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WPLYW GRZYBOW RODZAJU TRICHODERMA
NA WZROST PATOGENNYCH GRZYBOW
STRZEPKOWYCH W TESTACH BIOTYCZNYCH
NA NIETYPOWYCH ZRODEACH WEGLA

Michat Piegza, Justyna Stolas, Anna Kancelista, Danuta Witkowska

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Streszczenie. W pracy przedstawiono wyniki badan wzajemnych interakcji pomigdzy trze-
ma szczepami grzybow strzgpkowych z rodzaju Trichoderma a dziewigcioma szczepami
patogennych grzybow strzgpkowych. Testy biotyczne dwuorganizmowe przeprowadzono
w podlozach imitujacych srodowisko naturalne (zmielone ziarna czterech najpopularniej-
szych zbdz), co jest modyfikacja standardowo wykonywanych testow. Poszczegolne mikro-
organizmy testowane i testowe wykorzystywaty w ro6znym stopniu zboza jako zrodta sktad-
nikoéw odzywczych, co przejawialo sig niejednakowym tempem wzrostu oraz réznicami we
wzajemnych oddziatywaniach. Najsilniejsze zdolnosci antagonistyczne wykazywat szczep
Trichoderma harzianum T33, w wielu przypadkach powodujac catkowita inhibicj¢ wzrostu
szczepow testowych. Zaden z badanych fitopatogenéw nie wplynat negatywnie na wzrost
szczepu T33, co zaobserwowano w interakcjach z pozostalymi szczepami testowanymi.

Stowa kluczowe: biokontrola, Trichoderma, fitopatogen, hodowle dwuorganizmowe

WSTEP

Metody biologiczne oraz zabiegi mechaniczne sa dotychczas powszechnie wykorzy-
stywane w ochronie srodowiska do niszczenia chorych i mniej ekonomicznych roslin
oraz usuwania pasozytow [Gerhardson 2002, Manka 2005, Fiedorow i in. 1999]. Jed-
nakze gwaltowny rozwoj rolnictwa sprawil, ze metody te sa niewystarczajace w efek-
tywnej ochronie roslin. Z kolei stosowanie pestycydow jako srodkéw ochronnych budzi
coraz wigcej kontrowersji, poniewaz dziataja one niewybidrczo, toksycznie w stosun-
ku do wszystkich organizméw zywych, a gtownym problemem jest ich biodegradacja
[Jaworska 2005, Spadaro 1 Gullino 2004]. Powyzsze czynniki sprawiaja, ze celowym jest
poszukiwanie alternatywnych metod ochrony roslin, w tym polegajacych na interakcjach
pomigdzy patogenami a mikroorganizmami mogacymi sprawowaé nad nimi kontrolg.

Adres do korespondencji — Corresponding author: Michat Piegza, Katedra Biotechnologii i Mikro-
biologii Zywnosci, Uniwersytet Przyrodniczy we Wroclawiu, ul. Norwida 25, 50-375 Wroctaw,
e-mail: Michal Piegza@wnoz.up.wroc.pl
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Pojecie ,,biokontroli” po raz pierwszy zdefiniowat w 1970 r. Garrett, podajac, ze ,,bio-
logiczna kontrola jest to praktyka lub proces, dzigki ktérym zostaja zredukowane niepo-
zadane efekty organizmu, poprzez dziatalno$¢ innego organizmu, ktory nie jest rosling
— gospodarzem, szkodnikiem, patogenem lub czlowiekiem”. Intensywny rozwdj metod
biologicznej kontroli roslin jest mozliwy dzigki obserwacjom interakcji wyst¢pujacych
naturalnie w przyrodzie. Zauwazono, ze grzyby strzgpkowe z rodzaju Trichoderma posia-
daja zdolnos$¢ do kolonizowania i wzrostu w potaczeniu z korzeniami ro§linnymi (,,ryzos-
fero-kompetentno$c¢™). Dluzsze zasiedlanie powierzchni korzenia prowadzi do penetracji
epidermy przez strzgpki grzyba — czego rezultatem moze by¢ rozwinigcie przez rosling
tzw. ogolnoustrojowej indukowanej odpornosci pozwalajacej na obrong przed fitopatoge-
nami [Howell 2003, Harman i in. 2004]. W latach siedemdziesiatych po raz pierwszy wy-
korzystano Trichoderma w warunkach polowych do kontroli fitopatogennych grzybow
Sclerotium rolfsii, a obecnie wykorzystuje si¢ je w biokontroli takze innych patogenow
ro$linnych, m.in.: Fusarium oxysporum, F. culmorum, Botrytis cinerea, Rhizoctonia so-
lani [Spiegel i Chet 1998].

Powszechne zainteresowanie oraz wykorzystanie grzybow strzgpkowych Tricho-
derma wynika przede wszystkim z cech predysponujacych je do biologicznej kontro-
li szkodnikéw roslinnych, takich jak tempo wzrostu, wysokie zdolnosci reprodukcyjne
oraz efektywne mechanizmy antagonistyczne [Schoeman i in. 1999]. Najistotniejsza
rolg¢ w interakcjach odgrywaja wzajemne oddzialywania, wsrod ktorych wyrdézniamy:
konkurencje o sktadniki pokarmowe i przestrzen, antybioze, tj. produkcje inhibujacych
substancji, np. antybiotykéw [Pigta 1997, Schoeman i in. 1999, Howell 2003, Spadaro
i Gullino 2004, Manka 2005] oraz mykoparazytyzm, czyli bezposrednia interakcje mig-
dzy patogenem a Trichoderma spp. [Pigta 1997, Markovich i Kononova 2003, Harman
i1in. 2004].

Szybko postepujacy rozwdj rolnictwa oraz pojawiajace si¢ zaostrzenia prawne
w ochronie srodowiska sklaniaja do prowadzenia badan nad doskonaleniem biologicz-
nych metod ochrony roslin, ktoére opieraja si¢ na zjawiskach naturalnie wystgpujacych
w przyrodzie. Niniejsze badania mialy na celu potwierdzi¢ mozliwos$¢ zastosowania
szczepOow Trichoderma w procesach biokontroli przeciwko powszechnym fitopatogenom
z rodzajow Fusarium, Alternaria, Botrytis oraz Absidia.

MATERIAL BADAWCZY I METODY

Mikroorganizmy. Material badawczy stanowily szczepy grzybow strzgpkowych,
w tym 9 szczepow testowych oraz 3 szczepy testowane. Szczepy testowe (4bsidia glanca
148, Alternaria sp., Fusarium sp. 23, F. avenaceum 1, F. poae KF617) oraz testowane
(Trichoderma hamatum T2, T. hamatum C1, T. harzianum T33) pochodzity z kolekcji
czystych kultur Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnoéci Uniwersytetu Przy-
rodniczego we Wroctawiu. Pozostate szczepy testowe (Botrytis cinerea, B. cinerea 409,
B. cinerea 617, F. oxysporum 544(26)) pochodzity z kolekcji Katedry Ochrony Roslin
Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu.

Metody analityczne. Badanie wzajemnych oddziatywan pomigdzy szczepami testo-
wymi i testowanymi przeprowadzono na czterech podtozach zawierajacych 3% zmielo-
nego ziarna jednego ze zboz (kukurydza, jeczmien, pszenica, zyto) stanowiacym jedyne
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zrédlo sktadnikéw odzywczych. Poczatkowo wykonano zmyw biomasy szczepow testo-
wych i testowanych sterylnym roztworem Tweenu 80 (0,1%) i posiano powierzchniowo
na podtoze PDA (Difco). Po 7 dobach inkubacji w temp. 25°C wycigto sterylnym korko-
borem stupki o $rednicy 10 mm i przeniesiono je na badane podloza, tak aby odlegtos¢
pomigdzy nimi wyniosta 20 mm. Tak otrzymane hodowle dwuorganizmowe inkubowano
7 dni w temp. 25°C, a nastgpnie oceniono efekt oddzialywan wg skali Manki [Manka
1974]. Kontrole stanowity hodowle jednoorganizmowe wykonane w analogiczny sposob.
Wszystkie testy wykonano w dwdch powtoérzeniach. Ponadto, dla zobrazowania zacho-
dzacych interakcji, wykonano dokumentacje fotograficzna.

OMOWIENIE WYNIKOW

Dziewigé szczepow grzybow testowych poddano testom biotycznym, w ktdrych zasto-
sowano podtoza zawierajace zmielone ziarna (3%) jednego z czterech zboz: kukurydzy,
jeczmienia, zyta lub pszenicy. Modyfikacja ta, odbiegajaca od klasycznie wykonywanych
testow na podtozu PDA, miata na celu zbadanie wzajemnych interakcji migdzy patogenami
a grzybami testowanymi, w warunkach imitujacych srodowisko naturalne. Wyniki prze-
prowadzonych testow biotycznych przedstawiono w 8-punktowej skali zaproponowane;j
przez Manke [1974].

