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Celem pracy by³o pozyskanie mikroorganizmów o uzdolnieniach fungistatycznych z kompostów polowych przygotowanych
na bazie odpadów rolno-spo¿ywczych. W doœwiadczeniach wykorzystano dwa rodzaje kompostów o nastêpuj¹cym sk³adzie: I
s³oma pszeniczna, wywar gorzelniczy, osad œciekowy i II s³oma pszeniczna, wywar gorzelniczy. Podczas fazy termofilnej oraz
na pocz¹tku drugiej fazy mezofilnej dokonano izolacji 13 szczepów bakteryjnych dominuj¹cych w kompostach.
Antagonistyczne oddzia³ywanie izolatów kompostowych sprawdzano w hodowlach p³ytkowych wobec wybranych patogenów
roœlinnych z rodzajów: Sclerotinia, Rhizoctonia, Trichothecium, Fusarium, Ulocladium, Aspergillus, Penicilium. Wœród
izolatów kompostowych stwierdzono obecnoœæ dziewiêciu laseczek przetrwalnikuj¹cych Bacillus, dwóch pa³eczek i dwóch
ziarniaków. Siedem izolatów wykazywa³o antagonistyczne oddzia³ywanie na wzrost grzybów wskaŸnikowych. Jednak
aktywnoœæ fungistatyczna tych izolatów zale¿a³a od rodzaju fitopatogena.

Streszczenie

Ocena zdolnoœci antagonistycznych izolatorów
kompostowych

1. Wprowadzenie

2. Materia³y

Proces kompostowania nale¿y do najstarszych metod
utylizacji odpadów, a otrzymany produkt charakteryzuje
wysoka wartoœæ nawozowa. Do procesu kompostowania
kierowane s¹ g³ównie odpady poprodukcyjne ró¿nych ga³êzi
przemys³u, odpady zieleni, miejskie, a tak¿e osady œciekowe o
niskiej zawartoœci metali ciê¿kich i zanieczyszczeñ specjal-
nych [16]. Kompostowanie odbywa siê przy udziale licznych
grup mikroorganizmów. Na podkreœlenie zas³uguje fakt, ¿e
sk³ad kompostowanej masy wywiera ogromny wp³yw na ro-
dzaj mikroorganizmów zdolnych do jej zasiedlenia [10].
W procesie kompostowania mamy do czynienia z naturaln¹
sukcesj¹ poszczególnych grup drobnoustrojów, lecz równie¿ z
ich selekcj¹. Pryzma kompostowa jest specyficznym
œrodowiskiem, w którym rozwijaj¹ce siê mikroorganizmy
nara¿one s¹ na liczne stresy zwi¹zane z warunkami ich
wzrostu, tj. zmiany temperatury, pH, wilgotnoœci, niedobór
sk³adników pokarmowych, tlenu. Wymienione czynniki
stresowe bardzo czêsto indukuj¹ w komórkach mikro-
organizmów biosyntezê metabolitów, które poprawiaj¹ ich
zdolnoœci przystosowawcze do danych warunków œrodowiska.
Maj¹ one zwykle charakter zwi¹zków biologicznie aktywnych.
Z tego wzglêdu uwa¿a siê, ¿e komposty, szczególnie polowe,
stanowi¹ idealne œrodowisko dla masowej produkcji
mikroflory aktywnej w ochronie roœlin [8]. Do drobnoustrojów
najczêœciej izolowanych z kompostów zaliczamy:
spp., spp., spp., spp.,

spp., spp.,
. Wiêkszoœæ z nich wykazuje

antagonizm wobec patogenów roœlinnych [1, 6, 7, 12].
Celem niniejszej pracy by³o pozyskanie mikroorganizmów

o uzdolnieniach fungistatycznych z kompostów polowych
przygotowanych na bazie odpadów rolno-spo¿ywczych.

W doœwiadczeniach wykorzystano dwa rodzaje
kompostów o nastêpuj¹cym sk³adzie: I pryzma - s³oma
pszeniczna, wywar gorzelniczy, osad œciekowy (stosunek
wagowy 1:1:2); II pryzma - s³oma pszeniczna, wywar
gorzelniczy (stosunek wagowy 1:1).

