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Ocena zdolnosci antagonistycznych izolatorow
kompostowych

Streszczenie

Celem pracy byto pozyskanie mikroorganizméw o uzdolnieniach fungistatycznych z kompostow polowych przygotowanych
na bazie odpadow rolno-spozywczych. W doswiadczeniach wykorzystano dwa rodzaje kompostow o nastgpujacym sktadzie: |
stoma pszeniczna, wywar gorzelniczy, osad §ciekowy 1 Il stoma pszeniczna, wywar gorzelniczy. Podczas fazy termofilnej oraz
na poczatku drugiej fazy mezofilnej dokonano izolacji 13 szczepéw bakteryjnych dominujacych w kompostach.
Antagonistyczne oddziatywanie izolatow kompostowych sprawdzano w hodowlach ptytkowych wobec wybranych patogenow
ros$linnych z rodzajow: Sclerotinia, Rhizoctonia, Trichothecium, Fusarium, Ulocladium, Aspergillus, Penicilium. Wsrod
izolatow kompostowych stwierdzono obecno$é¢ dziewigciu laseczek przetrwalnikujacych Bacillus, dwoch pateczek i dwoch
ziarniakow. Siedem izolatow wykazywalo antagonistyczne oddziatywanie na wzrost grzybow wskaznikowych. Jednak
aktywnosc fungistatyczna tych izolatow zalezata od rodzaju fitopatogena.

1. Wprowadzenie

Proces kompostowania nalezy do najstarszych metod
utylizacji odpadow, a otrzymany produkt charakteryzuje
wysoka warto$¢ nawozowa. Do procesu kompostowania
kierowane sa gtownie odpady poprodukcyjne réznych gatezi
przemyshu, odpady zieleni, miejskie, a takze osady $ciekowe o
niskiej zawarto$ci metali cigzkich i zanieczyszczen specjal-
nych [16]. Kompostowanie odbywa si¢ przy udziale licznych
grup mikroorganizméw. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze
sktad kompostowanej masy wywiera ogromny wptyw na ro-
dzaj mikroorganizméw zdolnych do jej zasiedlenia [10].
W procesie kompostowania mamy do czynienia z naturalng
sukcesja poszczegolnych grup drobnoustrojow, lecz rowniez z
ich selekcja. Pryzma kompostowa jest specyficznym
srodowiskiem, w ktorym rozwijajace si¢ mikroorganizmy
narazone s3 na liczne stresy zwiazane z warunkami ich
wzrostu, tj. zmiany temperatury, pH, wilgotnosci, niedobor
sktadnikow pokarmowych, tlenu. Wymienione czynniki
stresowe bardzo czgsto indukuja w komorkach mikro-
organizmow biosyntez¢ metabolitow, ktore poprawiaja ich
zdolnosci przystosowawcze do danych warunkéw srodowiska.
Maja one zwykle charakter zwiazkow biologicznie aktywnych.
Z tego wzgledu uwaza si¢, ze komposty, szczegdlnie polowe,
stanowia idealne $rodowisko dla masowej produkcji
mikroflory aktywnej w ochronie roslin [8]. Do drobnoustrojow
najczesciej izolowanych z kompostow zaliczamy: Bacillus
spp., Enterobacter spp., Pseudomonas spp., Streptomyces spp.,
Penicillum spp., Trichoderma spp., Gliocladium viriens,
Flavobacterium balustinum. Wigkszos¢ z nich wykazuje
antagonizm wobec patogenow roslinnych[1,6,7,12].

Celem niniejszej pracy byto pozyskanie mikroorganizméw
o uzdolnieniach fungistatycznych z kompostow polowych
przygotowanych na bazie odpadow rolno-spozywczych.

2. Materialy

W doswiadczeniach wykorzystano dwa rodzaje
kompostow o nastgpujacym sktadzie: 1 pryzma - stoma
pszeniczna, wywar gorzelniczy, osad S$ciekowy (stosunek
wagowy 1:1:2); II pryzma - sloma pszeniczna, wywar
gorzelniczy (stosunek wagowy 1:1).

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

Pryzmy kompostowe uformowano z zastosowaniem przyczepy
za pomoca tadowarki samojezdnej. Przyjgto zatozenie, ze
kazda pryzma musi otrzymaé szes¢ dawek wywaru.
Jednorazowo wprowadzano do pryzmy okoto 360 kg wywaru.
Przyjeto nastepujacy sposdb postgpowania: pierwsze trzy
dawki wywaru byly wprowadzane do pryzm co dwa dni,
kolejne co trzeci dzien. Po kazdym rozlaniu wywaru pryzmy
przewietrzano 1 mieszano wywar z kompostowanym
materialem, przy zastosowaniu prototypu ciagnikowego
aeratora pryzm. Podczas procesu kompostowania dokonano
izolacji mikroorganizméw dominujacych w kompostach oraz
oceniano ich antagonistyczne oddziatywanie w stosunku do
wybranych patogendw roslinnych.