Podloze z ziarnem kukurydzy

Pierwsze testy przeprowadzono na podlozu zawierajacym zmielone ziarno kukury-
dzy (3%). T. harzianum T33 we wszystkich przebadanych interakcjach byt organizmem
dominujacym, az w szesciu kokulturach catkowicie zahamowat wzrost patogenow — uzy-
skujac maksymalng ilo$¢ punktow, tj. +8 (fot. 1, 2, tab. 1). Szczep T33 w mniejszym
stopniu ograniczyt rozwoj B. cinerea 617, otaczajac mniej niz 2/3 kolonii szczepu testo-
wego (+3 punkty) oraz Fusarium sp. 23 (+4 punkty). Zdolnosci antagonistyczne szczepu
T. hamatum C1 w hodowli na opisywanym podiozu byly stabe, zaobserwowano wregcz
zahamowanie wzrostu grzyba testowanego, ktory uzyskal odpowiednio -1, -1 oraz
-2 punkty w kokulturach ze szczepami testowanymi B. cinerea 409, B. cinerea 617 oraz
Fusarium sp. 23. Szczep T. hamatum T2 cechowaty znikome zdolnos$ci antagonistyczne,
tylko w dwoch kokulturach (z F. avenaceum 1 oraz B. cinerea) ograniczyt on wzrost pa-
togenow (+ 1 punkt) (tab. 1). W przypadku hodowli szczepu T2 z F. oxysporum 544(26)
oraz Alternaria sp. oba szczepy spotkaty si¢ wzdtuz linii prostej, co swiadczy o braku
interakcji pomigdzy nimi. W pozostatych kombinacjach patogeny ograniczyty wzrost
grzyba testowanego, uzyskujac od +1 do +3 punktow (tab. 1).

Biotechnologia 8(1) 2009
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Fot. 1.

Phot. 1.

Efekt wzajemnego oddzialywania na
siebie grzybow T harzianum T33
(z prawej) 1 B. cinerea (z lewej) po
7-dniowym okresie wspolnego wzro-
stu na podtozu z ziarnem kukurydzy
(25°C)

Interaction between 7. harzianum T33
(right) and B. cinerea (left) after 7 days
of dual culture on corn medium

Fot. 2. Efekt wzajemnego oddzialywania na

Phot. 2.

siebie grzybow T. harzianum T33
(z prawej) i F. oxysporum 544(26)
(zlewej) po 7-dniowym okresie wspol-
nego wzrostu na podtozu z ziarnem
kukurydzy (25°C)

Interaction between 7. harzianum T33
(right) and F. oxysporum 544(26) (left)
after 7 days of dual culture on corn
medium

Tabela 1. Wyniki testu biotycznego wg Manki w hodowlach dwuorganizmowych prowadzonych

na podtozu z ziarnem kukurydzy

Table 1. Results of biotic test according to Manka in dual cultures carried out on corn medium
Szczep T. harzianum Suma
Strain T. hamatum C1 T33 T. hamatum T2 Total
Botrytis cinerea 409 -1 +8 -2 -5
Botrytis cinerea 617 -1 +3 -1 -1
Botrytis cinerea +7 +8 +1 -16
Fusarium sp. 23 -2 +4 -1 -1
Absidia glanca 148 +8 +8 -1 -15
Fusarium oxysporum
+ + -
544(26) 6 8 0 14
Fusarium poae
KF617 +7 +6 -3 -10
Alternaria sp. +7 +8 0 -15
Fusarium 47 8 . 16
avenaceum 1

Acta Sci. Pol.
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Podloze z ziarnem j¢czmienia

Kolejne testy biotyczne przeprowadzono na podtozu ze zmielonym ziarnem jgcz-
mienia (3%). Najsilniejszym antagonista byt szczep T. harzianum T33, w kokulturach
z czterema szczepami fitopatogenicznymi zaobserwowano catkowite zahamowanie
ich rozwoju (fot. 3, tab. 2). W mniejszym stopniu zostat ograniczony wzrost szczepow
B. cinerea 409 (+5 punktow), Fusarium sp. 23 (+4 punkty) oraz B. cinerea 617 (+3 punk-
ty), a pomigdzy szczepami T33 i Alternaria sp. nie zaobserwowano zadnych interakcji
(0 punktéw) (tab. 2).

Szczep T. hamatum C1 na podlozu z ziarnem jeczmienia wykazywat wyzsze uzdol-
nienia antagonistyczne niz na podtozu z ziarnem kukurydzy. W zadnej z przeprowadzo-
nych hodowli nie nastapito zahamowanie wzrostu grzyba testowanego, a w kokulturze
z A. glanca 148 nie zaobserwowano zadnych interakcji (0 punktow). Omawiany grzyb
testowany ograniczal w réznym stopniu wzrost patogendw, najstabiej hamowat rozwoj
szczepOw B. cinerea, B. cinerea 409 (+2 punkty), B. cinerea 617 oraz Fusarium sp. 23
(+1 punkt), natomiast wzrost pozostatych czterech szczepdw zostat ograniczony w znacz-
nym stopniu (od +6 do +7 punktow) (tab. 2).

W przeprowadzonym tescie biotycznym z udziatem 7. hamatum T2 nie zaobserwo-
wano zadnych wlasciwosci antagonistycznych badanego szczepu. Hodowle ze szczepami
A. glanca 148, F. oxysporum 544(26), F. poae KF617, Alternaria sp., F. avenaceum 1
przebiegaty wzdtuz linii prostej — nie wystapily zadne oddziatywania pomigdzy bada-
nymi drobnoustrojami (tab. 2). W przypadku pozostatych czterech kokultur doszto do
znacznego ograniczenia wzrostu testowanego przez fitopatogeny (fot. 4).

Fot. 3. Efekt wzajemnego oddziatywania na  Fot.4. Efekt wzajemnego oddziatywania na

siebie grzybow 1. harzianum T33 siebie grzyboéw T. hamatum T2 (z pra-
(z prawej) 1 F. avenaceum 1 (z lewej) wej) 1 Fusarium sp. 23 (z lewej) po
po 7-dniowym okresie wspdlnego 7-dniowym okresie wspolnego wzro-
wzrostu na podiozu z ziarnem jgcz- stu na podlozu z ziarnem jgczmienia
mienia (25°C) (25°C)

Phot. 3. Interaction between 7. harzianum T33  Phot. 4. Interaction between I. hamatum T2
(right) and F. avenaceum 1 (left) after 7 (right) and Fusarium sp. 23 (left) after 7
days of dual culture on barley medium days of dual culture on barley medium

Biotechnologia 8(1) 2009
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Tabela 2. Wyniki testu biotycznego wg Manki w hodowlach dwuorganizmowych prowadzonych
na podlozu z ziarnem jgczmienia
Table 2. Results of biotic test according to Manka in dual cultures carried out on barley medium

Szczep T. harzianum Suma
Strain T. hamatum C1 T33 T. hamatum T2 Total
Botrytis cinerea 409 +2 +5 -4 -3
Botrytis cinerea 617 +1 +3 -4 0
Botrytis cinerea +2 +7 -5 -4
Fusarium sp. 23 +1 +4 -3 -2
Absidia glanca 148 0 +8 0 -8
Fusarium oxysporum
+ + -
544(26) 6 8 0 14
Fusarium poae
KF617 +7 +8 0 -15
Alternaria sp. +6 0 0 -6
Fusarium 46 8 0 14
avenaceum 1

Podloze z ziarnem zyta

Podobnie jak w przypadku omdéwionych powyzej testow biotycznych szczep T33 wy-
kazat najwyzsze zdolnosci antagonistyczne. W przeprowadzonych hodowlach grzyb te-
stowany ograniczyt catkowicie wzrost trzech patogenéw (tab. 3), uzyskujac maksymalna
liczbe punktoéw (+8 pkt.). Mniej efektywne oddziatywanie zaobserwowano w kokulturach
z B. cinerea 409, B. cinerea, A. glanca 148, Alternaria sp., B. cinerea 617, natomiast
w kokulturze z Fusarium sp. 23 szczep T33 (fot. 6) uzyskat tylko 2 punkty (tab. 3).

Tabela 3. Wyniki testu biotycznego wg Manki w hodowlach dwuorganizmowych prowadzonych
na podlozu z ziarnem zyta
Table 3. Results of biotic test according to Manka in dual cultures carried out on rye medium

Szczep T. hamatum T. harzianum T. hamatum Suma
Strain C1 T33 T2 Total
Botrytis cinerea 409 +3 +7 -4 -6
Botrytis cinerea 617 +1 +6 -3 -4
Botrytis cinerea +2 +7 -2 -7
Fusarium sp. 23 -4 +2 -2 +4
Absidia glanca 148 +6 +7 -6 -7
Fusarium
oxysporum +6 +8 0 -14
544 (26)
Fusarium poae
ro1 ;’ +6 +8 0 -14
Alternaria sp. +7 +7 +6 -20
Fusarium +7 +8 +6 21
avenaceum 1

Acta Sci. Pol.
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Szczep T. hamatum C1 ograniczyl wzrost o$miu z dziewigciu badanych fitopatoge-
now (+1 — +8 pkt), natomiast tylko szczep Fusarium sp. 23 zahamowatl wzrost grzyba
testowanego, otaczajac ponad 2/3 kolonii (tab. 3).

Grzyb T. hamatum T2 w testach biotycznych prowadzonych na podlozu z ziarnem
zyta w dwoch przypadkach wykazatl si¢ wysokimi zdolno$ciami antagonistycznymi,
praktycznie catkowicie ograniczajac wzrost szczepdw Alternaria sp. oraz F. avenaceum
1 (+6 pkt). W kokulturze z F. poae KF617 oraz F. oxysporum 544(26) nie doszto do zad-
nych interakcji (0 pkt), natomiast w pozostatych hodowlach rozwdj szczepu T2 zostat
zahamowany przez fitopatogen (od -2 pkt do -6 pkt) (fot. 5, tab. 3).

