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Bakterie z rodzaju Paenibacillus jako biologiczny czynnik kontroli
grzybow i mykotoksyn fuzaryjnych w badaniach modelowych

Paenibacillus bacteria as a biological factor to control Fusarium fungi
and mycotoxins in model studies

Krzysztof Jus***, Romuald Gwiazdowski®?, Daniela Gwiazdowska®!, Katarzyna Marchwiriska®?,
Agnieszka Waskiewicz®?

Streszczenie

Do kontroli toksynotworczych grzybow w uprawach zbéz coraz powszechniej stosowane sg réznego rodzaju mikroorganizmy, ktére sta-
nowig wazny element integrowanej ochrony roslin ograniczajacy stosowanie zabiegéw chemicznych. Celem badan byta ocena potencjatu
bakterii z rodzaju Paenibacillus do hamowania wzrostu grzybow i mykotoksyn fuzaryjnych w uktadzie modelowym na ziarnach ryzu. Ak-
tywnosc¢ badanych szczepow w zakresie hamowania wzrostu grzybow oraz redukcji poziomu mykotoksyn okreslono analizujgc chromato-
graficznie (HPLC) zawartos¢ ergosterolu (ERG), zearalenonu (ZEA) i deoksyniwalenolu (DON) w ziarnach ryzu po ich inokulacji hodowlami
bakteryjnymi oraz zainfekowaniu przez Fusarium graminearum i Fusarium culmorum. Bazujgc na uzyskanych wynikach mozna stwierdzic,
iz badane szczepy bakterii skutecznie hamowaty wzrost grzybdw z rodzaju Fusarium, jak réwniez, w poszczegdlnych wariantach, reduko-
waty poziom ZEA i DON w ziarnach ryzu. Aktywnos¢ testowanych bakterii w analizowanym doswiadczeniu uzalezniona byta zaréwno od
szczepu bakteryjnego, rodzaju grzyba, jak i objetosci hodowli bakterii uzytej do inokulacji ryzu.

Stowa kluczowe: biologiczna kontrola roslin, bakterie Paenibacillus sp., mykotoksyny, bezpieczeristwo zywnosci

Abstract

Various types of microorganisms are commonly used to control toxinogenic fungi in cereal crops and constitute an important element of
integrated pest management, limiting the use of chemical treatments. The aim of the study was to evaluate the potential of Paenibacillus
bacteria for the growth inhibition of Fusarium fungi and mycotoxins in a model studies on rice grains. The activity of the studied strains
in inhibiting the growth of fungi and reducing the level of mycotoxins was determined by chromatographic (HPLC) analysis of the content
of ergosterol (ERG), zearalenone (ZEA) and deoxynivalenol (DON) in rice grains after their inoculation with bacterial cultures and infec-
tion by Fusarium graminearum and Fusarium culmorum. Based on the obtained results it can be concluded that the studied strains of
bacteria effectively inhibited the growth of fungi of the genus Fusarium and, in individual variants, reduced the levels of ZEA and DON in
rice grains. The activity of the tested bacteria in the analyzed range depended on the bacterial strain, the type of fungus and the amount
of bacterial culture used to inoculate rice.
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Wstep / Introduction