3.Przebieg doswiadczen
3.1.1zolacja mikroflory kompostowej

Do kolby zawierajacej 90 ml soli fizjologicznej odwazano
10 g probki kompostu, a nastgpnie cato$é wstrzasano przez 20
minut. Po zdekantowaniu z otrzymanej zawiesiny przygoto-
wano rozcienczenia dziesigtne. Nastgpnie z kazdego
rozcienczenia przenoszono po 1 ml probki do dwoch réwnole-
glych plytek Petriego i zalewano uplynnionym, schtodzonym
do okoto 45°C podtozem wzrostowym. Po zestaleniu podtoza,
hodowle umieszczano w cieplarkach. W tab. 1 przedstawiono
warunki inkubacji optymalne dla poszczegdlnych grup
drobnoustrojow.

Tab. 1. Warunki inkubacji dla poszczegdlnych grup mikro-
organizmow zasiedlajacych komposty

| G Podloze wzrostowe |, LCTIPeratura | C7
mikroorganizmow inkubacji [°C]| inkubacji [h]
Mezofile (P_&gzalr ? %Z%’X c}fgdz) 37 24
Termofile (P_&gza{ ? %iTchfzdi) 55 24
Pletnie i drozdze | b ol2s BiL 1oan | 28 96
Paleczki Pseudomonas [Bﬁsjﬁﬁaﬁﬁ%%ﬂ 37 48

Po okresie inkubacji z wyrostych koloni eza pobierano
materiat biologiczny i dokonywano posiewu na skosy z podto-
zem wzrostowym. Izolacji dokonano na podstawie wzrokowe;j
oceny podstawowych cech wyrostych kolonii tj. ksztattu,
barwy, profilu powierzchni, struktury, charakteru brzegéw,
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zdolnosci barwienia podtoza itp. Hodowle izolatow na skosach
prowadzono w temperaturze optymalnej dla danej grupy
drobnoustrojow (tab. 3).

3.2. Charakterystyka morfologiczna izolatéw kompo-
stowych

Charakterystyke morfologiczna izolatow kompostowych
przeprowadzono na podstawie obserwacji mikroskopowych
(Nikon ECLIPSE 200). Preparaty barwione metoda Grama
obserwowano pod immersja w jasnym polu widzenia i w
kontrascie fazowym.

3.3. Ocena antagonistycznej aktywnosci izolatéw kom-
postowych

Antagonistyczne oddziatywanie izolatow kompostowych
sprawdzano wobec nastgpujacych grzybowych patogenow
roslin: Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani,
Trichothecium roseum, Fusarium culmorum, Fusarium
oxysporum, Aspergillus ochraceus, Aspergillus flavus,
Ulocladium AWI, Penicillium expansum. Grzyby te pocho-
dzity z Banku Patogenow Roslin Instytutu Ochrony Roslin w
Poznaniu oraz z kolekcji whasnej Instytutu Technologii Zywno-
sci Pochodzenia Roslinnego AR w Poznaniu. Wszystkie
szczepy wskaznikowe przechowywano na skosach z pozywka
Czapka w warunkach chlodniczych przeszczepiajac co cztery
tygodnie.

Przygotowanie izolatow kompostowych do oznaczen

Wyroste na skosach agarowych izolaty przenoszono eza do
10 ml bulionu odzywczego i hodowano 24 godziny w tempe-
raturze optymalnej dla grupy drobnoustrojow, z ktorej izolat
pochodzit (tab. 3). Otrzymana hodowla zaszczepiano 90 ml
swiezej pozywki. Hodowlg¢ prowadzono w kolbach
Erlenmayera o pojemnosci 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 uptynnionego agaru odzywczego i rozlewano
do ptytek Petriego po okoto 15 ml. Po zestaleniu podloza
hodowle prowadzono w temperaturze optymalnej dla danego
izolatu (tab. 1).

