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Summary

Out of 282 isolates of epiphytic bacteria population originating from grapevi-
ne leaves 15% inhibited growth of Phomopsis viticola on potato-dextrose agar. Pro-
tective activity of 16 isolates, representing different morphological groups was tested
on one-year old of grapevine stems fragments. Majority of bacterial isolates which
inhibited the fungus growth in-vitre provided no protection of stems fragments aga-
inst P. viticola. The efficiency of protection activity of bacterial isolates tested decre-
ased with time. The most effective isolates of bacteria in protection of grapevine stems
were identified as Bacillus sp. and Pseudomonas fluorescens.
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WSTEP

Badania przeprowadzone w ostatnich latach wykazaly, ze P. viticola izolowa-
no powszechnie z owocujgcych krzewéw i sadzonek winorosli z objawami nekrozy
kory, w réznych rejonach Polski (Krél — niepublikowane). Jako najlepszy sposGb
ograniczania rozwoju tego patogena uznaje si¢ profilaktyke, a szczegélnie stosowa-
nie zdrowego materiatu reprodukeyjnego (Hewitt i Pearson, 1988;Simon, 1993;
Castillo-Pando iin., 1997;Scheper iin., 1997). Ochrona materiatu szkétkar-
skiego przed tym grzybem opiera si¢ przede wszystkim na stosowaniu fungicydéw
przed przechowywaniem ltozy i przed wysadzeniem sztobréw. Szczegdlnie dobre
wyniki uzyskano, gdy moczono i dezynfekowano sztobry przeznaczone na sadzonki
w takich preparatach jak: siarczan 8-hydroksychinoliny, benomyl, mancozeb, fluazi-
nan, folpet (Hewitt i Pearson, 1988; Castillo-Pando iin, 1997;Scheper
iin., 1997).
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Wyniki ostatnich badan wskazuja, ze niektére mikroorganizmy, m.in. bakterie,
mogg odegra¢ wazng rolg w ograniczaniu rozwoju grzybéw chorobotwérezych dla
Jabtek i gruszek w czasie przechowywania (Wilson i Wisniewski, 1989;Sobi-
czewski 1 Bryk, 1995). W literaturze nie znaleziono informacji na temat mozli-
wosci ograniczania rozwoju P, viticola przy pomocy bakterii antagonistycznych.

Celem przedstawionej pracy bylo wyizolowanie bakterii epifitycznych z lisci
winorosli oraz przebadanie ich oddziatywania na Phomopsis viticola.

MATERAL I METODY

W badaniach uwzgledniono izolaty bakterii epifitycznych wyosobnionych
z lisci winoroslh oraz szczep 197 Phomopsis viticola, uzyskany z chorych pedéw
winorosli i charakteryzujacy si¢ wysoka agresywnoscia w stosunku do organéw,
z ktérych pochodzit (Krdl — niepublikowane). Izolacje bakterii z lisci winorosli
przeprowadzono w latach 1995-1997 wg metody przedstawionej przez Sobiczew-
skiego iin. (1996), a opisanej przez Kr61 (1998). Do badan nad antagonistycznym
oddziatywaniem bakterii na P. viticola wyselekcjonowano bakterie reprezentujace
rozne grupy morfologiczne.

Ocena antagonistycznego oddzialywania bakterii
na Phomopsis viticola w warunkach in-vitro

Wybrane izolaty bakterii oceniono na podstawie wielkosci strefy zahamowa-
nia wzrostu Phomopsis viticola mierzonej po 4 1 8 dniach wspdlnego wzrostu grzyba
i bakterii na pozywce PDA (Potato Dextrose Agar, bioMerioux) w sposéb opisany
przez Kral (1998). Dla kazdej kombinacji doswiadczenia wykonano 3 powtérzenia.
Otrzymane wyniki poddano analizie statystycznej przy wykorzystaniu analizy wa-
riancji 1 potprzedzialéw ufnosci Tukey’a.