Grzyby z rodzaju Fusarium naleza do jednych z najbardziej
szkodliwych patogenéw roslin na §wiecie, odpowiedzial-
nych m.in. za wyniszczajaca chorobe zboz — fuzarioze kto-
sow (FHB — ang. Fusarium Head Blight). Sposrod réznych
gatunkéw wywotujacych fuzarioze klosow zbdz F. gramine-
arum, F. avenaceum, F. culmorum dominuja w wigkszosci
regionow na catym $wiecie. W sktad kompleksu gatunkoéw
odpowiedzialnych za ta chorobe wchodza rowniez gatunki,
takie jak: F. chlamydosporum, F. boothii, F. scirpi, F. arth-
rosporioides, F. poae, F. verticillioides, F. asiaticum i F. cor-
taderiae (O’Donnell 1 wsp. 2004; van der Lee i wsp. 2015;
Dweba i wsp. 2017; Mielniczuk i Skwaryto-Bednarz 2020).
Choroby powodowane przez Fusarium spp. przyczyniaja si¢
przede wszystkim do znacznych strat ekonomicznych obni-
zajac wielkos¢ i jakos¢ plondw upraw, a dodatkowo istotny
problem stanowi zanieczyszczenie ziarna mykotoksynami
(Dweba i wsp. 2017). Do najczesciej wykrywanych w ziar-
nach zb6z naleza trichoteceny, w tym deoksyniwalenol i jego
pochodne, niwalenol i fuzarenon, jak rowniez zearalenon
i fumonizyny. Stopien skazenia ziarna zb6z mykotoksyna-
mi wytwarzanymi przez grzyby z rodzaju Fusarium zalezy
od wielu czynnikow, takich jak warunki pogodowe, system
uprawy, sposob i termin zbioru ziarna, a takze stopien od-
pornosci uprawianych odmian na infekcje (Golinski 1 wsp.
2010; Hofgaard i wsp. 2016). Ze wzglgdu na powszechnos¢
wystepowania mykotoksyn w tancuchu zywnosciowym, jak
rowniez réznorodno$¢ mechanizmu oddziatywania na orga-
nizmy zywe, zwiazki te stanowia zagrozenie dla zdrowia
i zycia cztowieka oraz zwierzat (Desjardins 2007).
Najczgsciej w walce z toksynotworczymi grzybami wy-
korzystywane sa fungicydy, jednak obserwuje si¢ wyrazny
wzrost zainteresowania metodami niechemicznymi, w tym
biologicznymi. Dodatkowo, stale rosnace zapotrzebowanie
na zywno$¢, zwlaszcza z sektora rolniczego, determinuje
potrzebg ciaglego doskonalenia metod i technik kontroli pa-
togendw roslin dla zapewnienia optymalnej ilosci plonow
oraz odpowiedniego poziomu ich bezpieczenstwa, przy
rownoczesnym zachowaniu dbatosci o $rodowisko natu-
ralne (Singh i Singh 2017). Wspomniane zatozenia naleza
do jednych z glownych celow wielu koncepcji, takich jak
zrownowazony rozwdj rolnictwa (Zmija 2014), rolnictwo
inteligentne zorientowane klimatycznie (ang. Climate-Smart
Agriculture — CSA) (Singh i Singh 2017), czy koncepcja
One Health (Garcia i wsp. 2020), ktore w bardzo podob-
ny sposob koncentruja si¢ na zagadnieniach zwigzanych ze
zrownowazong, proekologiczng produkcja zywnosci. Dzia-
fania zmierzajace do ograniczenia stosowania chemicznych
srodkow ochrony roslin powoduja, iz coraz czegsciej roz-
waza si¢ wlaczanie do zabiegébw ochrony réznego rodzaju
metod biologicznych, w tym mikroorganizméw. Tego typu
rozwigzania znacznie odciazajg srodowisko naturalne i sta-
nowig wazny element rozwoju integrowanej ochrony roslin

(Nagendran i wsp. 2020; Rahman i wsp. 2020; Holtappels
i wsp. 2021).

Wsréd mikroorganizméw wymienianych jako poten-
cjalne czynniki biologicznej ochrony roslin duze zaintereso-
wanie naukowcow budza bakterie z rodzaju Paenibacillus,
szeroko rozpowszechnione w ryzosferze roslin uprawnych,
a zarazem wytwarzajgce szereg substancji przeciwdrobno-
ustrojowych, jak polimyksyny, fusarycydyna czy zwiazki
lotne (Beatty i Jensen 2002; Shaheen i wsp. 2011; Raza
i wsp. 2015). Niektore gatunki, jak P. polymyxa, P. elgii,
P. koreensis moga hamowac rozwdj patogenicznych grzy-
bow w warunkach in vitro (Chung i wsp. 2000; Beatty i Jen-
sen 2002; Ding i wsp. 2011).

W niniejszej pracy przedstawiono badania majace na
celu okreslenie mozliwosci wykorzystania trzech szczepow
bakterii z rodzaju Paenibacillus jako biologicznego czyn-
nika zwalczania toksynotworczych grzybow strzgpkowych
z rodzaju Fusarium w ukladzie modelowym na ziarnach

ryzZu.