Przygotowanie grzybow wskainikowych do oznaczen

Grzyby wskaznikowe przeszczepiano na skosy z pozywka
Czapka i inkubowano w temperaturze 28°C az do otrzymania
obfitego wzrostu (7-10 dni), a nastgpnie sptukiwano 10 ml
jatowej wody destylowanej i zdrapywano eza. Przygotowana
zawiesing grzyba wskaznikowego zaszczepiano 100 ml uptyn-
nionego podloza Czapka, a nastgpnie rozlewano do ptytek
Petriego po okoto 15 ml. Hodowle grzybéw prowadzono w
temperaturze 28°C.

Tab. 2. Charakterystyka morfologiczna izolatow kompostowych

Izolat (symbol) Forma morfologiczna

Szczepy mezofile
ML1 laseczka przetrwalnikujaca G(-)
ML2 laseczka przetrwalnikujaca gramozmienna

ML3 laseczka przetrwalnikujaca G(-)
Mz4 ziarniak

MLS5 laseczka przetrwalnikujaca G(-)
ML6 laseczka przetrwalnikujaca G(-)
ML7 laseczka przetrwalnikujaca G(-)
MZ8 ziarniak

ML9 laseczka przetrwalnikujaca G(+)
MP1 pateczka G(-)

MP2 paleczka G(-)

Szczepy termofilne

TL1 laseczka przetrwalnikujaca G(+)
TL2 laseczka przetrwalnikujaca gramozmienna

Metoda oznaczania antagonistycznej aktywnosci

Z 24 godzinnych hodowli grzyba wskaznikowego i izolatow
kompostowych na podtozu statym przy uzyciu korkoboru
wycinano koreczki o §rednicy 10 mm. Koreczki umieszczano
na uprzednio rozlanym do ptytek Petriego i zestalonym podto-
zu Czapka. W centralnej czesci plytki umieszezano koreczek z
grzybem wskaznikowym, a na obrzezach ptytki koreczki z
izolatami kompostowymi. Przygotowane hodowle plytkowe
prowadzono przez 10 dni w temperaturze 28°C. Po tym czasie
mierzono promien strefy wzrostu grzyba wskaznikowego.
Otrzymany wynik porownywano z hodowla kontrolna, ktora
stanowity ptytki z podlozem, na ktore naniesiono tylko
koreczek z grzybem wskaznikowym (promien wzrostu grzyba
na plytce kontrolnej przyjmowano jako 100%). Koncowy
wynik podawano jako procent zahamowania wzrostu grzyba
wskaznikowego.

4. Wynikibadan
4.1.1zolacja mikroflory kompostowej

Izolacji mikroflory kompostowej dokonano w réznych
okresach procesu kompostowania, tj. w fazie termofilnej w 14.
i 21. dniu kompostowania oraz na poczatku drugiej fazy
mezofilnej w 41. dniu kompostowania. Takie postgpowanie
wynikato z przyjetego celu pracy, ktorym bylo pozyskanie
mikroorganizméw o uzdolnieniach fungistatycznych.
Temperatura powyzej 40°C jest czynnikiem selekcyjnym i po-
zwala na przezycie i rozwoj jedynie mikroorganizmom zdol-
nym do przetrwania w niesprzyjajacych warunkach §rodowiska
[9]. Naleza do nich gléwnie laseczki wytwarzajace termo-
oporne endospory [18]. Z danych literaturowych wynika, ze
warunki stresowe niejednokrotnie wymuszaja u drobnoustro-
jow synteze i sekrecj¢ metabolitoéw np. enzymow, bakteriocyn,
aktywnych biatek, antybiotykow chroniacych je przed inakty-
wacja [2]. W tab. 2 zestawiono wyizolowane szczepy i podano
ich charakterystyke morfologiczna. Wigkszos$¢ izolatow
nalezala do grupy laseczek przetrwalniku-jacych siedem
sposrod szczepow mezofilnych oraz oba szczepy termofilne. Z
podtoza Kinga B wyizolowano 2 szczepy nalezace do grupy
pateczek.

4.2. Antagonistyczne oddzialywanie izolatow komposto-
wych

Oddziatywanie izolatéw kompostowych na wzrost grzybow
wskaznikowych przedstawiono w tab. 3. Sposrdd trzynastu
izolatow fungistatyczny charakter wykazywato siedem. Byly
to szczepy mezofilne oznaczone symbolami: MZ4, ML6, ML7,
MZ8, ML9 oraz oba szczepy termofilne TL1 1 TL2. W$rod nich
dominowaty laseczki przetrwalnikujace, uwazane za najwa-
zniejsze mikroorganizmy w biologicznej walce z grzybowymi
chorobami ro$lin. Aktywno$¢ fungistatyczna izolatow byta
zrdéznicowana. Szczepy ML9 i TL1 hamowaty wzrost trzech
fitopatogenow, szczepy ML6, ML7, MLS8 oraz TL2 dwoch,
natomiast szczep MZ4 jednego. Najwigcej izolatow hamo-
wato wzrost A. ochraceus pig¢ sposrod biologicznie akty-
wnych izolatow.