Proces kompostowania prowadzono w warunkach
polowych na terenie gospodarstwa rolnego „MATRON” w
K¹sinowie w okresie od 6 listopada do 17 grudnia 2003 roku.

Bacillus
Enterobacter Pseudomonas Streptomyces

Penicillum Trichoderma Gliocladium viriens,
Flavobacterium balustinum

Pryzmy kompostowe uformowano z zastosowaniem przyczepy
za pomoc¹ ³adowarki samojezdnej. Przyjêto za³o¿enie, ¿e
ka¿da pryzma musi otrzymaæ szeœæ dawek wywaru.
Jednorazowo wprowadzano do pryzmy oko³o 360 kg wywaru.
Przyjêto nastêpuj¹cy sposób postêpowania: pierwsze trzy
dawki wywaru by³y wprowadzane do pryzm co dwa dni,
kolejne co trzeci dzieñ. Po ka¿dym rozlaniu wywaru pryzmy
przewietrzano i mieszano wywar z kompostowanym
materia³em, przy zastosowaniu prototypu ci¹gnikowego
aeratora pryzm. Podczas procesu kompostowania dokonano
izolacji mikroorganizmów dominuj¹cych w kompostach oraz
oceniano ich antagonistyczne oddzia³ywanie w stosunku do
wybranych patogenów roœlinnych.

Do kolby zawieraj¹cej 90 ml soli fizjologicznej odwa¿ano
10 g próbki kompostu, a nastêpnie ca³oœæ wstrz¹sano przez 20
minut. Po zdekantowaniu z otrzymanej zawiesiny przygoto-
wano rozcieñczenia dziesiêtne. Nastêpnie z ka¿dego
rozcieñczenia przenoszono po 1 ml próbki do dwóch równole-
g³ych p³ytek Petriego i zalewano up³ynnionym, sch³odzonym
do oko³o 45 C pod³o¿em wzrostowym. Po zestaleniu pod³o¿a,
hodowle umieszczano w cieplarkach. W tab. 1 przedstawiono
warunki inkubacji optymalne dla poszczególnych grup
drobnoustrojów.

Po okresie inkubacji z wyros³ych koloni ez¹ pobierano
materia³ biologiczny i dokonywano posiewu na skosy z pod³o-
¿em wzrostowym. Izolacji dokonano na podstawie wzrokowej
oceny podstawowych cech wyros³ych kolonii tj. kszta³tu,
barwy, profilu powierzchni, struktury, charakteru brzegów,

3. Przebieg doœwiadczeñ
3.1. Izolacja mikroflory kompostowej

o

Tab. 1. Warunki inkubacji dla poszczególnych grup mikro-
organizmów zasiedlaj¹cych komposty
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Grupa
mikroorganizmów

Pod³o¿e wzrostowe Temperatura
inkubacji [°C]

Czas
inkubacji [h]

Mezofile

Termofile

Pleœnie i dro¿d¿e

Pa³eczki Pseudomonas

Agar od¿ywczy
(P-0021 - BTL, £ódŸ)

Agar od¿ywczy
(P-0021 - BTL, £ódŸ)

Pod³o¿e Kinga B
[Burbianka i in. 1983]

Pod³o¿e dla pleœni i dro¿d¿y
(P- 0127 - BTL, £ódŸ)

37

55

28

37

24

24

96

48
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zdolnoœci barwienia pod³o¿a itp. Hodowle izolatów na skosach
prowadzono w temperaturze optymalnej dla danej grupy
drobnoustrojów (tab. 3).

Charakterystykê morfologiczn¹ izolatów kompostowych
przeprowadzono na podstawie obserwacji mikroskopowych
(Nikon ECLIPSE 200). Preparaty barwione metod¹ Grama
obserwowano pod immersj¹ w jasnym polu widzenia i w
kontraœcie fazowym.

Antagonistyczne oddzia³ywanie izolatów kompostowych
sprawdzano wobec nastêpuj¹cych grzybowych patogenów
roœlin:

. Grzyby te pocho-
dzi³y z Banku Patogenów Roœlin Instytutu Ochrony Roœlin w
Poznaniu oraz z kolekcji w³asnej Instytutu Technologii ¯ywno-
œci Pochodzenia Roœlinnego AR w Poznaniu. Wszystkie
szczepy wskaŸnikowe przechowywano na skosach z po¿ywk¹
Czapka w warunkach ch³odniczych przeszczepiaj¹c co cztery
tygodnie.