Materiaty i metody / Materials and methods

Material badawczy stanowily bakterie z rodzaju Paeni-
bacillus: P. macerans PCM 1399, P. alvei PCM 481 oraz
P. polymyxa PCM 2015 z Polskiej Kolekcji Mikroorgani-
zmow Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej
Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu. Testowane bak-
terie hodowano na bulionie odzywczym (Nutrient Broth,
BIOSHOP) w temperaturze 30°C przez 24 godziny. Jako
mikroorganizmy wskaznikowe wykorzystano dwa gatunki
grzybow z rodzaju Fusarium: F. graminearum KZF 1 oraz
FE culmorum KZF 5, ktore pochodzity z kolekcji Centrum
Badan Rejestracyjnych Agrochemikaliow Instytutu Ochrony
Roslin — Panstwowego Instytutu Badawczego w Poznaniu.
Grzyby namnazano na podtozu PDA (Potato Dextrose Agar,
BIOSHOP) przez 5-7 dni w temperaturze 25°C+1°C.
Aktywnos$¢ badanych bakterii z rodzaju Paenibacillus
w zakresie hamowania wzrostu grzybow i redukcji my-
kotoksyn fuzaryjnych okreslano w uktadzie modelowym
na ziarnach ryzu bazujac na metodyce opisanej przez Shi
i wsp. (2014), Abd El Daim i wsp. (2015) oraz Perczaka
i wsp. (2020) z pewnymi modyfikacjami. Do kolbek stoz-
kowych odwazono 50 g bialego ryzu pochodzacego z ziaren
ryzu siewnego (Oryza sativa L.), dodano 10 ml wody de-
stylowanej i wyjatowiono w autoklawie (121°C, 27 minut),
w celu usunigcia potencjalnej mikrobioty. Nast¢pnie, wy-
jatowiony ryz zaszczepiano 24-godzinnymi hodowlami
bakterii testowych (P. macerans PCM 1399, P. alvei PCM
481 i P. polymyxa PCM 2015) o gestosci 107 jtk/ml i catos¢
doktadnie wymieszano. Kazdy szczep bakteryjny wpro-
wadzano do odregbnego uktadu modelowego w dwdch wa-
riantach — dodajac 10 i 15 ml hodowli. W wariantach kon-
trolnych ryz mieszano z jalowym bulionem odzywczym
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(wilo$ci 10 oraz 15 ml). Zainokulowany ryz zakazono grzy-
bami z rodzaju Fusarium (F. graminearum i F. culmorum)
dodajac po 3 krazki grzybni o srednicy 6 mm, wycigte ze
swiezych (7-dniowych) hodowli. Tak przygotowane probki
inkubowano przez 21 dni w temperaturze pokojowej (okoto
20-25°C). Po okresie inkubacji probki suszono w tempe-
raturze 25°C+1°C, homogenizowano i poddano analizie
w kierunku okreslenia poziomu ergosterolu (ERG) jako
wskaznika wzrostu grzybow, zearalenonu (ZEA) i deok-
syniwalenolu (DON) z wykorzystaniem wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC) w oparciu o procedure
opisang przez Waskiewicz i wsp. (2014) z pewnymi mody-
fikacjami.

W celu oznaczenia zawarto$ci ERG do probowek od-
wazono po 0,1 g zhomogenizowanych préobek, po czym za-
wieszono w metanolu (2 ml) oraz 2 M wodnym roztworze
wodorotlenku sodu (0,5 ml) i poddano trzykrotnemu dziata-
niu mikrofal (370 W) przez 10 sekund. Po doprowadzeniu
probek do temperatury pokojowej do mieszaniny dodano
1 M roztwér kwasu chlorowodorowego (1 ml) w celu zo-
bojetnienia oraz metanol (2 ml) i wykonano trzykrotna eks-
trakcj¢ z wykorzystaniem n-pentanu (4 ml). Uzyskane po
ekstrakcji frakcje przenoszono do fiolek i odparowywano
do sucha w strumieniu azotu. Przed wprowadzeniem na ko-
lumne chromatograficzna, pozostato$¢ po suszeniu rozpusz-
czano w metanolu (1 ml) i przepuszczano przez 0,2 um filtr
(Chromafil, Macherey-Nagel, Duren, Niemcy). Zawartos¢
ERG oznaczono przy zastosowaniu aparatu Waters 2695
i Photodiode Array Detector (Waters Division of Millipore,
Milford, MA, USA) oraz kolumny 3,9 x 15 mm C, Nova
Pak, 4 um przy szybkosci przeplywu 1 ml/min stosujac
roztwor metanol : acetonitryl (90 : 10, v/v) jako faze ru-
choma. W celu okreslenia stezenia ERG porownywano czas
retencji ze standardem zewn¢trznym przy progu wykrywal-
nosci 10 ng/g.