Najsilniejszy efekt supresyjny obserwowano w przypadku
grzybow z rodzaju Fusarium. Szczepy ML9 1 TL2 hamowaty
wzrost F. culmorum, natomiast szczepy MZ4 i ML6 wzrost F.
oxysporum. W obu przypadkach zahamowanie wzrostu grzyba
przekraczato 80%.

S. sclerotiorum 1 Ulocladium byly wrazliwe na
oddziatywanie trzech izolatow. Wzrost S. sclerotiorum
hamowany byt przez szczepy ML7, ML8 i1 TL1, przy czym
izolaty ML71TL1 hamowaty wzrost grzyba o ponad 50% w po-
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Tab. 3. Fungistatyczne oddziatywanie izolatow kompostowych

Izolat Zahamowanie wzrostu grzyba wskaznikowego [%]
S. sclerotiorum | R. solani | Troseum | F. culmorum | F. oxysporum | A. ochraceus | A. flavus | Ulocladium | P. expansum
MLI1 - - - - - - - - -
ML2 - - - - - - - - -
ML3 — — - = = — - - -
MZ4 - = = = 83 = = = =
MLS5 — - - - - - - - -
ML6 — — - = 80 37 — — —
ML7 59 = = = = 75 = = =
MZ8 7 — = = — 70 = = =
ML9 — — — 85 - 13 = 34 —
TL1 55 — — — — 10 = 63 —
TL2 — — — 80 — — — 38 —
MP1 — — = = = — = - —
MP2 — — = = = — = - —
réwnaniu z kontrola. Najsilniejszy efekt supresyjny w stosunku 6. Literatura

do Ulocladium wykazywatl szczep TL1 zahamowanie wzrostu
grzyba przekraczato 60% w poréwnaniu z kontrola. Stabsza
aktywno$§¢ antagonistyczna w stosunku Ulocladium
obserwowano w przypadku szczepéw ML9 oraz TL2.

Grzyby R. solani, T. roseum i P. expansum okazaly sig nie-
wrazliwe na oddziatywanie zadnego z testowanych izolatow
kompostowych.

5.Podsumowanie

Bezposrednim impulsem do podjecia niniejszych badan
byty doniesienia literaturowe o wlasciwosciach fungista-
tycznych kompostow pozyskiwanych z réznych materiatow
ros§linnych, jak réowniez obornika [7, 8, 17]. Uwaza sig, ze
biologiczna aktywno$¢ kompostow jest zwiazana z pewnymi
grupami saprofitycznych mikroorganizméw zasiedlajacych
komposty, czgsto zwanych pozytecznymi, antagonistycznymi
lub czynnikami biokontroli, ktéore hamuja lub catkowicie
uniemozliwiaja rozwdj patogena, a tym samym rozwoj
choroby rosliny. Oddziatywanie tych mikroorganizméw oparte
jest na czterech podstawowych mechanizmach biokontroli:
wspotzawodnictwie, antybiozie, pasozytnictwie/drapiezni-
ctwie oraz indukcji opornosci systemicznej w roslinie [3]. W
przeprowadzonych przez nas badaniach wyizolowano grupe
szczepow o uzdolnieniach antagonistycznych. Wykazywaty
one zroznicowane i wybiorcze oddzialywanie na rozwdj
grzyboéw wskaznikowych. Wybidrcze oddzialywanie szcze-
poéw izolowanych z kompostow oraz innych $rodowisk
naturalnych na rozwoj fitopatogenow wykazano w wielu
pracach [4, 5, 11, 12, 13, 14]. Sugeruje to koniecznos$¢ oceny
aktywnosci fungistatycznej tego rodzaju izolatow w stosunku
do szerokiego spektrum patogendw roslinnych.

Wyniki niniejszego doswiadczenia, rowniez dane literatu-
rowe wskazuja, ze rola kompostéw si¢ zmienia. Dotychczas
shuzyty one wylacznie jako nawoz oraz materiat poprawiajacy
struktur¢ podtoza. Obecnie moga by¢ one wykorzystywane
rowniez do produkcji oraz przygotowywania biopreparatow
chroniacych rosliny przed patogenami.
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nawoz wysokiej wartosci;

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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