Fot. 5. Efekt wzajemnego oddzialywania na  Fot. 6. Efekt wzajemnego oddzialtywania

siebie grzybow 7. hamatum T2 (z pra- na siebie grzybow T. harzianum T33
wej) i A. glanca 148 (z lewej) po (zprawej) i Fusariumsp.23 (zlewej) po
7-dniowym okresie wspolnego wzro- 7-dniowym okresie wspolnego wzro-
stu na podtozu z ziarnem zyta (25°C) stu na podtozu z ziarnem zyta (25°C)
Phot. 5. Interaction between T. hamatum T2  Phot. 6. Interaction between 7. harzianum T33
(right) and A. glanca 148 (left) after 7 (right) and Fusarium sp. 23 (left) after
days of dual culture on rye medium 7 days of dual culture on rye medium

Podloze z ziarnem pszenicy

Ostatnie testy wykonano na podtozu z dodatkiem zmielonego ziarna pszenicy (3%).
Najefektywniejszym antagonista byl szczep 7. harzianum T33, ktory we wszystkich
przebadanych interakcjach powodowat bardzo silne ograniczenie wzrostu patogenow,
a w trzech przypadkach (z F. poae KF617, Alternaria sp., F. avenaceum 1) (fot. 7) zaha-
mowat catkowicie wzrost grzybow testowych, uzyskujac tym samym +8 punktow (tab.
4). Najstabszy efekt biotyczny zaobserwowano w hodowli z B. cinerea 617 — szczep T33
otrzymat +4 punkty.

Szczep T. hamatum C1 wykazywal rowniez wysoki stopien antagonizmu w sto-
sunku do badanych fitopatogendw, nie byt on jednak tak znaczacy jak u szczepu T33.
W hodowli z Fusarium sp. 23 nastgpito zahamowanie wzrostu grzyba testowane-
go, ograniczenie byto jednak niewielkie — grzyb testowy otoczyt mniej niz 1/3 kolonii
T. hamatum C1 (+1 punkt). W pozostatych kokulturach dominowat grzyb testowany,

Biotechnologia 8(1) 2009
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uzyskujac od +2 do +7 punktéw, w najmniejszym stopniu hamujac wzrost B. cinerea 617
(tab. 4). Podobnie jak w opisanych powyzej testach szczep T hamatum T2 charakteryzo-
waly niewielkie zdolnosci antagonistyczne, ktore zaobserwowano w hodowlach z F. oxy-
sporum 544(26), Alternaria sp. oraz F. avenaceum 1 (szczep T2 uzyskat +6 punktéw). We
wszystkich pozostatych interakcjach nastapilo zahamowanie wzrostu szczepu T2 przez
patogeny (fot. 8, tab. 4).

Tabela 4. Wyniki testu biotycznego wg Manki w hodowlach dwuorganizmowych prowadzonych
na podlozu z ziarnem pszenicy
Table 4. Results of biotic test according to Manka in dual cultures carried out on wheat medium

Szczep T. harzianum Suma
Strain T. hamatum C1 T33 T. hamatum T2 Total
Botrytis cinerea 409 — — — —
Botrytis cinerea 617 +2 +4 -2 -4
Botrytis cinerea +5 +6 -2 -9
Fusarium sp. 23 -1 +6 -3 -2
Absidia glanca 148 +5 +7 -1 -11
Fusarium oxysporum
+ + + -
544(26) > 7 4 16
Fusarium poae
KF617 +6 +8 -1 -13
Alternaria sp. +7 +8 +5 -20
Fusarium 47 48 6 21
avenaceum 1

Fot. 7. Efekt wzajemnego oddzialywania  Fot. 8. Efekt wzajemnego oddziatywania

na siebie grzybow T. harzianum T33 na siebie grzybow 7. hamatum T2
(z prawej) 1 Alternaria sp. (z lewej) po (z prawej) i B. cinerea (z lewej) po
7-dniowym okresie wspdlnego wzrostu 7-dniowym okresie wspdlnego wzrostu
na podlozu z ziarnem pszenicy (25°C) na podtozu z ziarnem pszenicy (25°C)

Phot. 7. Interaction between 7. harzianum T33 ~ Phot. 8. Interaction between 7. hamatum T2
(right) and Alternaria sp. (left) after 7 (right) and B. cinerea (left) after 7 days
days of dual culture on wheat medium of dual culture on wheat medium
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DYSKUSJA WYNIKOW

Badania prowadzone z udzialem grzybow strzgpkowych z rodzaju Trichoderma maja
na celu wyselekcjonowanie szczepow o bardzo wysokich zdolnosciach antagonistycznych
w stosunku do fitopatogenow. Bardzo intensywnie badane sa zwiazki o aktywnosci anty-
grzybowej syntetyzowane przez Trichoderma sp., do ktorych naleza zarowno substancje
lotne, jak i nielotne o dziataniu antybiotycznym, a takze enzymy hydrolityczne uczestni-
czace w zjawisku mykoparazytyzmu. Doktadne poznanie mechanizmow kontroli pozwa-
lajacych Trichoderma sp. zwalcza¢ szeroka gamg fitopatogenéw umozliwia tworzenie
bardzo aktywnych biopestycydow, charakteryzujacych si¢ wysoka specyficznoscia 1 se-
lektywnoscia dziatania.

Dwuorganizmowe testy biotyczne wykonane w prezentowanej pracy umozliwity row-
noczesny wzrost szczepow testowych i testowanych w tych samych warunkach — row-
nocze$nie wskazujac na zréznicowanie wynikow w zaleznosci od zastosowanego pod-
toza. Efekt wzajemnego oddziatywania zestawionych grzybow byt rézny, co wynikato
z ich odmiennych wiasciwosci biotycznych. Na wszystkich przebadanych podlozach
najsilniejsze zdolnosci antagonistyczne wykazywal szczep T. harzianum T33, w wie-
lu przypadkach powodujac calkowite zahamowanie wzrostu grzybow testowych, tyl-
ko w nielicznych hodowlach inhibicja nie przekroczyta +5 punktéw (tab. 1-4). Nieco
stabszy antagonizm cechowat szczep 7. hamatum C1, ktoéry powodowal zahamowanie
rozwoju niektorych patogenow, jednak stopien inhibicji nie byt juz tak wysoki, jak
w przypadku 7. harzianum T33. Wynika to prawdopodobnie ze stabszych zdolnosci konku-
rencyjnych 7. hamatum C1 — wolniejszy wzrost oraz mniej obfite zarodnikowanie powo-
duja, ze grzyb ten nie moze calkowicie zdominowac przestrzeni, w ktorej si¢ rozwija. Moz-
na takze przypuszczaé, ze szczep C1 produkuje mniejsza ilo$¢ zwiazkow (antybiotykow,
enzymow litycznych) inhibujacych wzrost niepozadanych mikroorganizméw. Szczep T2
w minimalnym stopniu spowodowat zahamowanie rozwoju fitopatogenow, zwykle to
jego wzrost byt ograniczany (tab. 1-4).

Wyniki uzyskane w testach wskazuja na mozliwo$¢ wykorzystania grzybow rodzaju
Trichoderma jako czynnikow biokontrolnych (BCAs — biocontrol agents), czego potwier-
dzeniem sa liczne doniesienia literaturowe. Kucuk i Kivanc [2003] zbadali jak wplywa
zastosowanie filtratoéw po hodowli Trichoderma spp. na inhibicjg patogenéw roslinnych.
Najlepsze wyniki osiagnigto dla szczepu 7. harzianum T19, ktéry powodowat hamowa-
nie wzrostu najwigkszej ilosci fitopatogennych grzybow. Autorzy udowodnili inhibicyjny
wplyw lotnych i nielotnych metabolitow na wzrost i rozwoj patogendéw, zwracajac row-
nocze$nie uwagg na wigksza efektywnos¢ dziatania tych drugich. Jednoznacznie wska-
zali oni mozliwos¢ wykorzystania okreslonych izolatow 7. harzianum jako czynnikow
biokontrolnych.

Podobne wnioski wynikaja z badan Witkowskiej i Maj [2002], gdzie autorki analizo-
waty oddziatywania w hodowlach skojarzonych, wykorzystujac szczepy 7. hamatum C1,
T harzianum T33 oraz T. reesei 7-1 (mutant UV) przeciwko grzybom B. cinerea, F. oxy-
sporum oraz F. culmorum. Po 5-dobowym okresie inkubacji we wszystkich hodowlach
stwierdzono znaczna inhibicj¢ wzrostu grzybow fitopatogenicznych. Wyrazne ogranicze-
nie wzrostu patogenéw wykazano takze w testach dyfuzyjnych, a najwigksza inhibicj¢
wywolaty szczepy T. hamatum C1 1 T. reesei 7-1. W przeciwienstwie do wynikow otrzy-
manych w niniejszej pracy szczep T. harzianum T33 w badaniach Witkowskiej i Maj
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[2002] nie byt najefektywniejszym czynnikiem biokontroli, w testach dyfuzyjnych nie
spowodowat znacznego ograniczenia wzrostu.

