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Preliminary characteristics of fungistatic metabolites produced
by Paenibacillus sp.

Wstepna charakterystyka fungistatycznych metabolitow
wytwarzanych przez Paenibacillus sp.
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Summary

The aim of presented research was an evaluation of fungistatic activity of two strains of Paenibacillus species including preliminary
characteristics of metabolites responsible for antagonism. The tested strains inhibited growth of all fungi used as indicators however
belonging to Microdochium and Septoria genera were more sensitive than Fusarium. It was observed that larger amount of
Paenibacillus sp. added to culture caused usually stronger inhibition of fungal growth and antifungal effect was comparable for both
strains. Enzymatic hydrolysis revealed completely lost of antagonistic activity, what indicates that fungistatic metabolites are proteins.
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Streszczenie

Celem pracy byta ocena fungistatycznej aktywnosci dwdch szczepdw bakterii z rodzaju Paenibacillus z uwzglednieniem wstepnej
charakterystyki metabolitow, odpowiedzialnych za antagonizm. Badane szczepy hamowaty rozwdéj wszystkich grzybéw wskaznikowych,
jednak wiekszg wrazliwos¢ wykazaty grzyby rodzaju Microdochium i Septoria niz Fusarium. Wiekszy dodatek hodowli Paenibacillus sp.
powodowat zwykle silniejsze zahamowanie wzrostu grzybdw, przy czym oddziatywanie obu szczepédw byto podobne. Hydroliza
enzymatyczna biatek spowodowata catkowity zanik aktywnosci antagonistycznej, co wskazuje ze fungistatyczne metabolity sg biatkami.

Stowa kluczowe: wtasciwosci fungistatyczne, wstepna charakterystyka, biatko

! Instytut Ochrony Roslin — Paristwowy Instytut Badawczy
Zaktad Badania Srodkéw Ochrony Roslin
Wiadystawa Wegorka 20, 60-318 Poznan
R.Gwiazdowski@iorpib.poznan.pl

2 Uniwersytet Ekonomiczny w Poznaniu
Wydziat Towaroznawstwa
Katedra Przyrodniczych Podstaw Jakosci
Niepodlegtosci 10, 61-875 Poznan

Institute of Plant Protection — National Research Institute Prog. Plant Prot./Post. Ochr. Ro$lin 53 (3): 533-537
Instytut Ochrony Roslin — Paristwowy Instytut Badawczy ISSN 1427-4337



534 Preliminary characteristics of fungistatic metabolites / Wstepna charakterystyka fungistatycznych metabolitow

Wstep / Introduction

Rodzaj Paenibacillus zostat wyodrebniony, jako osob-
na filogenetycznie grupa tlenowych i wzglednie bez-
tlenowych przetrwalnikujacych laseczek, na podstawie
analizy 16sRNA (Ash i wsp. 1993; Shida i wsp. 1997).
Obecnie do rodzaju tego zalicza si¢ 24 gatunki (Shida
i wsp. 1997). Bakterie rodzaju Paenibacillus sa szeroko
rozpowszechnione w $rodowisku. Ich obecno$¢ wykryto
migdzy innymi w glebie (Axelrood i wsp. 2002; Garbeva
i wsp. 2003), wodzie (Ross i wsp. 2001), ryzosferze (Berge
i wsp. 2002; von der Weid i wsp. 2002) czy w tkankach
ro$lin (Shishido 1 wsp. 1999; Garbeva i wsp. 2001).

Dane literaturowe wskazuja, ze niektore gatunki
bakterii rodzaju Paenibacillus, m.in. P. polymyxa czy
P. thiaminolyticus maja zdolno$¢ do wytwarzania sub-
stancji o charakterze antybakteryjnym, takich jak poli-
myksyna czy bacifelacyna (Slepecky i Hemphill 1991).
Kilka gatunkow jest rowniez znanych z produkcji
enzymow degradujacych naturalne polimery, m.in.
chondroityng, kurdlan czy chityng (Nakamura 1987,
Kanzawa i wsp. 1995). W ostatnich latach pojawia si¢
coraz wigcej doniesien dotyczacych wytwarzania przez te
bakterie substancji antygrzybowych. Najlepiej poznanym
gatunkiem wykazujacym wlasciwosci fungistatyczne jest
P. polymyxa, powszechnie wystgpujacy w glebie i w ryzo-
sferze (Timmusk i Wagner 1999). Oprécz zwiazkow
antybakteryjnych bakterie tego gatunku wytwarzaja fuza-
rycydyny o silnych wlasciwosciach antygrzybowych
w stosunku do takich grzybow, jak: Fusarium oxysporum,
Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Penicillium thomii
(Kajimura i1 Kaneda 1996, 1997) czy Leptosphaeria
maculans (Beatty iJensen 2002). Chung (1997) opisat
chitynolityczny szczep bakterii, wyizolowany z kompostu,
ktory wykazywat aktywno$¢ fungistatyczna wobec
grzybow  Rhizoctonia  solani, Fusarium oxysporum,
Colletotrichum lagenarium, Sclerotinia sclerotiorum i Bo-
trytis cinerea. Na podstawie charakterystyki fenotypowej
oraz analizy molekularnej szczep ten sklasyfikowano jako
Paenibacillus koreensis sp. nov. (Lee i wsp. 2008)
wykazali antagonistyczne wilasciwosci szczepu P. lenti-
morbis WIS, wyizolowanego z gleby wobec rdznych
patogenow roslin.

