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Impact of the selected lactic acid bacteria on the growth
of pathogens occurring in oilseed rape crops

Wptyw wybranych bakterii fermentacji mlekowej
na wzrost patogendw wystepujgcych w uprawie rzepaku

Romuald Gwiazdowski'¥, Katarzyna KIuczyﬁskaZ, Daniela Gwiazdowska?

Summary

The aim of the study was to estimate the antagonistic properties of lactic acid bacteria (LAB) isolated from alfalfa silage and
haylage. A total of 10 isolates of lactic acid bacteria were the objective of the study. The pathogens causing diseases of oilseed rape
such as, Alternaria alternata, A. brassicae, A. brassicicola, Botryotinia fuckeliana, Leptosphaeria maculans, Pythium spp.,
Thanatephorus cucumeris and Sclerotinia sclerotiorum were indicator microorganisms. The studies revealed that isolates of LAB
suppressed growth of selected indicator microorganism of Alternaria, Leptosphaeria, Pythium and Thanatephorus genera. In many
cases, degradation of the surface of the aerial mycelium was also observed. The degree of inhibition growth of the indicator organism
depended on the species and isolate of the pathogen as well as isolates of LAB.
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Streszczenie

Celem badan byta ocena antagonistycznych wtasciwosci izolatéw bakterii fermentacji mlekowej, pochodzacych z kiszonki paszowej
na bazie lucerny i sianokiszonki. Przedmiot badan stanowito 10 izolatéw bakterii mlekowych. Mikroorganizmy wskaznikowe stanowity
patogeny powodujgce choroby rzepaku, w tym Alternaria alternata, A. brassicae, A. brassicicola, Botryotinia fuckeliana, Leptosphaeria
maculans, Pythium spp., Thanatephorus cucumeris i Sclerotinia sclerotiorum. Badania wykazaty, ze izolaty bakterii mlekowych hamuja
rozwoj wybranych patogendw rodzaju Alternaria, Leptosphaeria, Pythium i Thanatephorus. W wielu przypadkach obserwowano
rowniez degradacje grzybni powietrznej. Stopiert zahamowania rozwoju mikroorganizmu wskaznikowego zalezat od gatunku i izolatu
patogena, jak réwniez od poszczegdlinych izolatow bakterii mlekowych.

Stowa kluczowe: bakterie mlekowe; wtasciwosci antagonistyczne; rzepak
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Wstep / Introduction

Porazenie upraw patogenami wigze si¢ z wystapieniem
réznych chordb roslin, wptywajacych negatywnie na plon
i jego jako$¢. Zarowno w przypadku rzepaku ozimego, jak
i jarego do najistotniejszych czynnikéw chorobotworczych
nalezy zaliczy¢: Leptosphaeria maculans (anamorfa: Phoma
lingam), Botryotinia fuckeliana (anamorfa: Botrytis cinerea),
Sclerotinia sclerotiorum, Alternaria spp., Pythium spp. czy
Thanatephorus cucumeris (anamorfa: Rhizoctonia solani).
Sa one przyczyng choréb o istotnym znaczeniu ekono-
micznym, poniewaz straty, jakie powoduja w plonach moga
siegga¢ nawet kilkudziesieciu procent (Mroéwczynski i Pru-
szynski 2008). Ponadto moga negatywnie wpltywaé na
rozwodj rzepaku, powodujac zahamowanie jego wzrostu
(Sochting i Verreet 2004; Zhao i wsp. 2004).

Rozwoj patogendéw porazajacych rzepak mozna obser-
wowac¢ przez caty okres wegetacji, a ich nasilenie w duzej
mierze uzaleznione jest od wystgpienia sprzyjajacych ich
rozwojowi warunkow meteorologicznych. Choroby rzepaku
mozna ogranicza¢ na wiele sposobéw, miedzy innymi przez
odpowiednig agrotechnik¢ czy stosowanie $rodkoéw
chemicznych. W ostatnich dekadach poszukuje si¢ rowniez
innych metod, w tym biologicznych. Ekologiczne trendy
w uprawach ro$lin wraz z rosngcg Swiadomoscig o wysokim
zanieczyszczeniu $rodowiska substancjami chemicznymi,
zwickszaja zainteresowanie alternatywnymi rozwigzaniami
w ochronie roslin. Tym samym widoczny jest wzrost badan
dotyczacych, m.in. wykorzystania mikroorganizmow
posiadajacych wlasciwosci antagonistyczne, jak np.: bakte-
rie rodzajow Bacillus, Enterobacter czy Pseudomonas (Ka-
geyama 1 Nelson 2003; Danielsson i wsp. 2006). Wysoka
aktywnos$¢ antagonistyczna bakterii fermentacji mlekowe;j
wskazuje, ze réwniez ich wykorzystaniec moze stanowic¢
wartg uwagi alternatywe dla chemicznych $rodkéw stoso-
wanych w ochronie ro§lin. Bakterie kwasu mlekowego
produkujg liczne aktywne metabolity, m.in. kwasy organi-
czne: mlekowy, octowy, bursztynowy lub inne zwiazki, jak
nadtlenek wodoru czy tez bakteriocyny. Zwiazki te
odgrywaja istotng role w antagonizmie bakterii fermentacji
mlekowej w stosunku do innych mikroorganizméw,
zarbwno bakterii, jak i grzybow. Sledzac aktualne trendy
w literaturze $wiatowej, obserwuje si¢ duzy nacisk na
rozw6j prac zwigzanych z poszukiwaniem izolatow
charakteryzujacych si¢ okreslonymi wlasciwosciami, takimi
jak szeroki zakres aktywnosci antybakteryjnej czy tez fungi-
statycznej (Gwiazdowska i1 Trojanowska 2005; Rouse i wsp.
2007; Czerwionka-Szaflarska i Romanczuk 2008; Franco 1
wsp. 2011).