Podobne oddziatywania pomigdzy patogenem Cladosporium herbarum a réznymi
gatunkami Trichoderma (T. harzianum, T. polysporum, T. viride, T. koningii) byty przed-
miotem badan Barbosa i in. [2001]. Przeprowadzone eksperymenty udowodnity, ze ba-
dane grzyby z rodzaju Trichoderma (z wyjatkiem T. koningii) posiadaja silne zdolnos$ci
antagonistyczne. Wykazano znaczne rdznice w tempie wzrostu patogenu oraz grzybow
testowanych. Grzyby z rodzaju Trichoderma spp. rozwijaty si¢ znacznie szybciej, nie-
zaleznie od tego czy hodowla byta jednoorganizmowa, czy skojarzona. Duza dynami-
ka wzrostu powoduje, ze grzyby testowane w szybkim tempie moga opanowac niszg,
w ktorej si¢ rozwijaja oraz wyczerpac obecne w podtozu sktadniki pokarmowe, uniemoz-
liwiajac rozwoj patogenom. Badania Barbosa i in. [2001] udowodnity réwniez inhibicje
wzrostu oraz sporulacji C. herbarum w wyniku dzialania nielotnych metabolitéw obec-
nych w podtozu, wytwarzanych przez Trichoderma spp.

Perello i in. [2003] dowiedli antagonistycznych zdolno$ci Trichoderma spp. w bada-
niach nad Pyrenophora tritici-repentis, szeroko rozpowszechnionym patogenem pszeni-
cy. Przebadali oni 15 szczepow Trichoderma w kierunku ich zdolnosci do hamowania
rozwoju patogenu w warunkach laboratoryjnych i szklarniowych. Analizy in vitro wska-
zaly na znaczne réznice w inhibicji rozwoju grzyba testowego w zalezno$ci od wyko-
rzystanego izolatu Trichoderma (od ~ 50 do ~ 75%). Autorzy dowodza, ze wystgpujacy
antagonizm moze by¢ nastgpstwem dziatania réoznych mechanizméw, np. konkurencji
o przestrzen i sktadniki pokarmowe (szczepy Trichoderma spp. bardzo szybko koloni-
zowaly plytki testowe), mykoparazytyzmu czy antybiozy (obserwacje mikroskopowe
wykazaly zmiany morfologiczne patogenu — penetracja strzgpek, liza grzybni, granulacja
cytoplazmy). Autorzy potwierdzaja takze, ze Trichoderma spp. stanowia wazny czynnik
biokontrolny.

Golam i Ilag [1999] przebadali 15 izolatow Trichoderma w celu poznania ich an-
tagonistycznych zdolnosci w stosunku do Lasiodiplodia theobromea. Wzrost patogenu
w hodowlach dwuorganizmowych najsilniej hamowany byl przez 7. harzianum oraz
T. viride. Obserwacje mikroskopowe pozwolily zauwazy¢ wystgpowanie mykoparazy-
tyzmu, ktéry doprowadzit do wyraznych zmian morfologicznych zaatakowanego mikro-
organizmu (w wyniku dziatania licznych metabolitow komorki ulegaty deformacjom,
puchnigciu, skrdceniu, nastapita takze granulacja cytoplazmy oraz dezintegracja $ciany
komorkowej). Stwierdzono réwniez inhibicj¢ kietkowania spor i wydtuzania form germ-
-tube L. theobromea.

Opierajac si¢ na doniesieniach literaturowych, jak i na przedstawionych w niniejszej
pracy zaleznosciach pomigdzy grzybami Trichoderma a grzybami patogennymi, alterna-
tywna metoda do chemicznej ochrony roslin jest jej zastapienie przez naturalne, a tym
samym przyjazne dla sSrodowiska biopreparaty.

WNIOSKI

1. Zaréwno szczepy testowe, jak i testowane wykorzystywaly w réznym stopniu
zboza jako jedyne zrodto wegla, co przejawialo si¢ zmiennym tempem wzrostu oraz ro-
dzajem zachodzacych oddziatywan.
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2. Szczep Trichoderma harzianum T33 wykazat najsilniejsze wlasciwo$ci antagoni-
styczne na wszystkich badanych podlozach, powodujac w wigkszosci przypadkow catko-
wite zahamowanie wzrostu fitopatogenow.

3. Szczepy Trichoderma hamatum C1 i Trichoderma hamatum T2 charakteryzowaly
si¢ wolniejszym tempem wzrostu oraz mniej obfitym zarodnikowaniem, co miato bezpo-
$redni wplyw na ich stabsze zdolno$ci antagonistyczne.

4. Dokladniejsze poznanie mechanizmdéw biokontroli badanych szczepow Tricho-
derma, zwlaszcza T. harzianum T33, pozwoli na okreslenie ich przydatnos$ci jako sktad-
nikow aktywnych biopestycydow.
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INFLUENCE OF TRICHODERMA STRAINS
ON THE GROWTH OF PATHOGENIC MOULDS
IN BIOTIC TEST ON UNTYPICAL CARBON SOURCES

Abstract. In the present paper the research was focused on mutual interaction between
three strains of Trichoderma and nine phytopathogenic moulds. Dual biotic test was made
in media imitating natural environmental conditions (milled grain of four typical cereals),
which was a modification of a standard procedure. Every tested and test-strain exploited
cereals as the source of nutritive compounds to a different extent, which was exhibited by
various growth speed and changes in interactions. The highest antagonistic ability was dem-
onstrated for Trichoderma harziamum T33, which in many cases caused complete growth
inhibition of tested moulds. Neither of the phytopathogenic strains had a negative influence
on the T33 strain, in contrast to the rest of Trichoderma strains

Key words: biocontrol, Trichoderma, phytopathogenic, dual cultures
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WPLYW WYBRANYCH WARUNKOW
SRODOWISKOWYCH NA BIOSYNTEZE
EGZOPOLIMERYCZNYCH SKLADNIKOW BIOFILMU
PRZEZ BAKTERIE BACILLUS CEREUS

Justyna Sobolczyk, Anna Rodziewicz, Katarzyna Baranowska

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Streszczenie. W pracy badano tworzenie egzopolimerycznych sktadnikow biofilmu (EPS)
przez trzy szczepy bakterii z gatunku Bacillus cereus. Egzopolimery wydzielane przez po-
szczegllne szczepy roznily si¢ jakosciowo i ilosciowo. Wzajemne proporcje polisachary-
dow i biatek EPS zalezaly w najwyzszym stopniu od dostgpnosci zrodta wegla w $rodo-
wisku oraz od obecno$ci dodatkowych powierzchni przylegania bakterii. Biologiczne po-
wierzchnie w postaci pior drobiowych stymulowaty produkcje¢ polisacharydow przez bakte-
rie, natomiast abiotyczne w postaci plytek szklanych indukowaty zwigkszone wydzielanie
bialek. W biatkowej czg$ci biofilmu elektroforetycznie wykazano obecnos¢ dodatkowych
frakcji biatkowych, nieobecnych w warunkach kontrolnych. Tworzenie egzopolimerycznej
macierzy przez bakterie uwarunkowane jest genetycznie, ale rowniez w wysokim stopniu
zalezalo od dostgpnosci sktadnikéw odzywcezych, a takze od czasu trwania hodowli.

Stowa kluczowe: biofilm, Bacillus cereus, egzopolisacharydy, pozakomoérkowe biatka

WSTEP

Bakterie w §rodowisku naturalnym tworza biofilm, czyli skupiska komoérek otoczone
polimeryczna substancja, przylegajacych do powierzchni biologicznych lub abioty-
cznych, najczesciej porowatych [Borchardt i in. 2001]. Przyktadem moga by¢ biofilmy
utworzone przez bakterie infekujace endoprotezy, implanty i ptytki nazgbne, ktore
stanowig istotny problem wspoétczesnej medycyny [Yuehuei i Friedman 1997, Chandra
iin. 2001, Oosthuizen i in. 2002, Dorocka-Bobkowska i Konopka 2003, Kunicki-Gold-
finger 2005]. Takze w przemysle spozywczym biofilmy bakteryjne sa czg¢sta przyczyna
skazenia i zepsucia zywnosci np. przez biofilmy bakterii Shigella, Salmonella, Listeria
monocytogenes [Poulsen 1999]. Bakterie B. cereus sa zdolne do adhezji i formo-
wania biofilméw na réznych powierzchniach, np. na szkle czy czystej stali. Wytwarzane
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przez nie biofilmy sa chronicznym i trudnym do usunigcia zréodtem mikrobiologicznego
skazenia zywnosci. Bakterie te uwazane sa za producenta enterotoksyny chorobotworczej
dla ludzi, czgsto obecnej w mleku i jego przetworach [Oosthuizen i in. 2002].

Adhezja bakterii do powierzchni moze by¢ tez uzytecznym zjawiskiem. Wykorzystuje
si¢ ja w procesach biotechnologicznych z udziatem bakterii fermentacji mlekowej, do
degradacji substancji organicznych w bioreaktorach z biofilmem lub do rozkladu odpa-
dowych biopolimerdw, np. keratyn [Ichida i in. 2001]. Adhezja bakterii Rhizobium po-
przedza ustalenie si¢ symbiozy migdzy bakteriami a roslinami motylkowymi [Czaczyk
i Wojciechowska 2003].