Oznaczenie DON i ZEA polegato na zawieszaniu 10 g
zmielonej probki w 25 ml roztworu acetonitryl : woda [DON
—(80:20, v/v), ZEA - (90 : 10, v/v)], poddaniu dwuminu-
towej homogenizacji i przefiltrowaniu 10 ml supernatantu
przez saczek Wathman nr 4. Przefiltrowane ekstrakty prze-
puszczano przez kolumng powinowactwa DON Test™ oraz
ZearalaTest™ z szybko$cig przeptywu 1-2 kropli na sekun-
de, suszono, po czym wymywano toksyny za pomoca me-
tanolu (3 ml). Odparowang do sucha pozostato$¢ rozpusz-
czano w 1 ml mieszaniny acetonitryl : woda (70 : 30, v/v)
(dla DON) oraz 0,5 ml acetonitryl : metanol : woda (70 :
20 : 10, v/v/v) (dla ZEA), homogenizowano w }azni ultra-
dzwickowej (Ultron, typ U-505) i dozowano na kolumne.
Do oznaczen chromatograficznych DON zastosowano apa-
rat Waters 2695 i Photodiode Array Detector Waters 2996
(Waters, Milford, PA, USA) oraz kolumng C  Nova Pak
3,9 x 300 mm przy nast¢pujacych parametrach rozdziatu:
faza ruchoma: woda : metanol (70 : 30, v/v/v); przeplyw:
0,5 ml/min; obj¢tos¢ dozowania: 10-20 pl; czas retencji:

12,44 min; prég wykrywalnos$ci: 10 ng/g. Dla oznaczenia
ZEA zastosowano aparat Waters 2695, z zestawem detekto-
row Multi Fluorescence Detector Waters 2475, Photodiode
Array Detector Waters 2996 (Waters, Milford, PA, USA)
oraz kolumng C  Nova Pak 3,9 x 150 mm przy nastgpu-
jacych parametrach rozdziatu: faza ruchoma: acetonitryl :
woda : metanol (46 : 46 : 8, v/v/v); przeptyw: 0,5 ml/min;
objeto$¢ dozowania: 10-20 pl; czas retencji: 8,45 min; prog
wykrywalnosci: 0,3 ng/g.

Wyniki przeprowadzonych doswiadczen przedstawiono
jako $rednie (+ odchylenia standardowe) z trzech réwno-
legtych powtdrzen. Analiza statystyczna wplywu badanych
bakterii na poziom ERG, ZEA i DON w ziarnach ryzu zo-
stata przeprowadzona za pomoca jednoczynnikowej ana-
lizy wariancji (ANOVA). Jednorodno$¢ wariancji zostata
zweryfikowana przy uzyciu testu Levene’a, co pozwolilo
dobra¢ odpowiedni test post-hoc. Dla jednorodnych prob
zastosowano test Tukeya z wartoscig p < 0,05, natomiast dla
prob niejednorodnych zastosowano test Gamesa-Howella
z wartoscia p < 0,05. Analizy przeprowadzono z wykorzy-
staniem programu statystycznego IBM SPSS.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Wyniki do$§wiadczen dotyczace mozliwosci ograniczania
wzrostu grzybow i redukcji poziomu mykotoksyn przez
bakterie z rodzaju Paenibacillus sp. w uktadzie modelowym
na ziarnach ryzu przedstawiono w tabelach 1-3. Aktywnos¢
fungistatyczng testowanych szczepdéw bakteryjnych wobec
grzybow z rodzaju Fusarium wyrazono jako redukcje ste-
zenia ERG w ziarnach ryzu. Na podstawie tabeli 1. moz-
na stwierdzié, ze badane bakterie z rodzaju Paenibacillus
skutecznie hamowaly wzrost grzyboéw na ziarnach ryzu, co
potwierdzajg istotnie mniejsze stezenia ERG w poréwnaniu
do prob kontrolnych. Poziom redukcji ERG zalezat zarow-
no od szczepu bakterii, jak i izolatu grzyba, i ksztaltowat si¢
w zakresie od 11,6 do 84,6%, przy czym F. graminearum
okazal si¢ bardziej wrazliwy na dziatanie bakterii Paeniba-
cillus w porownaniu do F. culmorum. Najwigkszy stopien
redukcji ERG obserwowano w probkach ryzu inokulowa-
nych P. alvei PCM 481, gdzie redukcja sterolu wynosita 73,2
i 74,7% (w przypadku F. graminearum) oraz 51,0 i 52,2%
(w przypadku F. culmorum) w zaleznosci od objetosci do-
datku hodowli bakteryjnej. Szczep P. macerans PCM 1399
najskuteczniej hamowat wzrost F. graminearum w obu wa-
riantach inokulacji ziaren ryzu (ponad 80% redukcja ERG),
natomiast w ryzu zakazonym F. culmorum redukcja ERG
nie przekroczyla 20%. Inokulacja ryzu hodowla bakterii
P polymyxa PCM 2015 okazata si¢ najmniej skuteczna
w zakresie hamowania wzrostu F. graminearum, gdzie
obserwowano redukcje¢ stezenia ERG na poziomie
12,6 i 22,5% kolejno dla dodatku 10 i 15 ml hodowli.
Warto podkresli¢, iz zwigkszenie objetosci hodowli do in-
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Tabela 1. Wptyw bakterii Paenibacillus sp. na wzrost grzybow z rodzaju Fusarium na ziarnach ryzu
Table 1. Effect of Paenibacillus sp. bacteria on the growth of Fusarium fungi on rice grains