Wyros³e na skosach agarowych izolaty przenoszono ez¹ do
10 ml bulionu od¿ywczego i hodowano 24 godziny w tempe-
raturze optymalnej dla grupy drobnoustrojów, z której izolat
pochodzi³ (tab. 3). Otrzyman¹ hodowl¹ zaszczepiano 90 ml
œwie¿ej po¿ywki. Hodowlê prowadzono w kolbach
Erlenmayera o pojemnoœci 250 ml, w warunkach dynamicz-
nych (150 obr./ min.) w optymalnej temperaturze (tab. 3) przez
24 godziny. Po tym czasie 10 ml otrzymanej hodowli wprowa-
dzano do 90 ml up³ynnionego agaru od¿ywczego i rozlewano
do p³ytek Petriego po oko³o 15 ml. Po zestaleniu pod³o¿a
hodowlê prowadzono w temperaturze optymalnej dla danego
izolatu (tab. 1).

Grzyby wskaŸnikowe przeszczepiano na skosy z po¿ywk¹
Czapka i inkubowano w temperaturze 28 C a¿ do otrzymania
obfitego wzrostu (7-10 dni), a nastêpnie sp³ukiwano 10 ml
ja³owej wody destylowanej i zdrapywano ez¹. Przygotowan¹
zawiesin¹ grzyba wskaŸnikowego zaszczepiano 100 ml up³yn-
nionego pod³o¿a Czapka, a nastêpnie rozlewano do p³ytek
Petriego po oko³o 15 ml. Hodowle grzybów prowadzono w
temperaturze 28 C.

3.2. Charakterystyka morfologiczna izolatów kompo-
stowych

3.3. Ocena antagonistycznej aktywnoœci izolatów kom-
postowych

Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani,
Trichothecium roseum, Fusarium culmorum, Fusarium
oxysporum, Aspergillus ochraceus, Aspergillus flavus,
Ulocladium AW1, Penicillium expansum

Przygotowanie izolatów kompostowych do oznaczeñ

Przygotowanie grzybów wskaŸnikowych do oznaczeñ

o

o

Tab. 2. Charakterystyka morfologiczna izolatów kompostowych

Metoda oznaczania antagonistycznej aktywnoœci
Z 24 godzinnych hodowli grzyba wskaŸnikowego i izolatów
kompostowych na pod³o¿u sta³ym przy u¿yciu korkoboru
wycinano koreczki o œrednicy 10 mm. Koreczki umieszczano
na uprzednio rozlanym do p³ytek Petriego i zestalonym pod³o-
¿u Czapka. W centralnej czêœci p³ytki umieszczano koreczek z
grzybem wskaŸnikowym, a na obrze¿ach p³ytki koreczki z
izolatami kompostowymi. Przygotowane hodowle p³ytkowe
prowadzono przez 10 dni w temperaturze 28 C. Po tym czasie
mierzono promieñ strefy wzrostu grzyba wskaŸnikowego.
Otrzymany wynik porównywano z hodowl¹ kontroln¹, któr¹
stanowi³y p³ytki z pod³o¿em, na które naniesiono tylko
koreczek z grzybem wskaŸnikowym (promieñ wzrostu grzyba
na p³ytce kontrolnej przyjmowano jako 100%). Koñcowy
wynik podawano jako procent zahamowania wzrostu grzyba
wskaŸnikowego.