Biofilm jest ztozonym skupiskiem mikroorganizméw jedno- lub wielogatunkowych
o roznych typach metabolizmu, ktére warunkuja rozmaito$¢ proceséw fizjologicznych
i genetycznych [Fletcher i Decho 2001]. Wigkszos¢ bakterii kontroluje i modeluje swoja
fizjologi¢ w odpowiedzi na rézne molekularne i hormonalnopodobne sygnaty w proce-
sie wyczuwania wlasnej ggstosci, nazwanym quorum sensing. Funkcje autoinduktoréw
u bakterii Gram-ujemnych moga peti¢ N-acylowane laktony homoseryny (AHL),
a u Gram-dodatnich niskie peptydy. Sygnaly te sa znaczace dla formowania biofilméw,
poniewaz umozliwiaja komunikowanie si¢ komérek migdzy soba, a tym samym dajg im
przewage w srodowisku i stanowia odpowiedz adaptacyjna na zmieniajace si¢ warunki
srodowiska zewngtrznego [Dong i in. 2002, March i Bentley 2004]. Podczas tworzenia
biofilmu zmienia si¢ regulacja genetyczna. W odpowiedzi na kontakt komorek ze spe-
cyficznymi powierzchniami ekspresjonowane sa odpowiednie geny, co przyczynia si¢ do
przylegania komorek, stawania si¢ fenotypowo i metabolicznie réznymi od ich plankto-
nicznych odpowiednikow [Watnick i Kolter 2000].

Podstawowym sktadnikiem biofilméw sa EPS (ang. extracellular polymeric sub-
stances), czyli egzopolimery, na ktére sktadaja si¢: polisacharydy obojgtne i kwasne,
biatka, kwasy nukleinowe, lipopeptydy, fosfolipidy i inne zwiazki organiczne produ-
kowane przez komorki. Polisacharydy zewnatrzkomérkowe nadajq integralnos¢ bio-
filmowi, jak rowniez biora udzial w adhezji do powierzchni. Z tego powodu okresla si¢ je
mianem ,,polisacharydow adhezyjnych”. Bialka spetniaja wiele funkcji, a miedzy innymi
uczestnicza w adhezji. W pierwszej fazie kumulowane sa na powierzchni komorki, gdzie
moga peti¢ funkcje receptorow lub ligandow, a nastgpnie gdy zostang uwolnione do roz-
tworu, adsorbuja si¢ do innych powierzchni. W kolejnych etapach réwniez bezposrednio
uczestnicza w adhezji, przez co zapewniaja stabilne przylaczenie komoérek do powier-
zchni [Perry i Hannum 1998].

Poznanie mechanizméw powstawania biofilméw oraz komunikowania si¢ bakterii
w obrebie biofilmu moze by¢ droga w poszukiwaniu metod zapobiegania rozwojowi bio-
filmoéw, jak rowniez podporzadkowania tej cechy dla uzytku cztowieka.

Celem prezentowanej pracy bylo wykazanie wplywu wybranych warunkéw $rodo-
wiskowych na wydzielanie polisacharydow i biatek przez trzy szczepy bakterii z gatunku
B. cereus, poprzez okreslenie roznic w skltadzie tworzonej egzopolimerycznej macierzy.
Badano wptyw dostgpnosci zrodta wegla, obecnosci dodatkowej powierzchni przylega-
nia oraz czasu trwania hodowli bakterii.
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MATERIALY I METODY

Mikroorganizmy. Material badawczy stanowily trzy szczepy bakterii z gatunku
Bacillus cereus: B3p, B5e/sz, B7e pochodzace z kolekcji wlasnej Katedry Biotechnologii
i Mikrobiologii Zywnosci Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu. Badane szczepy
bakterii sa izolatami pochodzacymi ze sktadowiska odpadow keratynowych.

Hodowle bakterii. Prowadzono rownolegle dwie pigciodobowe hodowle wstrzasane
(168 obr.min') w temp. 28°C, w kolbach o pojemnosci 250 ml zawierajacych po
50 ml podtoza o sktadzie (%): glukoza 2 lub 0,5; YE 0,05; (NH,),SO, 0,06; KH,PO,
0,31; K,HPO, 0,52; MgSO, - 7H,0 0,03; CaCl, 0,005; FeSO, - H,0 0,00006; ZnSO, -
7H,0 0,00002; CuSO, - 7H,0 0,00002; MnSO, - H,0 0,00002; CoCl, - H,O 0,00002
[Réttd 1 in. 2001]. Dodatkowym zrodtem wegla i azotu, a zarazem powierzchnia adhezji
dla bakterii byty promienie pior strusich znajdujace si¢ w podtozu w ilosci trzy piodra
na kolbg. W doswiadczeniu kontrolnym stosowano podloze syntetyczne z glukoza (2%)
bez dodatku pior drobiowych. Przyleganie bakterii do powierzchni szklanych badano
w podtozu syntetycznym z glukoza 0,5 i 2% w obecnosci szklanych ptytek o grubosci
2 mm (15 mmx15 mm) w ilosci 2 na kolbg. Codziennie pobierane do badan ptyny po-
hodowlane odwirowywano w temp. 4°C przy 10000 obr.-min™' przez 15 minut.

Izolacja bialek i polisacharydéw. Komorki separowano od EPS 0,9% NaCl,
wstrzasajac podloze przez 20 min przy 168 obr.min’, nastepnie oddzielano je od
ptynu pohodowlanego w wirdéwce przy 5,500 obr.-min'przez 15 min w temp. +4°C.
Polisacharydy wytracano z supernatantu 70% etanolem, a nastgpnie proby pozosta-
wiano przez 24 h w temp. +4°C. Roztwor wirowano przy obrotach 5,500 obr.-min™! przez
15 min w temp. +4°C, osad polisacharydow zawieszano w wodzie destylowanej [Parkar
i Flint 2001]. Bialka wytracano z supernatantu ptynu pohodowlanego przy uzyciu 2%
TCA, uzyskany osad dwukrotnie zawieszono w 70% etanolu, a nastgpnie zawieszano
w wodzie destylowanej [Oosthuizen i in. 2002]. Rozdziat elektroforetyczny bialek SDS
— PAGE przeprowadzono wg Laemmli [1970]. Stosowano 12% zele akryloamidowe,
na ktore nanoszono po 20 pl biatka z SDS w zaglgbienia ptytek o wymiarach 7x 5 mm.
Uzyte standardy biatek miaty masg czasteczkowa 30-200 kDa. Elektroforezg¢ prowadzono
w buforze elektrodowym przez 90 min przy napigciu 120 Volt. Po zakonczeniu elektro-
forezy zele barwiono 0,25% bigkitem brylantowym Coomassie-CBB oraz odbarwiano
10% roztworem kwasu octowego. Zdjgcia zeli po elektroforezie wykonywane byly za
pomoca programu Bio Capt. Analizg poréwnawcza wykonano za pomoca programu kom-
puterowego Bio Gene. W pracy przedstawiono zdjgcia elektroforezy obrazujace pasma,
w ktorych uzyskano najwigksza ilo$¢ frakcji. Pozostate frakcje omowiono i zestawiono
w tabeli 1.

Badania mikroskopowe. Zdjgcia obrazujace adhezjg bakterii do powierzchni ptytek
szklanych oraz pior strusich wykonano przy uzyciu mikroskopu §wietlnego po pierwszej
i piatej dobie hodowli przy powigkszeniu catkowitym 720x z wykorzystaniem kamery
CCD CAMERA oraz technika mikroskopii elektronowej LED 435VP przy powigkszeniu
8 tysigey.

Metody analityczne

Ilo§¢ biatka oznaczano metoda Lowry’ego [Lowry i in. 1951]. Ogolna ilo$¢ uzys-
kanych polisacharydéw oznaczono metoda Dubois [Dubois i in. 1956], natomiast ilo§¢
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kwaséw uronowych metoda boranowa [Bitter i Muir 1962]. Wykresy przedstawiaja
sumaryczng ilo§¢ sktadnikow EPS ze wszystkich dni hodowli dla kazdego szczepu,

wyrazona w mg-cm-,

Tabela 1. Zestawienie mas czasteczkowych biatek nie wystgpujacych w podtozu kontrolnym

Table 1. Molecular weight of proteins absent in the control medium
Szczepy bakterii B5e/sz B3p B7e/sz
Bacterial
strains
Podtoza Masy czqsteczkowe bialek — Molecular weight of protein  |kDa]
mineralne