Ocena ochronnego oddzialywania bakterii
przed infekcja pedow winorosli przez P. viticola

Do badan wytypowano 16 izolatéw bakterii, ktére w réznym stopniu ograni-
czaty wzrost P. viticola in-vitro i reprezentowaly zréznicowane grupy morfologiczne.
Oceng zdolnosci poszezegdlnych izolatéw bakterii do ochrony pedéw winorosli przed
P viticola wykonano na fragmentach pedéw odm. “Iza”. Jednoroczne pedy cigto wzdtuz
rdzenia na okoto 6 ¢cm diugosci odeinki, po czym dezynfekowano przez zanurzenie
na I min. w 50% C ,H.OH i ptukano 3 krotnie po 3 minuty w sterylnej, destylowanej
wodzie. Tak przygc:toivanc pedy umieszczano w sterylnych komorach wilgotnoscio-
wych. Na wewngtrzng strong pedu nanoszono krople zawiesiny badanych izolatéw
bakterii antagonistycznych o objetosci 0,1 ml i gestosci 10 jtk/ml (jednostek tworzg-
cych kulturg). Tej samej wielkosci krople zawiesiny konidiéw P. viticola o gestosci
10° jtk/ml nanoszono na pedy po 24 godzinach (kombinacja I) i po 96 godzinach
(kombinacja IT) od zastosowania bakterii antagonistycznych. Dla kazdej kombinacji
doswiadczenia i dla kazdego badanego izolatu bakterii uwzgledniono po 9 fragmen-
tow pedow tj. 3 komory wilgotnosciowe po 3 fragmenty. W kontroli uwzgledniono
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traktowanie pedéw kroplg wody destylowane;j i kropla zawiesiny zarodnikéw patoge-
na (kontrola pozytywna) oraz nanoszenie tylko kropli wody destylowanej (kontrola
negatywna I) i kropli wody destylowanej, a nastgpnie zawiesiny kazdego izolatu
bakterii (kontrola negatywna II). Komory przetrzymywano w temp. 24°C przez 21 dni.
Po tym czasie oceniono efektywnos¢ ochronnego oddziatywania bakterii na podsta-
wie pozytywnych infekcji tj. wystepowania nekrozy pgdéw oraz obecnosci pikni-
diéw wraz z zarodnikami P. viticola. Wyniki poddano analizie statystycznej przy
wykorzystaniu analizy wariancji i potprzedzialéw ufnosci Tukey’a. Izolaty bakterii,
ktére chronity pedy najbardziej efektywnie oznaczono do rodzaju przy uzyciu naj-
wazniejszych testéw biochemicznych i fizjologicznych wg Bradbury (1988).

WYNIKI

Bakterie epifityczne izolowano z lisci winorosli przez caly okres trwania ba-
dan. Ich liczebnos¢ byta zmienna w zaleznosci od odmiany i roku i ksztaltowata si¢
od 2,5x10° na odmianie "Skarb Panonii” w pazdzierniku 1995 roku do 3x10° na od-
mianie “Iza” w czerwcu tego samego roku (tab. 1).

Tabela 1
Liczebnos¢ bakterii epifitycznych na lisciach winorosli
Table 1
Number of epiphytic bacteria on grapevine leaves

rok 1995 1996 1997
Year Iza Skarb Iza Skarb Iza Skarb
o Panonii Panonii Panonii
miesIge Iza Pannonia Iza Pannonia Iza Pannonia
Month . . .
Kincse Kincse Kincse

czerwiec 3x10° [1,8x10°[2,5x 107 [2,7x 10°] 5x10° [29x 10°
June
lipiec 93x10°|28x10°| 4x10° [2,7x10° | 1,5x10° | 7.5 x 10
July
sierpien 29x10°022x10°[1,5x10°| 8x10° |4,7x10*|6,8x 10°*
August
wrzesien (53 x10°| 7,5x10* [34x10° [ 42x10° [ 4,1x10"| 4,6 x 10°
September
pazdzienik | 5x10° [2,5x10*|6,5x 10> | 8,8x 10| 1,5x 10* | 3,5x 10
October
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Sposréd populacji bakterii epifitycznych wystgpujgeych na powierzehni lisci
wyselekcjonowano do dalszych badan 282 izolaty, reprezentujgce rézne grupy mor-
fologiczne. Wsrdd nich 53 izolaty w réznym stopniu hamowaly wzrost F. viticola
na pozywce PDA (tab. 2, Fot. 1).

