z C. corylicola i sze$¢ izolatow przy wspdlnym
wzroscie z G. coryli. W pozostalych przypadkach znacznie zwigkszala si¢ liczba izola-
tow bakterii w przedziatach IV i V (tab. 2).

Po 4 dniach wspdlnego wzrostu 9 izolatéw bakterii ograniczatlo wzrost wszystkich
patogenicznych grzybdw, a 7 przynajmniej trzech gatunkéw (tab. 3).

Osiemnascie izolatdw ograniczato co najmniej 2 patogeny, a 19 wykazywato antago-
nistyczne oddzialywanie tylko do jednego sposréd 4 badanych grzybéw. Wsréd izola-
tow hamujacych wzrost B. cinerea za najefektywniejsze nalezy uzna¢ KK 21, MO 54,
KK 71, FK 61 i KO 75, bowiem tworzyly one istotnie szersza stref¢ hamowania niz
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Tabela 3. Izolaty bakterii najefektywniej ograniczajace wzrost kolonii grzybéw patogenicznych
po 4 dniach wspdlnego wzrostu na pozywce PDA

Table 3. Isolates of bacteria the most effectiviely limiting the growth of pathogenic fungi colony
after 4 days of dual growth on PDA madium

Nr izolatu bakterii Strefa hamowania (mm) — Inhibition zone (mm)

Number of bacteria

isolates Botrytis cinerea fz fg;ﬁ Z?Z Gloe;?; %rzum Phomopsis sp.
KK 21 173 a 15,3 be 283 a 11,7d
MO 54 16,3 ab 23,3 ab 233 a 16d
MO 58 10 be 6,0d 28,0 a 17,3 cd
KK 69 7,7 cd 12,0 cd 20,7 a 14d
KK 71 12,3 abe 12,3 cd 233a 16d
KK 72 10,0 be 9cd 23,7 a 17,7 cd
KO 73 7,7 cd 12 cd 25a 18,0 cd
KO 74 9,3 cd 11,3 cd 223a 17,3 cd
MO 98 9,0 cd 26,0 a 24 a 32,0a
MO 10 3,0d 24,0 ab 17,0 cd
FK 61 13,0 ab 21,3 ab 27,7a
FO 65 16,5 be 283 a 17,0 cd
KK 70 18,7 abc 223 a 11,7d
KO 75 12,7 ab 10,3 cd 22,0a
AKK 97 23,7 ab 26,0 a 23 be
AKK 98 23,3 ab 28,0 a 26 ab
NIR s = 6,44 NIRg s = 8,87 NIRg s = 8,38 NIRg 05 = 6,03
LSDo_os = 6,44 LSD()Y(),S = 8,87 LSD()Y(),S = 8,33 LSD()Y(),S = 6,03

Tabela 4. Izolaty bakterii najefektywniej ograniczajace wzrost kolonii grzybéw patogenicznych
po 8 dniach wspdlnego wzrostu na pozywce PDA

Isolates of bacteria the most effectiviely inhibiting the growth of pathogenic fungi
colony after 8 days of dual growth on PDA madium

Table 4.

Nr izolatu bakterii Strefa hamowania (w mm) — Inhibition zone (mm)

Number of bacteria

Cytospora Gloeosporium

isolates Botrytis cinerea corylicola coryli Phomopsis sp.
KK 21 16,6 a 14,3 be 26,3 ab 53e
MO 54 16,3 a 20 ab 21,7 be 15,3 be
MO 58 55¢ 3d 20 ¢ 10,3d
KK 69 0d (3 Oe 1,3f
KK 71 57c¢ 7,7 de Oe 11,3 cd
KK 72 1,8 cd 2 ef 5,3 de 11,3 cd
KO 73 1,7 cd 5,7 def Oe 12,5 cd
KO 74 2cd 4,7 def Oe 10,7d
MO 98 7,7 be 21 a 21,3 be 11,3d
MO 10 0d 23 a 14,3 bed
FK 61 10,7b 9cd 20¢
FO 65 7 de Oe 17,0b
KK 70 0 7d 11,7 cd
KO 75 57c¢ 6,7 de Oe
AKK 97 4,7 def 26 ab 23,0a
AKK 98 4,7 def 28 a 26a
NIRg s =4,2 NIRg 5= 6,1 NIRgps=5,8 NIRgps=3.9
LSD0.05 = 4,2 LSD0.05 = 6,1 LSD0'05 = 5,8 LSD0.05 = 3,9
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pozostate izolaty bakterii (tab. 3). Niektére z tych izolatéw, np.: MO 54, FK 61 oraz
MO 98, MO 10, KK 70, AKK 97 i AKK 98 tworzyly takze istotnie szersza stref¢ ha-
mowania wzrostu C. corylicola w poréwnaniu do pozostatych bakterii. W ograniczaniu
wzrostu Phomopsis sp. wyrdznit si¢ szczep MO 98 i AKK 98. Wzrost G. coryli silnie
ograniczaly wszystkie izolaty, a szeroko$¢ tworzonych przez nie stref hamowania nie
réznita si¢ istotnie (tab. 3).

Po 8 dniach efektywno$¢ antagonistycznego oddzialywania bakterii byta stabsza niz
po 4 dniach. Okazato si¢ jednak, ze niektére izolaty nadal tworzyty szeroka strefe ha-
mowania w stosunku do wigkszosci badanych grzybéw. Wsréd nich znalazty si¢ KK
21, MO 54, MO 98, FK 61, AKK 97 i AKK 98 (tab. 3, 4).