Minerals medium

20 g/1 glukozy+ptytki
szklane/20g/1
glucose + glass plates

53,62

¥2

31,34, 35, 36, 38, 43,
52,53, 63, 64, 68, 72,
84, 86, 89, 92, 94,
104, 108
Y19

23,27,36,37, 38, 44,
50, 52, 55, 59, 62, 65,
72, 83,93, 106

Y16

20 g/1 glukozy+pidra
strusie

glucose 20g/1+ ostrich
feathers

27,33, 44, 48, 55, 58,
64, 68, 85,92, 95
11

27,34, 53, 58, 70, 89,
92,95
>8

33, 43, 60, 63, 82, 90,
93,101,113
59

5 g/l glukozy+ptytki

25,27,31,38,42,43,

21, 26,27, 30, 34, 306,

23,24, 28,29, 31, 36,

szklane 46, 66 52,53, 59,62, 67,74, | 39, 40, 46, 51, 58, 61,
75,76, 84, 88,93, 109 | 62, 72, 79, 85, 88, 98,

glucose 5g/l+ glass 99, 103

plates y8 318 20

WYNIKI I DYSKUSJA

Zdolnos¢ tworzenia biofilmu posiada wigkszo$¢ drobnoustrojow, co zwykle poprze-
dza ich adhezja do r6znych powierzchni. Adhezja jest bardzo ztozonym procesem i zalezy
od wielu réznych czynnikow, m.in. od hydrofobowos$ci/hydrofilnosci, a takze tadunku
powierzchni komoérki oraz kolonizowanej powierzchni. Uczestnicza w niej rowniez
wydzielane pozakomoérkowo polisacharydy i biatka [Czaczyk 2005]. Mechanizm tworze-
nia, struktura i sktad egzopolimerycznej macierzy w duzym stopniu zaleza od warun-
kéw $rodowiskowych. EPS zbudowane sa najczesciej z polimerow cukrow obojetnych
i kwasnych takich jak: glukoza, galaktoza, fruktoza, aminocukry, alkohole (adonitol),
kwasy uronowe, kwas sialowy. Wielocukry otoczkowe bakterii Gram-dodatnich sa
przewaznie heterologiczne oraz zwiazane jonami Ca®* lub Mg* . Maja one ogolny
fadunek ujemny, pochodzacy gltéwnie z reszt fosforanowych i1 karboksylowych kwasu
glukuronowego. Biofilm bakterii B. subtilis tworza polipeptydy zbudowane z y- D-
i L- glutaminianu. Cechy fizykochemiczne, lepkos¢ i hydrofilowos¢ EPS sa swoista
ochrona komoérek przed wysychaniem, a takze ufatwiaja adhezj¢ do powierzchni
[Morrikawa 2005, Poulsen 1999].
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W pracy badano wptyw ilosci glukozy jako zrodta wegla, czasu hodowli i obec-
nosci dodatkowych powierzchni w postaci ptytek szklanych lub piér strusich na pow-
stawanie biofilmu oraz sktad EPS. W podtozu zawierajacym 0,5% glukozy bakte-
rie B. cereus B3p i B7e/sz wydzielaly biatka w ilo$ci 1,5 mg-cm™, a szczep B. cereus
B5e/sz tylko 0,25 mg-cm. Zwigkszenie ilo$ci glukozy w podtozu z 0,5 do 2% powodo-
wato zwigkszenie ilo$ci biatek macierzy do 2,4 mg-ecm™ przez szczepy B. cereus B3p
i B7e/sz oraz do 0,43 mgecm™ dla szczepu bakterii B. cereus B5e/sz, ktory ogolnie
wytwarzat znacznie mniejsze ilosci biatka w stosunku do pozostatych (rys. 1).

Badania Czaczyk wykazaty, ze ilo§¢ zrodta wegla i azotu w pozywce wpltywa na
hydrofobowos$¢ powierzchni komorek B. cereus. W warunkach niskiej dostgpnosci zrodta
azotu w podlozu — obniza si¢ hydrofobowos¢ powierzchni komoérek bakterii B. cereus
jednoczesnie ze wzrostem dostgpnosci zrddla wegla. Odwrotne zaleznosci wystepuja
w optymalnych warunkach dostgpno$ci zrédla azotu. Hydrofobowo$¢ wzrasta wtedy
ze zwigkszajaca si¢ dostgpnoscia zrodta wegla w srodowisku. Wzrost hydrofobowosci
powierzchni komorek moze zwigksza¢ adhezje do powierzchni hydrofilowych takich jak
szklo [Czaczyk 2005].

0,5 : 5 Polisacharydy — Polysaccharides
B Kwasy Uronowe — Uronic acids

Biatka — Proteins

B5e/sz B3p B7elsz
0,5%

)
\
N

N

-

T T

Polisacharydy — Polysaccharides|
Kwasy Uronowe— Uronic acids

Rys. 1. Wplyw stezenia glukozy na sktad EPS wydzielanych przez trzy szczepy bakterii B. cereus:
A —0,5% glukozy, B — 2% glukozy

Fig. 1. Influence of glucose concentration on the composition of EPS released by three B. cereus
strains: A — 0,5% glucose, B — 2% glucose
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Trzy badane szczepy bakterii z gatunku B. cereus podczas hodowli w podiozu
mineralnym zawierajacym 2% glukozy w rownym stopniu przylegaty do powierzchni
ptytek szklanych. Czynnikiem réznicujacym byt czas prowadzenia hodowli. Proces ten
postepowat wraz z wydtuzeniem czasu hodowli az do piatej doby. Mikrokolonie utwo-
rzone w piatej dobie byly znacznie wigksze niz w drugiej dobie hodowli (rys. 2). Podobnie
zachowywaly si¢ bakterie B. cereus w badaniach Oosthuizena i Steyna, ktérzy oceniali
ich przyleganie do waty szklanej. Wigksze mikrokolonie obserwowali oni w hodowli
osiemnastogodzinnej niz w dwugodzinnej [Oosthuizen i Steyn 2002]. Prawdopodobnie
jest to odpowiedz bakterii na stres glodowy wywotany zbyt mata ilo$cia wegla w podtozu.
W celu przetrwania okresu gltodu gromadza si¢ one na powierzchni, tworzac biofilm
[Poulsen 1999].

W badaniach wtasnych réwniez podobne zachowanie bakterii odnotowano w podtozu
zawierajacym biologiczne powierzchnie w postaci pidr drobiowych, tzn. po piatej dobie
tworzone byly wigksze mikrokolonie niz po drugiej dobie (rys. 3 i 4).

Osadzanie si¢ komorek bakterii na powierzchni pior zapoczatkowato etap uptynniania
keratyny pior strusich. Konsekwencja adhezji bakterii do biatkowych powierzchni
pior byta indukcja biosyntezy enzymow proteolitycznych i keratynolitycznych, ktore
uczestniczyly w degradacji keratyny oraz wykorzystywaty ja jako zrodto wegla w podtozu
[Rodziewicz i in. 2006].

Ichida takze sugeruje mozliwo$¢ wykorzystania bakterii o uzdolnieniach keratynoli-
tycznych do degradacji odpadow keratynowych [Ichida i in. 2001].

B. cereus B5e/sz B. cereus B3p B. cereus B7e/sz

Druga
doba
Two days

Piagta
doba
Five days

Rys. 2. Kolonizacja ptytek szklanych przez bakterie B. cereus po drugiej i piatej dobie hodowli
(mikroskop $wietlny, powigkszenie 720x)

Fig. 2. Colonization of glass plates by B. cereus strains after two and five-days of cultivation
(light microscope, mag. 720 x)
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B. cereus B5e/sz B. cereus B3p B. cereus B7e/sz

Druga
doba
Two days

Piata
doba
Five days

Rys. 3. Kolonizacja promieni pidr strusich przez bakterie B. cereus po drugiej i piatej dobie
hodowli (mikroskop $wietlny, powigkszenie 720x)

Fig. 3. Colonization of ostrich feathers (II) by B. cereus strains after two and five-days of cultiva-
tion (light microscope, mag. 720 x)

B. cereus B5e/sz B. cereus B7e/sz

Rys. 4. Biofilm utworzony przez bakterie B. cereus na powierzchni pior widoczny w mikroskopie
elektronowym po 5 dobach przy powigkszeniu 8 tys. x

Fig. 4. Biofilm formed by B. cereus strains on the feather surface in scanning electron microscope,
after five days, 8 thousand times magnitude

Badanie wptywu dodatkowej powierzchni abiotycznej i biologicznej na ilo$¢ i sktad
wytworzonej macierzy pozakomorkowej wykazalo znaczna stymulacj¢ tego procesu
(rys. 5). Obecnos¢ zarowno ptytek szklanych, jak i piér strusich powodowata nadprodukcje
sktadnikéw EPS w stosunku do podloza kontrolnego przez wszystkie badane szczepy
bakterii z gatunku B. cereus. W hodowli szczepu B. cereus B5e/sz zaznacza si¢ nadmiar
wydzielania polisacharydow do biatek w stosunku 4:1.
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B.cereus B3p

B.cereus B5e/sz

3
mg-cm mg-cm®

Kontrola - control szklo — glass piéra - feathers kontrola — control szklo — glass piéra — feathers

[Biatko - Proteins ] Kwasy uronowe - Uronic acids  Polisacharydy - Polysaccharides ‘ ‘ CIBialko - Proteins & Kwasy uronowe - Uronic acids  Polisacharydy - Polysaccharides|

B.cereus B7e/sz

N
N

mg-cm®

RN,

kontrola — control szkio — glass pidra — feathers

‘ [Biatko - Proteins & Kwasy uronowe - Uronic acids - Polisacharydy - Polysaccharides‘

Rys. 5. Wplyw obecnosci dodatkowych powierzchni w postaci ptytek szklanych oraz pior na sktad
EPS tworzonego przez bakterie B. cereus: B5e/sz(A), B3p, (B) B7e/sz (C), (podtoze 2%
glukozy)

Fig. 5. Influence of additional surfaces glass plates and feathers — on EPS composition formed by
B. cereus bacteria: BSe/sz(A), B3p, (B) B7¢e/sz (C), (medium 2% glucose)

W obecnosci pidr strusich ilo§¢ polisacharydéw tacznie z kwasami uronowymi
wynosita 3,07 mg-cm?, a biatek tylko 0,121 mg'cm™. Na podtozu z ptytkami szklanymi
ilosci polisacharydéw ogotem i bialek wynosity odpowiednio 2,97 mg-cm™ oraz 0,462
mg-cm. W podtozu kontrolnym zanotowano 2,7 mg-cm polisacharydow i 0,353 mg-cm™
biatek. Pozostale dwa szczepy produkowatly egzopolimery o wigkszej zawartosci biatek,
a szczegolnie w obecnos$ci ptytek szklanych, przy nieduzych réznicach wydzielanych
cukrow. Zawartosci polisacharydow i biatek dla obu szczepdw byly podobne i dochodzity
do ok. 3,0 mg'em?. Na podtozu z dodatkowym zroédtem wegla i azotu w postaci pior
strusich warto$ci te byly nieco inne i wynosity dla polisacharydow 2,8 mg-cm?, a dla
biatek 0,9 mg-cm?, co zarazem byto duzym podobienstwem do wynikow uzyskanych
w hodowli kontrolnej — odpowiednio 2,4 mg-cm= i 0,9 mg-cm™.