W prezentowanej pracy przeprowadzono badania labo-
ratoryjne, okre$lajgce antagonistyczny potencjat izolatow
bakterii mlekowych wyizolowanych z kiszonek paszowych
wobec roznych gatunkow patogendéw powodujacych choro-
by w uprawie rzepaku.

Materiaty i metody / Materials and methods

Material badawczy

Przedmiot badan stanowilo 10 izolatow bakterii fer-
mentacji mlekowej, pochodzacych z kiszonki na bazie

lucerny oraz z sianokiszonki. Izolaty wyselekcjonowano na
podstawie wczesniejszych badan autorow (Gwiazdowski
i wsp. 2013), w ktorych oceniano aktywnos$¢ wobec grzy-
bow rodzaju Fusarium.

Jako mikroorganizmy wskaznikowe wykorzystano
11 izolatéw sposrdd osmiu roznych gatunkdéw: A. alternata
BPR 1893, 4. alternata KZF 13, A. brassicae BPR 1637,
A. brassicae BPR 1678, A. brassicicola BPR 1735, B. fucke-
liana BPR 187, B. fuckeliana KZF 37, L. maculans KZF 9,
Pythium spp. BPR 1785, T. cucumeris BPR 1923 i S. scle-
rotiorum KZF 23. Patogeny pochodzily z kolekcji Banku
Patogenow Roslin i Badania ich Bior6znorodnosci oraz Zak-
tadu Badania Srodkéw Ochrony Roélin Instytutu Ochrony
Roslin — Panstwowego Instytutu Badawczego w Poznaniu.

Ocena antagonistycznych wlasciwoSci
bakterii mlekowych

Wiasciwosci  antagonistyczne wybranych izolatow
bakterii fermentacji mlekowej okreslano metodg dyfuz;ji
studzienkowej. Bakterie mlekowe namnazano i przecho-
wywano na plynnej pozywce MRS (de Man, Rogosa
i Sharpe Broth firmy BIOCORP). Zawiesiny zarodnikow
lub strzepek badanych organizméw przygotowano w jalowe;j
soli fizjologicznej, a nastgpnie wysiewano metoda zalewowa
z wykorzystaniem pozywki PDA (Potato Dextrose LAB-
AGAR™ firmy BIOCORP). Po zestaleniu podloza, kor-
koborem wycinano studzienki o $rednicy 10 mm. Nastgpnie
do studzienek wprowadzano 100 pl 48-godzinnej hodowli
izolatow bakterii mlekowych o gestosci 10° jtk/ml. Inku-
bacje plytek prowadzono w temperaturze pokojowej (okoto
20°C) w warunkach tlenowych przez okres 10 dni. Po za-
konczeniu inkubacji mierzono strefy zahamowania wzrostu
organizmow wskaznikowych wokot studzienek w mm.