Izolacji mikroflory kompostowej dokonano w ró¿nych
okresach procesu kompostowania, tj. w fazie termofilnej w 14.
i 21. dniu kompostowania oraz na pocz¹tku drugiej fazy
mezofilnej w 41. dniu kompostowania. Takie postêpowanie
wynika³o z przyjêtego celu pracy, którym by³o pozyskanie
mikroorganizmów o uzdolnieniach fungistatycznych.
Temperatura powy¿ej 40 C jest czynnikiem selekcyjnym i po-
zwala na prze¿ycie i rozwój jedynie mikroorganizmom zdol-
nym do przetrwania w niesprzyjaj¹cych warunkach œrodowiska
[9]. Nale¿¹ do nich g³ównie laseczki wytwarzaj¹ce termo-
oporne endospory [18]. Z danych literaturowych wynika, ¿e
warunki stresowe niejednokrotnie wymuszaj¹ u drobnoustro-
jów syntezê i sekrecjê metabolitów np. enzymów, bakteriocyn,
aktywnych bia³ek, antybiotyków chroni¹cych je przed inakty-
wacj¹ [2]. W tab. 2 zestawiono wyizolowane szczepy i podano
ich charakterystykê morfologiczn¹. Wiêkszoœæ izolatów
nale¿a³a do grupy laseczek przetrwalniku-j¹cych siedem
spoœród szczepów mezofilnych oraz oba szczepy termofilne. Z
pod³o¿a Kinga B wyizolowano 2 szczepy nale¿¹ce do grupy
pa³eczek.

Oddzia³ywanie izolatów kompostowych na wzrost grzybów
wskaŸnikowych przedstawiono w tab. 3. Spoœród trzynastu
izolatów fungistatyczny charakter wykazywa³o siedem. By³y
to szczepy mezofilne oznaczone symbolami: MZ4, ML6, ML7,
MZ8, ML9 oraz oba szczepy termofilne TL1 i TL2. Wœród nich
dominowa³y laseczki przetrwalnikuj¹ce, uwa¿ane za

Najsilniejszy efekt supresyjny obserwowano w przypadku
grzybów z rodzaju Szczepy ML9 i TL2 hamowa³y
wzrost , natomiast szczepy MZ4 i ML6 wzrost

. W obu przypadkach zahamowanie wzrostu grzyba
przekracza³o 80%.

i by³y wra¿liwe na
oddzia³ywanie trzech izolatów. Wzrost
hamowany by³ przez szczepy ML7, ML8 i TL1, przy czym
izolaty ML7 i TL1 hamowa³y wzrost grzyba o ponad 50% w po-

o

o

4. Wyniki badañ
4.1. Izolacja mikroflory kompostowej

4.2. Antagonistyczne oddzia³ywanie izolatów komposto-
wych

najwa-
¿niejsze mikroorganizmy w biologicznej walce z grzybowymi
chorobami roœlin. Aktywnoœæ fungistatyczna izolatów by³a
zró¿nicowana. Szczepy ML9 i TL1 hamowa³y wzrost trzech
fitopatogenów, szczepy ML6, ML7, ML8 oraz TL2 dwóch,
natomiast szczep MZ4 jednego. Najwiêcej izolatów hamo-
wa³o wzrost piêæ spoœród biologicznie akty-
wnych izolatów.

A. ochraceus

Fusarium.
F. culmorum F.

oxysporum

S. sclerotiorum Ulocladium
S. sclerotiorum

TECHNIKA ROLNICZA OGRODNICZA LEŒNA 5/2007

Izolat (symbol) Forma morfologiczna

Szczepy mezofile
laseczka przetrwalnikuj¹ca G(-)

laseczka przetrwalnikuj¹ca gramozmienna
laseczka przetrwalnikuj¹ca G(-)

ziarniak
laseczka przetrwalnikuj¹ca G(-)
laseczka przetrwalnikuj¹ca G(-)
laseczka przetrwalnikuj¹ca G(-)

ziarniak
laseczka przetrwalnikuj¹ca G(+)

pa³eczka G(-)
pa³eczka G(-)

ML1
ML2
ML3
MZ4
ML5
ML6
ML7
MZ8
ML9
MP1
MP2

Szczepy termofilne
TL1
TL2

laseczka przetrwalnikuj¹ca G(+)
laseczka przetrwalnikuj¹ca gramozmienna

Izolat (symbol) Forma morfologiczna

Szczepy mezofile
laseczka przetrwalnikuj¹ca G(-)

laseczka przetrwalnikuj¹ca gramozmienna
laseczka przetrwalnikuj¹ca G(-)

ziarniak
laseczka przetrwalnikuj¹ca G(-)
laseczka przetrwalnikuj¹ca G(-)
laseczka przetrwalnikuj¹ca G(-)

ziarniak
laseczka przetrwalnikuj¹ca G(+)

pa³eczka G(-)
pa³eczka G(-)

ML1
ML2
ML3
MZ4
ML5
ML6
ML7
MZ8
ML9
MP1
MP2

Szczepy termofilne
TL1
TL2

laseczka przetrwalnikuj¹ca G(+)
laseczka przetrwalnikuj¹ca gramozmienna



równaniu z kontrol¹. Najsilniejszy efekt supresyjny w stosunku
do wykazywa³ szczep TL1 zahamowanie wzrostu
grzyba przekracza³o 60% w porównaniu z kontrol¹. S³absz¹
aktywnoœæ antagonistyczn¹ w stosunku
obserwowano w przypadku szczepów ML9 oraz TL2.