Niektore szczepy bakterii Paenibacillus sa zaliczane do
PGPR (Plant Growth — Promoting Rhizobacteria), czyli do
bakterii pozytywnie wplywajacych na rosliny uprawne
(Timmusk i Wagner 1999; Cheong i wsp. 2005). Oprocz
wspomnianych wczesniej wlasciwosci antagonistycznych
wobec patogendéw roslinnych, bakterie Paenibacillus moga
by¢ wykorzystywane w rolnictwie do poprawy kondycji
roslin. Bakterie te wystgpuja na réznych czesciach roslin
na zasadzie symbiozy, dzigki czemu dochodzi do
stymulacji wzrostu roslin oraz zwigkszenia ich odporno$ci
na rozne czynniki zewngtrze. Stymulacja wzrostu ro$lin
przez te bakterie odbywa si¢ poprzez wytwarzanie fitohor-
mondw, wspomaganie pobierania zwiazkéw mineralnych
przez ro$liny, ograniczanie rozwoju patogenow (wyt-
warzanie zwiazkow przeciwgrzybiczych, produkcja anty-
biotykow, ograniczanie dostgpu patogenom do pozy-
wienia) (Kalitkiewicz i Kgpczynska 2008).

Wiasciwosci fungistatyczne bakterii rodzaju Paeni-
bacillus sa malo poznane, jednak dotychczasowa wiedza
pozwala sadzi¢, ze moga stanowi¢ one czynnik biolo-
gicznej ochrony roslin przed patogenami i by¢ wartoscio-
wa alternatywa dla $rodkow chemicznych. W niniejszej
pracy przedstawiono aktywno$¢ fungistatyczna dwoch
gatunkow Paenibacillus sp. z uwzglgdnieniem wstgpne;j
charakterystyki wytwarzanych przez nie substancji anty-
grzybowych.

Materiaty i metody / Materials and methods

Material badawczy

W badaniach zastosowano dwa szczepy bakterii testo-
wych: Paenibacillus alvei PCM 481 i P. macerans
PCM 1399 — szczepy pochodzity z kolekcji Instytutu
Immunologii i Terapii Do§wiadczalnej Polskiej Akademii
Nauk we Wroclawiu. Bakterie hodowano na bulionie
odzywczym przez 48 godzin w temperaturze 30°C.
W zalezno$ci od doswiadczenia stosowano hodowle
z komorkami oraz supernatanty otrzymane po odwi-
rowaniu hodowli (6000 rpm/min, 15 minut).

Mikroorganizmy wskaznikowe

Jako mikroorganizmy wskaznikowe zastosowano
grzyby rodzajow: Fusarium (F. avenaceum, F. oxysporum,
F. culmorum, F. graminearum, F. equiseti, F. langsetiae),
Microdochium nivale oraz Septoria tritici 1 S. nodorum.
Grzyby pochodzily z kolekcji Zaktadu Badania Srodkéw
Ochrony Ro$lin Instytutu Ochrony Roslin — Panstwowego
Instytutu Badawczego w Poznaniu.

Ocena aktywnosci fungistatycznej metoda plytkowa

Oznaczenie aktywnos$ci fungistatycznej przepro-
wadzono metoda plytkowa na podtozu PDA (Potato
Dextrose Agar). Do ptynnej pozywki dodawano hodowle
bakterii o gestosci komérek 10'%jtk/ml w iloéci 5 i 10% lub
supernatanty otrzymane z hodowli w ilosci 11 5%, a po
zestaleniu pozywki na centralnej czgsci ptytki umieszczano
krazek wyciety z obwodu kultury grzyba. Po osiagnigciu
brzegu ptytki przez proby kontrolne okreslono stopien
zahamowania wzrostu.

Hydroliza enzymatyczna

Roztwory enzymow: proteazy i proteinazy K przy-
gotowywano w buforze fosforanowym i dodawano do
supernatantow tak, by ostateczne stgzenie wynosito
0,5 mg/ml. Nastgpnie prowadzono hydroliz¢ biatek przez
2 godziny w 37°C. Po zakonczeniu hydrolizy, enzymy
inaktywowano poprzez ogrzewanie przez 3 minuty
w temperaturze 80°C, a nastgpnie oznaczano aktywno$é
fungistatyczna supernatantow metodq opisana wczesnie;j.