Wariant do$wiadczenia

Zawarto$¢ [pg/g] i redukcja [%] ergosterolu w ziarnach ryzu
Ergosterol content [pg/g] and reduction [%] in rice grains

Variant of the experiment Fusarium graminearum Fusarium culmorum
[ng/g] [%] [ng/g] [%]
Dodatek 10 ml bulionu odzywczego/hodowli bakteryjne;j
Addition of 10 ml of nutrient broth/bacterial culture
Kontrola 2216,31d 3 1087,77 d 3
Control +19,73 +17,44
355,27 a 963,24 ¢
P. macerans PCM 1399 4712 84,0 13,68 11,6
. 594,55 b 532,76 a
P, alvei PCM 481 551 73,2 119,81 51,0
1937,36 ¢ 894,49 b
P. polymyxa PCM 2015 £17.91 12,6 £19,08 17,8
Dodatek 15 ml bulionu odzywczego/hodowli bakteryjne;j
Addition of 15 ml of nutrient broth/bacterial culture
Kontrola 2612,38 d B 1215,62 d B
Control +20,04 +15,53
402,18 a 1000,82 ¢
P. macerans PCM 1399 4415 84,6 +13.50 17,7
. 660,82 b 580,78 a
P alvei PCM 481 4371 74,7 1782 52,2
2024,11 ¢ 930,67 b
P. polymyxa PCM 2015 +11.96 22,5 19,59 23,5

Srednie oznaczone roznymi literami (a—d) dla danego wariantu r6znig si¢ istotnie na poziomie p < 0,05
Average with different letters (a—d) for each variant are significantly different at the p <0.05

okulacji ryzu nie wptywato znaczaco na poziom redukcji
ERG w ziarnach. Wigksza redukcje ERG (ponad 5%) przy
zwigkszonym dodatku hodowli bakteryjnej obserwowano
w przypadku P. polymyxa PCM 2015 oraz P. marcescens
PCM 1399 w przypadku ryzu zakazonego F. culmorum.
Analizujagc zawarto$¢ ZEA w ziarnach ryzu (tab. 2)
mozna zauwazy¢, ze stopien ograniczenia wzrostu grzybow
przez badane bakterie Paenibacillus nie w kazdym przy-
padku przektadat sie na redukcje¢ stezenia toksyny. Objetosée
hodowli bakteryjnej uzyta do inokulacji ryzu tylko w nie-
ktorych wariantach wptyneta znaczaco na redukcje ZEA. Po
inokulacji ryzu 10 ml hodowli bakteryjnej tylko przy wy-
korzystaniu hodowli P. polymyxa PCM 2015 obserwowano
nizsze stezenie ZEA w ziarnach, przy czym istotng rézni-
c¢ w porownaniu do probki kontrolnej odnotowano tylko
w ryzu zakazonym F. culmorum. Dodatek hodowli P. mace-
rans PCM 1399 oraz P. alvei PCM 481 w objetosci 10 ml
nie wptywal na zmniejszenie st¢zenia ZEA w ziarnach ryzu.
Istotng redukcje ZEA obserwowano po dodaniu do ryzu
15 ml hodowli P. macerans PCM 1399 w probkach zaka-
zonych F. graminearum (41,7%) oraz P. alvei PCM 481
i P. polymyxa PCM 2015 w probkach zakazonych F. cul-
morum (redukcja ZEA odpowiednio o 32,5 i 37,8%).