Kwasy uronowe jako ujemnie natadowana frakcja cukrowa wytwarzane byly przez
wszystkie szczepy, jednak w mniejszej ilosci od pozostatych sktadnikow, oprocz szczepu
B. cereus B7e/sz. Zwigkszonemu wydzielaniu polisacharydow rowniez towarzyszyto
zwigkszone wydzielanie kwaséw uronowych, srednio, uwzgledniajac wszystkie ekspery-
menty, ilo$¢ tego sktadnika stanowita 10% produkowanych polisacharydow.
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Rola sktadnikow pozakomorkowej macierzy nie jest do konca wyjasniona. Wedtug
jednych badaczy polisacharydy odgrywaja istotng role¢ w tworzeniu warstwy kontak-
towej, stwarzajac korzystne warunki do adhezji oraz uczestnicza w tworzeniu trojwy-
miarowej struktury btony biologicznej. Badania innych dowodza, ze usunigcie tej war-
stwy nie skutkuje w obnizeniu zdolno$ci adhezji. Potwierdzeniem tego sa informacje
spotykane w pracach badawczych Parkara i Flinta [2001]. Autorzy badajacy przyleganie
termofilnych bakterii z rodzaju Bacillus do stali nierdzewnej nie zaobserwowali kore-
lacji pomigdzy przyleganiem komorek a ilo$cia tworzonych EPS. Zwrdcili jednak uwage
na rolg biatek zewnatrzkomoérkowych zwlaszcza w poczatkowych etapach przylega-
nia bakterii do podtoza. Prawdopodobnie biatka pelnia wigksza rolg¢ w oddzialywaniu
z powierzchnia niz pozostate sktadniki biofilmu. Praca badawcza Ahimou i in. [2000]
wskazuje, ze zawarto$¢ polisacharydow w biofilmie bakterii z gatunku B. subtilis jest
4,7 razy wigksza od zawarto$ci biatek, co bliskie jest wynikom uzyskanym w badaniach
wlasnych, zwlaszcza dla szczepu bakterii B. cereus B5e/sz.

Rozbieznosci w ilo$ci wydzielanych sktadnikéw biofilmow wskazuja na rézny me-
tabolizm poszczegdlnych szczepow nawet w obrebie gatunku oraz jego regulacje genowa
[Watnick i Kolter 2000].

Frakcje biatkowa biofilmu w dalszych badaniach rozdzielano elektroforetycznie
w zelu poliakryloamidowym. Analiza elektroforetyczna biatek pozwolita okresli¢ ilos¢
subfrakcji bialkowych i ich masy czasteczkowe. Szczep B. cereus B5e/sz w odpo-
wiedzi na obecno$¢ dodatkowej powierzchni, a zwtaszcza pidr strusich, wytworzyt
11 nowych frakcji biatkowych, przy ogélnej niskiej zawarto$ci biatek w biofilmie.
Mozna przypuszczaé, ze wsrdd nich sa enzymy proteolityczne degradujace keratyny.
W obecnosci ptytek szklanych w zalezno$ci od ilosci glukozy w podtozu (tab. 1, rys. 5
1 6) szczep ten wytworzyl 2 lub 8 nowych frakeji biatkowych w poréwnaniu z hodowla
kontrolng. Masy czasteczkowe tych frakcji biatkowych byty w granicach od 25 do 95
kDa. Pozostale dwa szczepy ogolnie wydzielaty wigcej biatek, a szczegdlnie w obecnosci
plytek szklanych, przy nieduzym wptywie ilosci glukozy w pozywce. Biatka szczepu
B. cereus 3p skladaly si¢ z 18-19 dodatkowych frakcji, a B. cereus B7e/sz z 16-20
(tab. 1, rys. 516).

Przeprowadzone obserwacje wskazuja na istotny wptyw dodatkowej powierzchni,
zwlaszcza plytek szklanych, na indukcj¢ wydzielania dodatkowych frakcji biatek. Nieco
mniejszy wpltyw mialo obnizenie iloéci glukozy w podlozu z 2 do 0,5%.

Watnick i Kolter [2000] w swoich badaniach nad adhezja morskich gatunkéw Vibrio
do chityny owadow wykazali, ze struktura genéw potrzebnych do przytwierdzenia si¢ do
tej biotycznej powierzchni rézni sig od tej potrzebnej do przytwierdzenia do abiotycznej
powierzchni takiej jak szkto czy plastik. Bakterie te wykorzystuja chityn¢ zbudowana
z N-acetyloglukozaminy jako zrédlo pozywienia i sposéb na przezycie, a wigc wy-
dzielaja pozakomoérkowe chitynazy. Podobnie Oosthuizen i Steyn [2002] wykorzy-
stujac elektroforezg dwukierunkowa, dowiedli, Ze w obecno$ci waty szklanej bakterie
B. cereus wytwarzaty 10 nowych bialek w biofilmie, ktére nie byly obecne w probach
kontrolnych, niezawierajacych dodatkowej powierzchni. Wyznaczone w badaniach wias-
nych masy czasteczkowe bialek byty w przewadze niskie i wynosity $rednio od 16 do
98 kDa. Mozna przypuszczaé, ze wsrdd niskoczasteczkowych biatek moga by¢ substancje
sygnalowe umozliwiajace komunikowanie si¢ bakterii miedzy soba, tym samym wpty-
waja one na tworzenie wielokomdrkowych struktur biofilméw [March i Bentley 2004].
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Legenda — Legend:
M — marker— marker
. K — kontrola — control

20/sz — glukoza 20g/1 +ptytki szklane
glucose 20g/1+ glass plates

20/p — glukoza 20g/1+ piora strusie
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Rys. 6. Elektroforeza SDS w zelu poliakryloamidowym biatek macierzy B. cereus
Fig. 6. SDS-poliacrylamid gel electrophoresis of B. cereus matrix proteins

Wsrdéd otrzymanych pasm biatkowych moga by¢ takze frakcje zwiazane z biatkami
strukturalnymi np. rzgsek, otoczek, receptorowe i inne. Przyktadem jest flagellina o ma-
sie czasteczkowej od 36 do 68 kDa, ktora jest biatkiem budujacym rzegski. Niektorzy
autorzy wskazuja rowniez na mozliwos$¢ produkcji przez bakterie B. subtilis metaboli-
tow takich jak bakteriocyny, dla ktérych sygnatami molekularnymi sa peptydy [Holden
i Williams 2001, Sauer i in. 2002]. Na powierzchni komoérek mikroorganizméw Gram-
-ujemnych moga wystgpowac¢ fimbrie (cienkie wypustki zbudowane z biatka pilliny
o masie czasteczkowej 26 kDa), ktére zwigkszaja zdolnos¢ adhezyjna bakterii. Zjawi-
sko adhezji pojawia si¢ dzigki interakcji pomigdzy receptorami na powierzchni komor-
ki bakteryjnej i powierzchnia, do ktorej wystepuje adhezja. Czasteczki powierzchnio-
we bakterii nazywane sa adhezynami lub lektynami. Chemicznie adhezyny sa biatkami,
rzadziej wielocukrami lub peptydoglikanami. Receptory rozpoznawane przez adhezyny
to reszty weglowodanowe mniej lub bardziej zlozonych glikoprotein albo glikolipidow.
Duza czg$¢ scharakteryzowanych adhezyn to biatka oston, ktoére w intreakcji z recep-
torem przypominaja oddziatywania typu antygen-przeciwciato [Watnick i Kolter 2000,
Baranowska i Rodziewicz 2008, Czaczyk i Wojciechowska 2003]. Nie bez znaczenia jest
fakt, ze bakterie Bacillus ssp., sa znaczacymi producentami biosurfaktantow, ktorymi sa
lipopeptydy. W duzej mierze wptywaja one na adhezje komoérek do powierzchni poprzez
zmiang jej hydrofobowosci [Czaczyk 2005].
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WNIOSKI

1. Badane w pracy trzy szczepy bakterii z gatunku B. cereus wykazywaty trwala
adhezjg¢ do powierzchni szkta Iub pidr strusich, a nastgpnie tworzyly biofilmy.

2. Obecnos¢ plytek szklanych albo pior strusich wptywala na sktad egzopolime-
rycznej macierzy, a takze na zwigkszone wydzielanie sktadnikow EPS.