Analiza statystyczna

Wyniki opracowano statystycznie testem Student-
-Newman-Keuls przy poziomie istotnosci p = 0,05.
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Wyniki i dyskusja / Results and discussion

W  pierwszej czg$ci doswiadczen oceniono od-
dzialywanie badanych szczepdéw Paenibacillus sp. na
wzrost wybranych grzyboéw rodzajow Microdochium,
Septoria 1 Fusarium (tab. 1). Wyniki doswiadczen
wykazaly, ze obydwa szczepy bakterii hamowaly rozwdj
testowanych grzybow, jednak wigksza wrazliwoscia
charakteryzowaly si¢ rodzaje Microdochium 1 Septoria.
W zaleznos$ci od ilosci dodanej do podloza hodowli
bakterii, stopien zahamowania grzybni wynosit od 33 do
88%. Bardzo duze zrdéznicowanie stopnia hamowania
grzybni obserwowano w przypadku grzyboéw rodzaju
Fusarium. W zaleznosci od gatunku grzyba, procent
zahamowania wynosit od 8 do 79% w przypadku
zastosowania 5% dodatku hodowli bakterii oraz od 26 do
87% w przypadku zastosowania dodatku 10%. Porownujac
site oddzialywania testowanych szczepoéw bakterii mozna
zauwazy¢ podobny stopien zahamowania poszczegodlnych
grzybow, co sugeruje ze wigksze znaczenie w tym
wypadku mial gatunek grzyba i jego wrazliwo$¢ na
metabolity wytwarzane przez Paenibacillus sp. Podobnie
zroznicowane oddzialywanie réznych gatunkéw bakterii
nalezacych do rodzaju Paenibacillus obserwowali inni
autorzy (Kajimura i Kaneda 1996, 1997; Chung 1997,
Beatty i Jensen 2002).

Do drugiego etapu badan, majacego na celu wstepne
okreslenie charakteru antagonistycznych metabolitow,
wybrano szczep Paenibacillus alvei PCM 481. W do-
tychczasowych badaniach do oceny aktywnoS$ci anty-
grzybowej wykorzystywano hodowle bakterii, tym razem
badaniu zostal poddany supernatant. Jak wynika z tabeli 2.,
supernatant wykazat silne oddziatywanie wobec grzybow
rodzaju Fusarium, co $wiadczy o tym, iz wytwarzana

przez P. alvei substancja nalezy do metabolitow
wydzielanych zewnatrzkomérkowo. Biorac pod uwage
fakt, iz wiele metabolitéw przeciwdrobnoustrojowych ma
charakter bialkowy, supernatanty poddano hydrolizie
enzymatycznej z udziatem proteazy i proteinazy K.

Rezultaty przeprowadzonego doswiadczenia wykazaly,
ze supernatanty poddane dziataniu enzymow proteoli-
tycznych utracity wlasciwosci fungistyczne (tab. 2, rys. 1).
Dodatek proteazy i proteinazy K do supernatatanu
z hodowli P. alvei zniwelowal dziatanie antagonistyczne
wobec grzybow, czego efektem byl wzrost grzybni
w takim samym tempie, jak w probie kontrolnej. Wyniki
pozwalaja stwierdzi¢, ze substancja produkowana przez
bakterie P. alvei, nadajaca im wiasciwosci fungistatyczne,
jest substancja o charakterze biatkowym.

Uzyskane wyniki znajduja potwierdzenie w danych
literaturowych. Przykladem antygrzybowych metabolitow
o biatlkowym charakterze sg m.in. fuzarycydyny, wytwa-
rzane przez Paenibacillus sp. Rozne analogi fuzarycydyn
wyizolowano z hodowli P. polymyxa, wtym LI-FO03,
LIF04,LI-F05, LI-F06, LI-FO7 i LI-FO8 (Kurusu i wsp.
1987; Kuroda i wsp. 2001), jak rowniez fuzarycydyny
A-D (Kajimura i Kaneda 1996, 1997). Selim 1 wsp. (2005)
wyizolowali i scharakteryzowali antagonistyczne peptydy
wytwarzane przez Paenibacillus sp. pochodzace z miko-
ryzosfery sorga, a Lee i wsp. (2008) potwierdzili biatkowy
charakter antygrzybowego metabolitu produkowanego
przez P. lentimorbis WJ5.

Antygrzybowe, biatkowe metabolity budza coraz
wigksze zainteresowanie w biologicznej ochronie roslin
przed patogenami, szczegdlnie w obliczu tendencji do
poszukiwania alternatywy dla stosowania syntetyzowa-
nych, chemicznych $rodkéw ochrony roslin.