Tabela 2
Oddzialywanie bakterii na wzrost grzyba w warunkach in-vitro
Table 2
Influence of bacteria on the fungus growth under in-vitre conditions

Nr izolatow

Isolate code

Strefa zahamowania
po 4 dniach
wspolnego wzrostu
Inhibition zone after 4

Nr izolatu

Isolate code

Strefa zahamowania
po 8 dniach
wspdlnego wzrostu
Inhibition zone after §

days of dual growth days of dual growth

35 25 a 2la 21,7a

1; 54 24 ab 4a 20,7 a

15; 21a; 60; 66 23,5 abe 54; 35 19.2a

16; 45 40 17 ab
|4a; 24; 56 224 a-d 30 16,3 abc
22a; 28a; 30 214 a-e 102 11 bed
40; 42, 97 20,5 a-f 103; 107 10,7 bed
79 197 a-g 99; 22 a; 66 9,6 od
93; 100; 102 18,5 b-h 18: 106; 28 a 8,6 d
12; 99 18,0 b-i 24 8 de
18; 33; 69; 86 17,5 b-j 1 7.7 de
103 15; 104 5,5 def
39; 81; 85 16,5 c¢-j 60; 100 4,2 def
107; 58 16,0 d- 90 3.7 def
31:38; 104 156  d 79; 97 3 def
106 15,0 e 69 1,7 ef
57,75 14,3 f-k 12; 16; 19; 33; 39; 0 f
29: 71 13,5 o-k 42; 45; 81;93; 101

48: 101; 105 12,2 h-k 29; 31; 38; 46, 48; 51, | przerost
19;:51:61; 84: 90 |11,5 ijk 56; 57,58, 61;71;75;

46; 87 11,0 J13 84 85; 86; 87, 96; overgrowth
96 8.0 k 105

Wartosci oznaczone tg sama literg nie r6znig si¢ istotnie
Means followed by the same letter(s) do not differ significantly.

NUR, = 6,82
LSD, = 6.82

005
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Strefy zahamowania wzrostu P. viticola przez bakterie na pozywce PDA
Zones of inhibition of the P. viticola growth by bacteria on PDA medium

Fot. 1. Wsp6lny wzrost Phomopsis viticola i wybranych izolatéw bakterii

a—izolat 1 c—izolat 21a
b —izolat 4a d - kontrola
Fig. 1. Dual growth of Phomopsis viticola and individual isolates of bacteria
a—isolate 1 c —isolate 21a
b —isolate 4a d - control

Po 4 dniach wspé6lnego wzrostu strefa zahamowania wzrostu P. viticola przez
bakterie wynosita od 8 do 25,5 mm w zaleznosci od izolatu. Po 8 dniach strefe takg
tworzyly tylko niektére izolaty i wynosita ona od 1,7 do 21,7 mm. U 10 izolatéw
strefa zahamowania catkowicie zanikla, a w przypadku 18 innych izolatéw grzybnia
patogena przerastata przez lini¢ wzrostu bakterii (tab. 2).

Stwierdzono ponadto, ze po 4 dniach wspélnego wzrostu 18 izolatéw tworzyto
stref¢ zahamowania wzrostu grzyba szersza niz 20 mm, a po 8 dniach tylko dwa izolaty
(tab. 2). Okazalo si¢, ze wigkszos¢ izolatow bakterii, kt6re tworzyly szerokg strefe hamo-
wania grzyba po 4 dniach, skutecznie hamowata jego wzrost takze po 8 dniach. Szczeg6l-
nie silne dziatanie hamujace wykazaty izolaty 21a i 4a, kt6re w obu terminach obserwacji
tworzyly te strefe szerszg niz 20 mm (tabela 2). Izolaty bakterii 16 i 56 nie ograniczaty
wzrostu patogena po 8 dniach, a grzybnia przerastata nawet rys¢ bakterii, mimo, ze po 4
dniach wsp6lnego wzrostu strefa zahamowania byta szersza niz 20 mm (tab. 2).