W pozostatych przypadkach redukcja poziomu toksyny byta
niewielka (od 4,0 do 12,6%), a st¢zenie ZEA nie rdznito si¢
istotnie od stezenia w probkach kontrolnych.

Stezenie DON w ziarnach ryzu inokulowanych hodow-
lami bakterii Paenibacillus bylo redukowane w wigkszym
stopniu w porownaniu do ZEA. Najwiekszy stopien reduk-
cji DON (tab. 3) odnotowano dla probek ryzu inokulowa-
nego hodowlami P. alvei PCM 481. Spadek stezenia toksy-
ny ksztattowat si¢ na poziomie 97,2 i 89,3% przy dodatku
10 ml hodowli do ryzu zakazonego przez F. graminearum
i F. culmorum oraz 98,0 i 94,4% dla dodatku 15 ml ho-
dowli. Wysoki poziom redukcji DON (>85%) obserwowa-
no rowniez w probkach z dodatkiem hodowli P. macerans
PCM 1399 do ryzu zakazonego F. graminearum (85,7%
1 90,0% dla dodatkéw odpowiednio 10 i 15 ml), natomiast
w ryzu zakazonym F. culmorum inokulacja tym szczepem
nie wplynela istotnie na redukcje stgzenia DON. Szczep
P. polymyxa PCM 2015 skutecznie (w ponad 58%) reduko-
watl poziom DON w ziarnach ryzu zakazonych F. gramine-
arum, jednakze w ryzu zakazonym F. culmorum tylko inoku-
lacja 15 ml hodowli istotnie obnizyta zawarto$¢ toksyny.

Przedstawione wyniki potwierdzaja antagonistyczne
odziatywanie badanych bakterii Paenibacillus wobec grzy-
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Tabela 2. Wptyw bakterii Paenibacillus sp. na st¢zenie zearalenonu w ziarnach ryzu
Table 2. Effect of Paenibacillus sp. bacteria on the concentration of zearalenone in rice grains

Wariant do$wiadczenia

Zawarto$¢ [ng/g] i redukcja [%] zearalenonu w ziarnach ryzu
Zearalenone content [ug/g] and reduction [%] in rice grains

Variant of the experiment Fusarium graminearum Fusarium culmorum
[ng/g] [%] [ng/g] [%]
Dodatek 10 ml bulionu odzywczego/hodowli bakteryjne;j
Addition of 10 ml of nutrient broth/bacterial culture
Kontrola 248,32 ab 3 54,12 b 3
Control +11,43 12,27
251,88b 66,49 ¢
P. macerans PCM 1399 15,48 - 1437 -
. 257,40 b 58,44 be
P. alvei PCM 481 6,04 - 43,86 -
218,64 a 36,84 a
P. polymyxa PCM 2015 L1413 12,0 44,59 31,9
Dodatek 15 ml bulionu odzywczego/hodowli bakteryjne;j
Addition of 15 ml of nutrient broth/bacterial culture
Kontrola 22490 b B 53,78 b B
Control +24,74 +17,43
131,11 a 51,60 b
P. macerans PCM 1399 £19.56 41,7 +1,00 4.0
. 208,75 b 36,32 a
P, alvei PCM 481 125,90 7,2 +6.10 32,5
196,66 b 3344 a
P. polymyxa PCM 2015 +12.45 12,6 +0,61 37,8

Srednie oznaczone roznymi literami (a—c) dla danego wariantu roznig sig istotnie na poziomie p < 0,05
Average with different letters (a—c) for each variant are significantly different at the p < 0.05