Tabela 1. Fungistatyczna aktywnos$¢ P. alvei PCM 481 i1 P. macerans PCM 1399 wobec wybranych grzybow patogenicznych
Table 1. Fungistatic activity of P. alvei PCM 481 and P. macerans PCM 1399 against chosen pathogenic fungi

Procent zahamowania wzrostu Procent zahamowania wzrostu
przez P. alvei PCM 481 przez P. macerans PCM 1399
Gatunek grzyba Percent of growth inhibition Percent of growth inhibition
Fungal species by P. alvei PCM 481 by P. macerans PCM 1399
5% dodatek hodowli 10% dodatek hodowli | 5% dodatek hodowli 10% dodatek hodowli
5% additive of culture | 10% additive of culture | 5% additive of culture | 10% additive of culture
Kontrola — Control Oa Oa Oa Oa
Microdochium nivale 8lc 88¢c 70 be 87 ¢
Septoria tritici 85¢ 51 be 80 ¢ Slc
S. nodorum 61c - 33b -
Fusarium avenaceum 2010 52b 79 ¢ 50b 78 ¢
F. avenaceum 1592 69 c 78c 65c¢ 75 ¢
F. culmorum FO1 23b 65c¢ 340 72 ¢
F. equiseti F31 22b 72 ¢ 22b 70 ¢
F. graminearum F11 0 38b 0 53¢
F. langsetiae 79 ¢ - 70 ¢ -
F. oxysporum F41 11b 30b 8b 26D

a, b, c — réznice istotne przy p < 0,5 — significantly different at p <0.5
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Tabela 2. Wplyw enzymdw proteolitycznych na aktywnos¢ fungistatyczna supernatantéw otrzymanych z hodowli P. alvei PCM 481
Table 2. The influence of proteolytic enzymes on the fungistatic activity of supernatants obtained from P. alvei PCM 481culture

Procent zahamowania grzybni przez P. alvei PCM 481
Badana frakcja Percent of growth inhibition by P. alvei PCM 481
F. avenaceum 1592 F. culmorum FO1

Kontrola — Control Oa Oa
1 % dodatek supernatantu
1 % addition of supernatant 61'b 17%
5 % dodatek supernatantu
5 % addition of supernatant 65b 20b
1 % dodatek supernatantu po hydrolizie
enzymatycznej z proteaza 0a 0a
1 % addition of supernatant after enzymatic
hydrolysis with protease
5 % dodatek supernatantu po hydrolizie
enzymatycznej z proteaza 0a 0a
5 % addition of supernatant after enzymatic
hydrolysis with protease
1 % dodatek supernatantu po hydrolizie
enzymatycznej z proteinaza K 0a 0a
1 % addition of supernatant after enzymatic
hydrolysis with proteinase K
5 % dodatek supernatantu po hydrolizie
enzymatycznej z proteinaza K 0a 0a
5 % addition of supernatant after enzymatic
hydrolysis with proteinase K

a, b — roznice istotne przy p < 0,5 — significantly different at p < 0.5

A B

A — bez dodatku supernatantu z hodowli P. alvei 481 (kontrola)

B — z dodatkiem 5%supernatantu z hodowli P. alvei 481

C — z dodatkiem 5% supernatantu z hodowli P. alvei 481 po hydrolizie enzymatycznej proteaza

D — z dodatkiem 5% supernatantu z hodowli P. alvei 481 po hydrolizie enzymatycznej proteinazg K

A — without addition of supernatant from P. alvei PCM 481 culture (control)

B — with addition of 5% supernatant from P. alvei PCM 481 culture

C — with addition of 5% supernatant from P. alvei PCM 481 culture after enzymatic hydrolysis with protease

D — with addition of 5% supernatant from P. alvei PCM 481 culture after enzymatic hydrolysis with proteinase K

Rys. 1. Kultury F. avenaceum 1952 na pozywce PDA
Fig. 1. Cultures of F. avenaceum 1952 on PDA medium

Whnioski / Conclusions 2. Supernatanty z hodowli P. alvei wykazuja oddzia-

lywanie antagonistyczne wobec grzybow F. avenaceum

Na podstawie przeprowadzonych do$wiadczen mozna i F. culmorum, co dowodzi, iz wytwarzane przez nie

wysuna¢ nast¢pujace wnioski: substancje naleza do metabolitow zewnatrzkomor-
1. Bakterie Paenibacillus alvei PCM 481 i P. macerans kowych.

PCM 1399 wykazuja fungistatyczne oddziatywanie 3. Supernatanty poddane dzialaniu enzymoéw proteol-

wobec grzybow rodzajow Microdochium, Fusarium itycznych (proteazy i proteinazy K) tracily catkowicie

i Septoria. aktywnos¢, co sugeruje, ze substancja antagonistyczna

ma charakter biatkowy.
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