Zaden sposréd badanych izolatéw nie chronit w peini fragmentéw pedéw wi-
norosli przed infekcja przez P. viticola. Po 3 tygodniach trwania doswiadczenia na
wigkszosci chronionych pgdéw obserwowano nekroze oraz zarodnikujgce piknidia
patogena, co §wiadczyto o pozytywnej infekcji (tab. 3).
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Stwierdzono jednak, ze w przypadku ochronnego dziatania izolatéw oznaczo-
nych numerami 1 i 28a, w pierwszej kombinacji doswiadczenia, uzyskano tylko po
jednej udanej infekcji, co nie réznifo sig¢ istotnie od kontroli negatywnej (tab. 3).

Tabela 3
Efektywnos¢ ochronnego dzialania epifitycznych bakterii na pgdach winorosli przed infekcja
Phomopsis viticola
Table 3
Efficiency of protective activity of epiphytic bacteria on grapevine canes against Phomopis
viticola infection

Liczba pedéw traktowanych bakteriami z objawami chorobowymi nekrozy kory
Number of canes treated by bacteria with symptoms of bark necrosis
inokulacja P. viticola po 24 godz. od inokulacja P. viticola po 96 godz. od
zastosowania bakterii antagonistycznych | zastosowania bakterii antagonistycznych
(Kombinacja I) (Kombinacja II)
inoculation of P. viticola after 24 h than | inoculation of P. viticola after 96 h than
antagonistic bacteria were introduced antagonistic bacteria were introduced
(Combination I) (Combination II)
Kontrola negatywna Oa Kontrola negatywna Oa
negative control negative control
[zolaty bakterii: Izolaty bakterii:
Isolates of bacteria: Isolates of bacteria:
I 1 ab 28 a 2 b
28a 1 ab 1 3 be
40 2 be 22a 4 od
45 2 be 35 4 cod
15 2 be 45 4 «od
22a 2 be 40 5  de
35 2 be 16 6 ef
66 3 o 18 6 ef
116 4 de 56 6 ef
18 4  de 66 6 ef
2la 4 de 54 6 ef
[54 4 de 4a 7 f
56 4 de 31 7 f
24 5 ef 2l a 7 f
31 S ef 24 7 f
4a 6 fg 15 7 f
Kontrola pozytywna 7 g Kontrola pozytywna 7 g
Positive control Positive control

W kazdej kombinacji doswiadczenia uwzgledniono 9 fragmentow pedow.
Nine stem fragments were tested in cach combination of experiment.
Wartosci oznaczone ta samg literg nie réznig si¢ istotnie.

Means followed by the same letter do not differ significantly.

NUR,, = 1,7
LSD,,, = 1.7
NUR, .= 0,2
LSD, =02

005
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Najstabsze dziatanie ochronne wykazal szczep 4a. poniewaz liczba chronio-
nych przez niego pedéw na ktérych wystapity objawy chorobowe nie réznita sig
istotnie od kontroli pozytywnej. Zdolnos¢ ochronna bakterii w kombinacji II do-
$wiadczenia byta niewielka, bowiem stwierdzono wigcej pozytywnych infekcji
P. viticola niz w kombinacji I. Ponadto 10 sposréd testowanych izolatéw bakterii,
w kombinacji II. nie wykazywato zdolnosci ochronnych pedéw winorosli, poniewaz
liczba udanych infekcji pgdow nie roznita sig istotnie od kontroli pozytywnej (tab. 3).
Najlepsze wlasciwosci ochronne przed P. viticola wykazaly 2 izolaty bakterii. [zolat
numer | okazat si¢ gram dodatnig paleczkg wytwarzajacq przetrwalniki — zaliczono
go do rodzaju Bacillus. 1zolat 28a byl gram ujemna pateczka, tworzyt barwnik fluory-
zujacy na podlozu King B, wytwarzat levan, oksydazg¢ i dyhydrolizg argininy, powo-
dowat hydrolize zelatyny. redukowat azotany — zidentyfikowano go jako Pseudomo-
nas fluorescens.

DYSKUSJA

Badania wykazaly, ze na lisciach winorosli rozwijaja si¢ bakterie epifityczne,
ktére mogg ograniczaé rozwéj P. viticola. Bakterie takie izolowali z fylosfery réznych
gatunkéw roslin takze inni autorzy, ktérzy udowodnili ich aktywnos¢
w ograniczaniu ré6znych patogenéw roslin (Redmond iin, 1989; Fravel, 1988;
Wilson i Wisniewski. 1989: Sobiczewski iin., 1996; Zalewska, 1999;
Kral, 2001).