Okreslenie poziomu produkeji kwasu mlekowego
przez bakterie mlekowe

Oznaczenie stezenia kwasu mlekowego wytwarzanego
przez badane bakterie wykonano metoda HPLC (high-
performance liquid chromatography). Do jalowych pro-
bowek eppendorf o pojemnosci 2 ml wprowadzono 2 ml
hodowli badanych bakterii, nast¢pnie odwirowano je
(10 000 rpm, 10 min) w wirowce Centrifuge 5804R, Ep-
pendorf AG. Plyn znad osadu przesaczono przy uzyciu
filtrow mikrobiologicznych HPLC Millex Syringe-driven do
jatowych probowek. Zawarto§¢ kwasu mlekowego w prob-
kach oznaczano na chromatografie cieczcowym firmy
Merck-Hitachi (zestaw: automatyczny podajnik prob Merck-
Hitachi L-7250, pompa Merck-Hitachi L-7100). Do oz-
naczen uzywano kolumny Animex HPX-87H 300 x 7,8 mm
(BIO-RAD). Jako eluent stosowano 0,005 M H,SO,, przy
przeptywie 0,8 ml/min. Jako standard stosowano roztwor
kwasu mlekowego (5 g/l). Oznaczenie prowadzono w tem-
peraturze 30°C. Identyfikacji dokonano metoda standardu
zewnetrznego z wykorzystaniem powierzchni i wysokos$ci
pikdéw (pomiar i interpretacja komputerowa).

Analiza statystyczna

Analize statystyczng uzyskanych wynikow przeprowa-
dzono z wykorzystaniem programu STATISTICA v. 10.
Analiza obejmowata obliczenie wartosci $redniej z trzech
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rownoleglych powtorzen i odchylenia standardowego.
Istotnos¢ réznic miedzy wartosciami Srednimi okres§lano za
pomocg testu t-Studenta. W celu okreSlenia stopnia po-
wigzan miedzy aktywnos$cig fungistatyczng a ilo$cig wyt-
worzonego kwasu mlekowego obliczono wspotczynnik
korelacji Pearsona. Wszystkie hipotezy statystyczne wery-
fikowano na poziomie istotnosci p = 0,05.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Prezentowane wyniki badan dotycza antagonistycznego
oddziatywania bakterii fermentacji mlekowej w stosunku
do wybranych gatunkow patogenéw powodujacych choro-
by rzepaku. We wczesniejszych badaniach autorow spos-
rod 46 izolatow bakterii mlekowych wybrano 10 o naj-
wigkszej aktywnoS$ci antagonistycznej wobec 7 gatunkow
grzybow rodzaju Fusarium (Gwiazdowski 1 wsp. 2013).
Analiza wynikow przeprowadzonych badan pozwolita na
wyselekcjonowanie izolatow bakterii mlekowych, ktore
wykazywaty wysokg aktywno$¢ hamujacg wzrost F. lang-
sethiae, F. avenaceum 1 F. poae. Nieco stabszg aktywno$¢
stwierdzono w stosunku do grzybow F. oxysporum oraz

F. equiseti. Dane literaturowe z réznych osrodkéw bada-
wcezych, jak réwniez badania wlasne autoréw dowodza, ze
bakterie fermentacji mlekowej moga wykazywac szerokie
wlasciwosci antybakteryjne, jak i fungistatyczne wobec
zroéznicowanych grup mikroorganizméw (Rouse i wsp.
2007; Gwiazdowski i Gwiazdowska 2008; Franco i wsp.
2011; Gwiazdowski i wsp. 2013). Wigkszo$¢ badan doty-
czy jednak problematyki zywnosci, natomiast przydatnos$c¢
tych mikroorganizméw w ochronie ro$lin jest stabo pozna-
na. Wyniki doswiadczen prezentujacych antagonistyczng
aktywnos¢ badanych bakterii przedstawiono w tabeli 1.

Na podstawie analizy wynikow stwierdzono zréznico-
wane oddzialywanie wybranych izolatow bakterii mleko-
wych wobec testowanych patogenow. Stopien hamowania
wzrostu zalezat w duzej mierze od gatunku patogena, ale
takze od izolatu bakterii mlekowych. Podczas analizy
wynikow badan zaobserwowano wyrazne strefy hamowa-
nia wzrostu, jak rowniez ograniczony rozwoj grzybni
powietrznej (rys. 1). W celu doktadnego scharakteryzo-
wania oddzialywania bakterii, mierzalne strefy oddziaty-
wania zapisano w milimetrach, wyszczegdlniono réwniez
strefy oddzialywania na grzybni¢ powietrzng (+), lub
catkowity brak aktywnos$ci antagonistycznej (0).

Alternaria brassicae

Alternaria brassicicola

Leptosphaeria maculans

Rys. 1. Antagonistyczne wlasciwosci wyselekcjonowanych izolatéw wobec patogendéw rzepaku
Fig. 1. Antagonistic properties of the selected lactic acid bacteria isolates against oilseed rape pathogens
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Rys. 2. Produkcja kwasu mlekowego przez badane izolaty bakterii [g/1]
Fig. 2. The production of lactic acid by the tested bacterial isolates [g/1]