béw z rodzaju Fusarium. Inokulacja ziaren ryzu hodowlami
bakteryjnymi, zarowno w objetosci 10 1 15 ml, skutecznie
ograniczala wzrost F. graminearum oraz F. culmorum, co
obserwowano jako spadek st¢zenia ERG w stosunku do
prob kontrolnych. Jednakze, w przypadku redukcji pozio-
mu ZEA i DON dodatek hodowli bakteryjnych nie zawsze
wplywat na zmniejszenie st¢zenie toksyn w ziarnach, pomi-
mo istotnego hamowania wzrostu grzyboéw. Przyktadowo,
inokulacja ziaren ryzu 10 ml hodowli P. macerans PCM
1399 indukowata synteze mykotoksyn przez F. culmorum,
gdzie stezenie DON lub ZEA bylo istotnie wyzsze niz w
probkach kontrolnych. Zjawisko to moze by¢ zwigzane z
ré6znym mechanizmem reagowania grzybow na czynni-
ki antagonistyczne, ktére w analizowanej pracy stanowily
bakterie z rodzaju Paenibacillus. Podobne spostrzezenia
poruszyly w pracy przegladowej Suchorzynska i Misiewicz
(2009) analizujac oddzialywanie chemicznych s$rodkéw
ochrony roslin na grzyby. Pomimo tego, w wielu warian-
tach przedstawionych w pracy odnotowano pozytywny
efekt inokulacji ryzu bakteriami Paenibacillus zwiazany z
redukcja stgzenia DON i1 ZEA, cho¢ mechanizm dziatania
badanych bakterii w tym zakresie nie byl jeszcze analizo-
wany. Dostepne dane literaturowe do$¢ obszernie opisuja

aktywnos¢ fungistatyczng bakterii z rodzaju Paenibacillus,
co stanowi podstawe¢ do poszukiwania nowych szczepow do
biologicznej kontroli patogenow roslin. Przyktadowo, Liu
i wsp. (2011) opisali wptyw szczepu P. polymyxa na hamo-
wanie wzrostu F. graminearum, a E1 Meleigi i wsp. (2014)
udowodnili aktywno$¢ fungistatyczna szczepu P. polymyxa
MEG6 wobec F. solani. Inne szczepy Paenibacillus réw-
niez charakteryzuja si¢ wlasciwosciami antagonistycznymi
wzgledem grzybdw z rodzaju Fusarium, czego przyktadem
moze by¢ szczep Paenibacillus sp. M4, wykazujacy dzia-
lanie fungistatyczne wobec F. solani i F. oxysporum (Jan-
kiewicz i Swiatek-Brzezinska 2016), P. ehimensis KWN38,
aktywny wobec Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Na-
ing i wsp. 2014), czy P. macerans PCM 2633, ktory wyka-
zywal dziatanie fungistatyczne wzgledem F. graminearum,
F. culmorum, F. avenaceum, F. equiseti, F. langsethiae oraz
F oxysporum (Jus 2016). Bakterie z rodzaju Paenibacillus
wykazuja réwniez aktywno$¢ antagonistyczng wzgledem
innych grzybow patogenicznych dla roslin, takich jak:
Aspergillus niger, Penicillium notatum oraz Rhizopus sto-
lonifer (Deng i wsp. 2011), Phytophthora capsici, Rhizocto-
nia cerealis, Rhizoctonia solani, Colletotrichum caudatum
i Pythium aphanidermatum (Naing 1 wsp. 2014), czy Alter-
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Tabela 3. Wptyw bakterii Paenibacillus sp. na st¢zenie deoksyniwalenolu w ziarnach ryzu
Table 3. Effect of Paenibacillus sp. bacteria on the concentration of deoxynivalenol in rice grains

Wariant do$wiadczenia

Zawarto$¢ [png/g] i redukcja [%] deoksyniwalenolu w ziarnach ryzu
Deoxynivalenol content [ng/g] and reduction [%] in rice grains

Variant of the experiment Fusarium graminearum Fusarium culmorum
[ng/g] [%] [ng/g] [%]
Dodatek 10 ml bulionu odzywczego/hodowli bakteryjne;j
Addition of 10 ml of nutrient broth/bacterial culture
Kontrola 629,24 d 3 8,53b 3
Control +25,76 +0,06
90,01 b 17,95 ¢
P. macerans PCM 1399 120,12 85,7 £0.87 -
. 17,86 a 091 a
P, alvei PCM 481 £3.00 97,2 £0.18 89,3
263,80 ¢ 9,74 b
P. polymyxa PCM 2015 118,69 58,1 £0,38 -
Dodatek 15 ml bulionu odzywczego/hodowli bakteryjnej
Addition of 15 ml of nutrient broth/bacterial culture
Kontrola 702,84 d B 12,39 ¢ B
Control +6,26 +0,84
70,10 b 11,73 ¢
P. macerans PCM 1399 +7.16 90,0 +0,90 5,3
. 14,15 a 0,70 a
P, alvei PCM 481 +0.44 98,0 £0,09 94,4
212,86 ¢ 8,66 b
P. polymyxa PCM 2015 £15.20 69,7 +0.15 30,1