Wydaje si¢, ze wykorzystanie w biologicznej ochronie roslin naturalnie wyste-
pujacych na ich organach antagonistow jest uzasadnione i korzystne. Niektérzy auto-
rzy donoszg o izolowaniu mikroorganizméw antagonistycznych i ponownym ich
aplikowaniu jako efektywnych czynnikéw biologicznej ochrony na tej samej roslinie
(Wilson i Wisniewski, 1989; Sobiczewski iin., 1996; Redmond 1 in.,
1989; Kral, 1998, 2001). Inni uwazajg, Ze pochodzenie takich mikroorganizméw
nie ma znaczgcego wplywu na skutecznos¢ ich oddziatywania na patogeny. Niektére
mikroorganizmy antagonistyczne wykazujg bowiem szerokie spektrum aktywnosci
grzybobdjczej i sg efektywne w ograniczaniu wzrostu réznych grzybéw patogenicz-
nych (Podrzucki, 1989; Pusey, 1989).

Wyniki przedstawionych badan potwierdzily opinig, Ze tylko niektére izolaty
bakterii antagonistycznych efektywnie ograniczajg rozwdj patogena mimo uptywu
czasu od ich zastosowania. Stwierdzony spadek aktywnosci na sztucznym podiozu
po 8 dniach, jak i stabszy efekt ochronny w II kombinacji doswiadczenia, tj. kiedy
inokulacja pedéw przez P. viticola nastapita po 4 dniach od zastosowania bakterii,
moze wynika¢ ze zmniejszenia liczebnosci populacji antagonisty. Obserwuje si¢ to
czesto po kilku dniach od wprowadzenia bakterii na chronione organy (Sobiczew-
skiiin., 1996; Zalewska, 1999).

Obecne badania potwierdzity takze wczesniejsze doniesienia o braku zalezno-
$ci migdzy aktywnoscig antagonisty w ograniczaniu wZzrostu patogena na sztucznym
podtozu i jego efektywnoscig ochronng na roslinie (Fravel, 1988; Sobiczewski
i Bryk.1995;Sobiczewski iin., 1996: Bryk iin., 1998). Okazalo si¢ bowiem,
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7e wigkszos¢ izolatow wykazujgeych duzg aktywnosc in-vitro, stabo chronito pedy
winorosli przed infekcjg przez P. viticola. Z badan Tukey (1971) wynika, ze aktyw-
nos¢ bakterii kolonizujgcych organy roslin zalezy od substancji wydzielanych przez
te organy. Stwierdzono bowiem, ze nie tylko liscie, ale i pedy roslin drzewiastych
Jtracg” skladniki organiczne 1 nieorganiczne, ktére mogg oddziatywac stymulujacy
na mikroorganizmy fylosferowe zaréwno w czasie wzrostu, jak 1 spoczynku.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze 2 izolaty bakterii tj. Bacillus sp. i Pseu-
domonas fluorescens, ktére najskuteczniej chronity pedy winorosli przed infekcjq
P. viticola, efektywnie chronity takze winogrona przed porazeniem przez B. cinerea
(Krol, 1998). Reprezentujy one rodzaje bakterii znane z antagonistycznych whasci-
wosci i powszechnego wystgpowania w fylosferze roslin uprawnych (Podrzucki,
1989: Pusey, 1989).
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Streszczenie

Sposrad 282 izolatéw epifitycznych bakterii uzyskanych z lisci winorosli okoto
15% hamowato wzrost Phomopsis viticola na pozywce ziemniaczano-glukozowe].
Ochronne zdolnosci 16 izolatéw reprezentujacych rézne grupy morfologiczne spraw-
dzono na fragmentach 1-rocznych pedéw inokulowanych P. viticola. Wigkszos¢ 1zo-
latéw bakterii hamujgcych wzrost grzyba w warunkach in-vitro nie wykazywata zdol-
nosci ochronnych na pgdach winorosli. Efektywnos¢ ochronnego oddziatywania ba-
danych izolatéw bakterii zmniejszala si¢ wraz z uptywem czasu od ich zastosowania.
Dwa izolaty najlepiej chronigce pedy zostaly zidentyfikowane jako Bacillus sp.
1 Pseudomonas fluorescens.
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