Wymienione izolaty, najczesciej ograniczajace wzrost badanych gatunkéw grzybow,
zakwalifikowano do réznych rodzajéw. Trzy sposréd nich — KK 21, AKK 97 i AKK 98
byly Gram-ujemnymi paleczkami, tworzyly barwnik fluoryzujacy na pozywce King B,
wytwarzaty oksydaze w tescie Kavacsa, kwas z glukozy tworzyly tylko w warunkach
tlenowych, nie redukowaly azotanéw, nie powodowaty dihydrolizy argininy i oznaczono
je jako Pseudomonas fluorescens. Jeden z izolatow — FK 61 posiadat takie same wtasci-
wosci jak wymienione wczesniej, przy czym nie tworzyl barwnika fluoryzujacego na
pozywce King B i zakwalifikowano go do Pseudomonas sp. Kolejny izolat — MO 54 byt
réwniez gram ujemng paleczka, ale nie wytwarzat oksydazy, kwas z glukozy tworzyt
w warunkach tlenowych i beztlenowych, redukowal azotany, powodowat dihydrolize
argininy, nie wykazywat aktywnosci pektolitycznej. Powyzsze wilasciwosci pozwalaja
przypuszczaé, ze nalezat on do rodzaju Enterobacter, Citrobacter, Klebsiella lub Erwinia
cypripedii. Ostatni z szesciu izolatéw efektywnych w ograniczaniu patogenéw — MO 98
byl Gram-dodatnia pateczka i tworzyt przetrwalniki, co pozwolito uzna¢ go za Bacillus sp.

DYSKUSJA

Uzyskane wyniki wskazatly, ze na lisciach leszczyny wystgpuja powszechnie bakterie
epifityczne, ktérych liczebnos¢ czgsto modyfikowana jest przez zmienne w poszczegdl-
nych latach badan warunki zewng¢trzne [Fokkema 1993].

Wsréd bakterii epifitycznych kolonizujacych liscie leszczyny znalazly si¢ izolaty
zdolne do ograniczania wzrostu badanych gatunkéw grzyboéw. Za szczeg6lnie korzystne
nalezy uzna¢ wystgpowanie izolatéw bakterii aktywnych w ograniczaniu kilku fitopato-
genéw, na co wczesniej zwrdcili uwage inni autorzy [Podrzucki 1989, Pusey 1988].
Wigkszos¢ ocenianych izolatéw bakterii ograniczata aktywnie wzrost czterech bada-
nych gatunkéw grzybéw juz po czterech dniach wspdlnego wzrostu. Wydaje si¢ jednak,
ze silne ograniczanie wzrostu G. coryli przez wigkszos¢ izolatow bakterii mogto wyni-
ka¢ z powolniejszego tempa wzrostu tego grzyba w poréwnaniu do pozostatych gatun-
koéw. Uzyskane z lisci leszczyny izolaty bakterii z rodzajow Pseudomonas fluorescens
1 Bacillus sp., uznane w literaturze za szczegdlnie aktywne antagonistycznie [Podrzucki
1989, Fokkema 1993, Markellou i in. 1995], okazaly si¢ mato wrazliwe na wigkszos¢
fungicydéw stosowanych w ochronie tej rosliny [Machowicz-Stefaniak i in. 1998].
Zatem obecnos$¢ tych bakterii w fyllosferze leszczyny moze stwarza¢ niekorzystne wa-
runki dla rozwoju patogenicznych gatunkéw grzybéw, co jest zjawiskiem pozytywnym
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w aspekcie integrowanej ochrony tej rosliny. Stwierdzony w naszych badaniach spadek
aktywnosci antagonistycznej bakterii wraz z uplywem czasu jest zjawiskiem czgsto opisy-
wanym w literaturze [Markellou i in. 1995, Fravel 1988, Krol 1998, Zalewska 1999]. Wia-
domo jednak, ze brak inhibicji na pozywce nie zawsze §wiadczy o braku aktywnosci bezpo-
srednio na roslinie [Sobiczewski i Bryk 1995, Sobiczewski i in. 1996, Fokkema 1993, Krdl
1988, 2003]. Liczni autorzy podkreslaja bowiem, ze warunki wystgpujace na powierzchni
organéw roslinnych maja istotny wptyw na aktywnos$¢ mikrobiologiczna bakterii antagoni-
stycznych i modyfikuja ich wlasciwosci [Sobiczewski i in. 1996, Fokkema 1993].
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THE POSSIBILITIES OF LIMITING SOME PATHOGENES OF HAZEL
BY ANTAGONISTIC BACTERIA

Abstract. Amangst 138 epiphytic bacterial isolates originating from hazel leaves 12 iso-
lates limited the growth of B. cinerea, 33 limited the growth of C. corylicola, 31 inhibited
the growth of G. coryli and 36 isolates showed antagonistic activity against Phomopsis sp.
in-vitro. It was found that 9 isolates limited the growth of all the pathogenes tested and 7
isolates inhibited the growth of at least 3 out of them. The abilities of bacterial isolates
tested to limit of the pathgenes growth were higher after 4 days of the biotic influence
than after 8 days. Isolates of bacteria with the highest inhibitory activity against the above
— mentioned pathogenes were identified as Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas sp.,
Bacillus sp. and Enterobacter, Citobacter, Klebsiella_or Erwinia cypripedii.

Key words: hazel, antagonistic bacteria, Botrytis cinerea, Cytospora corylicola, Gloe-
osporium coryli, Phomopsis sp.
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