Sposrod badanych patogendéw najwigksza wrazliwos$é
na dzialanie bakterii fermentacji mlekowej wykazaly
gatunki: A. alternata, A. brassicae, A. brassicicola, L. ma-
culans, Pythium spp. oraz T. cucumeris. W najmniejszym
stopniu hamowany byt grzyb S. sclerotiorum, natomiast
B. fuckeliana nie wykazywal wrazliwosci na dzialanie
bakterii mlekowych. Stabe oddzialywanie bakterii fermen-
tacji mlekowej w stosunku do B. fuckeliana obserwowano
rowniez we wczesniejszych badaniach autorow, jednak
oddziatywanie wobec S. sclerotiorum (Gwiazdowski
1 Gwiazdowska 2008) bylo silniejsze niz bakterii wyizolo-
wanych z kiszonek. W prezentowanej pracy w przypadku
niektoérych gatunkow grzybow, m.in. S. sclerotiorum,
zaobserwowano zmiany barwy i struktury grzybni powie-
trznej wokot studzienek na skutek oddzialywania bakterii
mlekowych. Najaktywniej dzialajacymi sposréd badanych
bakterii mlekowych byty izolaty: A3, A7, A8, L7, S7 oraz
S12. Bakterie te wyrozniata zarowno wysoka aktywnos¢
antagonistyczna, jak i szerokie spektrum dziatania wzgle-
dem badanych rodzajow oraz izolatow organizmow wskaz-
nikowych. Obserwowane barwne zmiany struktury grzy-
bni, jak rowniez degradacja grzybni powietrznej moga
$wiadczy¢ o zaburzeniu procesu wzrostu grzybni i prawi-
dtowego zarodnikowania.

Wytwarzanie kwasu mlekowego nalezy do cech defi-
niujacych bakterie fermentacji mlekowej, a ilo$¢ produko-
wanego kwasu w istotny sposéb wplywa na przeciw-
drobnoustrojowa aktywnos$¢ tych mikroorganizmow (Van
Winsen i wsp. 2000; Missotten i wsp. 2009). Dlatego
W niniejszej pracy okreslony zostal poziom produkcji
kwasu mlekowego przez poszczegélne izolaty. Jak
wykazaly badania wszystkie testowane izolaty bakterii
wytwarzaly kwas mlekowy, jednak jego poziom w posz-
czegdlnych probkach byl bardzo zréznicowany (rys. 2).
Najwyzsze stezenie kwasu mlekowego, ksztaltujace si¢ na
poziomie okoto 14,02-20,30 g/l odnotowano w hodowlach
izolatow L3, L10, L7, A7 i A8, przy czym izolaty wyt-
warzajace najwigksza ilos¢ kwasu mlekowego to: A8

(20,31 g/l) i A7 (19,24 g/1). W przypadku 3 izolatow: S12,
S7 oraz GI3 zaobserwowano malg ilo$¢ kwasu
mlekowego, ksztaltujaca sie na poziomie 3,84-5,28 g/l.
Nalezy przy tym podkreslic, ze dwa z nich, S7 i S12
wykazywaly duza aktywnos$¢ antagonistyczng, co oznacza,
ze kwas mlekowy nie byt jedynym metabolitem decy-
dujacym o wilasciwosciach antagonistycznych. Analiza
statystyczna nie wykazata korelacji migdzy ilo$cig wytwo-
rzonego kwasu a aktywno$cig fungistatyczng badanych
szczepow, o czym $wiadczy niski wspolczynnik korelacji
(R = 0,03). Potwierdzaja to dane literaturowe, wskazujac
na udzial innych sktadnikow w antagonizmie bakterii
fermentacji mlekowe;j, takich jak: bakteriocyny, cykliczne
dipeptydy czy kwas fenylomlekowy (Strom i wsp. 2002;
Schniirer i Magnusson 2005).

Przeprowadzone badania potwierdzaja mozliwos$¢ prak-
tycznego wykorzystania wyselekcjonowanych izolatow
bakterii mlekowych w biologicznej kontroli, zaréwno jako
pojedyncze szczepy, jak réwniez jako element zlozonych
biopreparatow. Antagonistyczna aktywno$¢ wybranych
szczepOdw bakterii mlekowych moze znalez¢ potencjalnie
praktyczne zastosowanie, m.in. w ochronie roslin.

Whioski / Conclusions

1. Wyselekcjonowane szczepy bakterii mlekowych wyka-
zywaly dzialanie antagonistyczne wobec: A. alternaria,
A. brassicae, L. maculans, Pythium spp. i T. cucumeris.
Stopien zahamowania rozwoju mikroorganizmu
wskaznikowego uzalezniony byt zaréwno od gatunku,
jak iizolatu patogena.

2. Szerokie spektrum antagonistycznej aktywnos$ci wybra-
nych szczepow bakterii mlekowych moze znalez¢
potencjalnie praktyczne zastosowanie, m.in. w ochronie
roslin.
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