Srednie oznaczone roznymi literami (a—d) dla danego wariantu r6znig si¢ istotnie na poziomie p < 0,05
Average with different letters (a—d) for each variant are significantly different at the p <0.05

naria alternata (Gwiazdowski i wsp. 2013), co wskazuje
na szerokie spektrum oddziatywania tej grupy bakterii. Zde-
cydowanie mniej w literaturze opisany jest wptyw bakterii
Paenibacillus na ograniczenie wzrostu grzybow i redukcje
mykotoksyn na ziarnach zbdz. Jednakze, interesujace ba-
dania przedstawili Abd El Daim i wsp. (2015) udowad-
niajac, ze badane szczepy P. polymyxa skutecznie ogra-
niczaty wzrost grzybow F. graminearum i F. culmorum
w uktadzie modelowym na ziarnach pszenicy, jak row-
niez w istotny sposob redukowaly zawartos¢ DON i ZEA
w ziarnach, przy czym roznity si¢ efektywnoscia dziatania.
Natomiast Shi i wsp. (2014) analizowali potencjat izola-
tow bakteryjnych z rodzaju Bacillus, pozyskanych z tupin
orzechow, w zakresie hamowania wzrostu F. graminearum
w uktadzie modelowym na pszenicy wykazujac, ze bada-
ne izolaty bakteryjne wyraznie ograniczaly wzrost grzy-
ba po 10-dniowej inkubacji, natomiast po 18 dniach nie
obserwowali juz réznic w poréwnaniu z proba kontrolna.
W zakresie ograniczenia st¢zenia DON dla dwoch izola-
tow, autorzy odnotowali wysoki stopien redukcji toksyny
(na poziomie 88-90%), natomiast pozostale trzy wykorzy-
stane izolaty charakteryzowaty si¢ niskim stopniem reduk-
cji DON. Podobne rezultaty otrzymano w prezentowangj

pracy, obserwujac roznice pomi¢dzy zdolnoscig badanych
szczepodw Paenibacillus w redukcji stgzenia DON. Efekt
zastosowania bakterii z rodzaju Bacillus jako biologiczne-
go czynnika ochrony roslin zostat rowniez opisany przez
Chan i wsp. (2009), ktérzy badali wptyw szczepu B. sub-
tilis D1/2 na redukcje stezenia ERG i DON produkowa-
nych przez F. graminearum w ziarnach kukurydzy w wa-
runkach polowych. We wspomnianej pracy badany szczep
bakteryjny powodowat spadek st¢zenia ERG w granicach
53-58% oraz DON w granicach 41-51%, a stopien re-
dukcji metabolitow grzybowych zalezny byt zaréwno od
czasu, jak i dawki uzytego inokulatu bakteryjnego po za-
kazeniu ziaren kukurydzy zarodnikami F. graminearum.
Wptyw objetosci dodatku hodowli bakteryjnej na poziom
redukcji metabolitow grzybowych obserwowano rowniez
W niniejszym opracowaniu.

Uzyskane wyniki badan oraz doniesienia literaturowe
wskazuja na wysoki potencjat r6znego rodzaju mikroorga-
nizmo6w jako biologicznych czynnikéw ochrony roslin. Ko-
nieczne jest prowadzenie dalszych badan w tym obszarze
dla okreslenia mozliwie najszerszego spektrum dziatania
aktywnych biologicznie szczepdéw oraz optymalizacji wa-
runkéw ich stosowania.
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Whioski / Conclusions

Przeprowadzone doswiadczenia pozwolity na sformutowa-
nie nastgpujacych wnioskow:

1.

Wszystkie testowane bakterie z rodzaju Paenibacillus
skutecznie hamowaly wzrost grzyboéw z rodzaju Fusa-
rium w uktadzie modelowym na ziarnach ryzu.

szczepu bakteryjnego oraz grzybow strzgpkowych, jak
rowniez od objetosci dodatku hodowli bakteryjnej do
inokulacji ziaren.

. Objeto$¢ hodowli bakteryjnej zastosowana do inokula-

cji ryzu wptywata na redukcje¢ ZEA i DON w ziarnach,
natomiast w mniejszym stopniu wpltywata na stezenie
ERG.

2. Redukcja poziomu ZEA i DON w ziarnach ryzu ksztat-
towala si¢ w zakresie od 0 do 98% w zaleznosci od
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