Grzyby i okaza³y siê nie-
wra¿liwe na oddzia³ywanie ¿adnego z testowanych izolatów
kompostowych.

Bezpoœrednim impulsem do podjêcia niniejszych badañ
by³y doniesienia literaturowe o w³aœciwoœciach fungista-
tycznych kompostów pozyskiwanych z ró¿nych materia³ów
roœlinnych, jak równie¿ obornika [7, 8, 17]. Uwa¿a siê, ¿e
biologiczna aktywnoœæ kompostów jest zwi¹zana z pewnymi
grupami saprofitycznych mikroorganizmów zasiedlaj¹cych
komposty, czêsto zwanych po¿ytecznymi, antagonistycznymi
lub czynnikami biokontroli, które hamuj¹ lub ca³kowicie
uniemo¿liwiaj¹ rozwój patogena, a tym samym rozwój
choroby roœliny. Oddzia³ywanie tych mikroorganizmów oparte
jest na czterech podstawowych mechanizmach biokontroli:
wspó³zawodnictwie, antybiozie, paso¿ytnictwie/drapie¿ni-
ctwie oraz indukcji opornoœci systemicznej w roœlinie [3]. W
przeprowadzonych przez nas badaniach wyizolowano grupê
szczepów o uzdolnieniach antagonistycznych. Wykazywa³y
one zró¿nicowane i wybiórcze oddzia³ywanie na rozwój
grzybów wskaŸnikowych. Wybiórcze oddzia³ywanie szcze-
pów izolowanych z kompostów oraz innych œrodowisk
naturalnych na rozwój fitopatogenów wykazano w wielu
pracach [4, 5, 11, 12, 13, 14]. Sugeruje to koniecznoœæ oceny
aktywnoœci fungistatycznej tego rodzaju izolatów w stosunku
do szerokiego spektrum patogenów roœlinnych.

Wyniki niniejszego doœwiadczenia, równie¿ dane literatu-
rowe wskazuj¹, ¿e rola kompostów siê zmienia. Dotychczas
s³u¿y³y one wy³¹cznie jako nawóz oraz materia³ poprawiaj¹cy
strukturê pod³o¿a. Obecnie mog¹ byæ one wykorzystywane
równie¿ do produkcji oraz przygotowywania biopreparatów
chroni¹cych roœliny przed patogenami.

Ulocladium

Ulocladium

R. solani, T. roseum P. expansum
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Trichoderma hamatum Rhizoctonia

Trichoderma asperellum
Fusarium

Bacillus sp.

Bacillus coagulans
Trichothecium roseum

Sclerotium rolfsii
Phytophthora

Phytophthora

Bacillus
subtilis

Bacillus
subtilis

Aspergillus
niger Bacillus subtilis AF1

Bacillus subtilis

Bacillus

Evaluation of antagonistic activity of composting isolates

Summary

The aim of the research was the isolation of microorganisms characterized by fungistatic properties from field composts. The
composts were prepared from: I - wheat straw + stillage+ sewage sludge and II wheat straw + stillage. During thermophilic
phase and at the beginning of the second mesophilic phase isolation of thirteen strains predominant in composts was done.
Antagonistic activity of composting isolates was checked in Petri dishes cultures against selected plant pathogens belonging to
rods of Sclerotinia, Rhizoctonia, Trichothecium, Fusarium, Ulocladium, Aspergillus, Penicilium. Nine spore-forming bacilli, two
rod-shaped bacterium and two micrococcus were found among isolates. Seven isolates inhibited growth of indicator fungi but their
fungistatic activity depended on phytopathogenes kind.
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Tab. 3. Fungistatyczne oddzia³ywanie izolatów kompostowych