3. Skfad tworzonej macierzy pozakomorkowej zalezat od zastosowanego podioza,
jak rowniez od predyspozycji szczepow bakterii. Szczep B. cereus BSe/sz wydzielat
80% wigcej polisacharydow w stosunku do biatek, natomiast szczepy B. cereus B3p
1 B. cereus B7e wytwarzatly sktadniki sacharydowe i biatkowe EPS w stosunku 1:1.
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INFLUENCE OF SELECTED ENVIRONMENTAL CONDITIONS
ON BIOSYNTHESIS OF EXOPOLYMERIC MATRIX
BY BACILLUS CEREUS STRAINS

Abstract. In this research we investigated releasing of biofilm exopolymeric substance by
three strains of Bacillus cereus species. We observed the difference in quality and quantity
of produced exopolymers. The proportion between polysaccharides and proteins in EPS
depended on the availability of carbon source in the culture environment and the presence
of additional adhesion surface. Biological surfaces like poultry feathers stimulated releas-
ing of polysaccharides by tested bacteria, however abiotic surfaces like glass plates induced
protein’s releasing. In the proteins of biofilm by SDS polyacrylamide gel electrophoresis
revealed the presence of additional fraction of proteins absent in control conditions. Pro-
duction of exopolymeric matrix by bacteria is regulated by genetic mechanisms but it also
highly depends on nutrient level and cultivating time.
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POROWNANIE WIAZANIA MAGNEZU, WZROSTU
I WEASCIWOSCI KWASZACYCH LACTOBACILLUS
BREVIS 1| LACTOBACILLUS PLANTARUM

W SRODOWISKU O PODWYZSZONYM STEZENIU
MAGNEZU

Joanna Roman, Malgorzata Gniewosz, Joanna Mantorska

Szkota Glowna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Streszczenie. Badano dwa szczepy bakterii kwasu mlekowego Lactobacillus brevis
i Lactobacillus plantarum ATCC 4080 w $rodowisku o podwyzszonym stezeniu magne-
zu. Sprawdzano zdolno$¢ wiazania magnezu, wzrost i aktywno$¢ kwaszaca tych bakterii
w podtozu MRS (kontrolnym) i MRS z dodatkiem 0,5; 1,25 1 1,5 g Mg dm™ (w przeli-
czeniu na czysty pierwiastek) w postaci dwoch soli: siarczanu lub octanu magnezu. Wig-
cej magnezu szczepy wiazaty w podlozu zawierajacym 1,5 g Mg dm™ w postaci octanu
magnezu. Po 24 h hodowli w tym podlozu w biomasie Lb. brevis stwierdzono 5,82 mg
Mg g's.s., a Lb. plantarum ATCC 4080 3,29 mg Mg g s.s. W podtozach zawierajacych
dodatek soli magnezowych odnotowano nieznacznie mniejszy Wzrost szczepow w pierw-
szych godzinach hodowli oraz nie obserwowano spadku ich wlasciwosci kwaszacych
w poréwnaniu z hodowla kontrolna.

Stowa Kkluczowe: Lactobacillus brevis, Lactobacillus plantarum, wiazanie magnezu,
wiasciwosci kwaszace

WSTEP

Magnez jest pierwiastkiem, ktory oddzialuje na wiele funkcji komorkowych, wia-
czajac w to transport jondw potasu i wapnia, metabolizm energii i procesy rozmnazania.
Jako kofaktor ok. 300 reakcji enzymatycznych jest szczegdlnie wazny dla tych enzymow,
ktére wymagaja nukleotydow jako kofaktoréw lub substratdéw w postaci magnezowego
kompleksu. Ma to miejsce w przypadku takich enzymow, jak: fosfotransferazy i hydrola-
zy, np. ATP-azy, ktére maja zasadnicze znaczenie dla biochemicznych przemian komorki,
szczegblnie w metabolizmie energii. Ponadto pierwiastek ten jest niezb¢dny do syntezy
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biatek i kwaséw nukleinowych, przebiegu cyklu komérkowego, spdjnosci cytoszkieletu
i mitochondridéw, a takze w procesach wiazania substancji do btony cytoplazmatycznej
[Romani i Scarpa 1992, Saris i in. 2000].

W potlaczeniach z fosfolipidami kationy magnezu tworza istotne kompleksy struktu-
ralne blon komdrkowych, wptywajac jednocze$nie na ich stabilnos¢ i przepuszczalnosc.
W jadrze komdérkowym magnez pomaga zachowac¢ integralnos¢ spirali DNA oraz prawi-
dlowa strukturg i funkcjonowanie chromosomow. Kationy magnezowe odgrywaja row-
niez rolg w procesie pobierania i wykorzystywania energii zgromadzonej w zwiazkach
wysokoenergetycznych [Pasternak 1999, Saris i in. 2000, Hartwig 2001].

Wprowadzanie magnezu do komoérki przebiega gtownie na drodze dyfuzji z nieznacz-
nie wyzszego st¢zenia formy wolnej w przestrzeni pozakomoérkowej. Proces ten jest po-
budzany przez potencjat btonowy, ujemny od strony cytozolu [Pasternak 1999, Saris
i in. 2000, Hartwig 2001, Vormann 2003, Wolf i in. 2003]. Magnez nie jest zazwyczaj
limitowany w laboratoryjnych warunkach wzrostu bakterii, poniewaz bakteryjne systemy
transportu Mg?* maja zdolno$¢ wychwytywania tego kationu nawet przy bardzo niskich
poziomach jego zawartosci w powszechnie stosowanych pozywkach [Moncrief i Maguire
1999]. Wykazano, ze zdolno$¢ wiazania magnezu przez bakterie Gram-dodatnie jest uwa-
runkowana przede wszystkim zawarto$cia kwasoéw tejchojowych oraz peptydoglikanu
w ich $cianie komorkowej [Lambert i in. 1975].

Bakterie kwasu mlekowego spetniaja w zywnos$ci fermentowanej wazne funkcje. Na
skutek swojej dzialalnosci ksztattuja cechy sensoryczne, przedtuzaja trwatos¢ i poprawia-
ja mikrobiologiczne bezpieczenstwo produktow zywnosciowych, zwigkszaja wartos¢ od-
zywceza [Neysens i De Vuyst 2005]. W sktad najbardziej zaawansowanych, stosowanych
przez przemyst piekarski szczepionek wchodza wyselekcjonowane pojedyncze szczepy
bakterii z rodzaju Lactobacillus i drozdzy [Hansen i Schieberle 2005]. Wspdlna cecha
bakterii z rodzaju Lactobacillus pochodzenia zakwasowego jest produkcja kwasu mleko-
wego. Powstajace w wyniku fermentacji mlekowej kwasy organiczne, gtéwnie mlekowy
1 octowy, przyczyniaja si¢ do uzyskania ciasta o prawidlowych technologicznie cechach
[De Vuyst i Neysens 2005].

Magnez zwiazany ze strukturami komoérkowymi bakterii mlekowych moze stanowié
cenne zrodlo tego pierwiastka w codziennej diecie. Uwzgledniajac, ze tylko ok. 30%
dziennej podazy magnezu ulega wchlonigciu w organizmie cztowieka [Vaskonen 2003],
spozycie pierwiastka powinno by¢ odpowiednio wyzsze.

Celem niniejszej pracy byto badanie zdolno$ci wigzania magnezu przez wybrane bak-
terie kwasu mlekowego oraz wptywu dodatku magnezu w postaci dwoch soli magnezo-
wych do podtoza hodowlanego na wazne technologicznie cechy tych mikroorganizmow,
tj. liczebno$¢ komorek i whasciwosci kwaszace. Wybrane szczepy nalezaty do gatunkow:
Lactobacillus brevis i Lactobacillus plantarum. Lb. plantarum jest najczesciej spotykany
sposrod pateczek homofermentatywnych w czynnych zakwasach chlebowych [Damiani
i in. 1996, Martinez-Anaya i in. 1990]. Natomiast Lb. brevis jest najczg$ciej wystepuja-
cym reprezentantem heterofermentatywnej mikroflory zakwaséw [Dziowksz i Wilodar-
czyk 2003].
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MATERIALY I METODY

Material biologiczny

Przedmiotem badan byly dwa szczepy bakterii mlekowych: Lactobacillus brevis
z kolekeji kultur Biolacta-Texel (Olsztyn, Polska) i Lactobacillus plantarum ATCC
4080.

Metody prowadzenia hodowli

Podloie kontrolne: Do hodowli inokulum oraz hodowli kontrolnej wykorzystywano
ptynny bulion MRS (BTL, Polska) przygotowany na wodzie dejonizowane;.
Podloia doswiadczalne: Stosowano bulion MRS (BTL, Polska) przygotowany na
wodzie dejonizowanej wzbogacony w jony magnezu pochodzace z soli: MgSO,-7H,0
lub Mg(CH,COO0),-4H,0. Przyjeto trzy poziomy dodatku soli magnezu tak, aby zawar-
to$¢ magnezu w podtozach (w przeliczeniu na czysty pierwiastek) wynosita: 0,5; 1,25;
1,5 g dm?.

Kultury bakteryjne pobierano ze stanu zamrozenia w 25% (v/v) glicerolu (po 1 cm?)
1 przetrzymywano w temperaturze pokojowej do uptynnienia. Nastgpnie przenoszono
je do 10 cm? ptynnego podtoza bulion MRS i prowadzono hodowlg w temp. 28°C. Po
24 godz. przenoszono hodowle w catosci do 180 cm?® §wiezego ptynnego podtoza MRS
i inkubowano przez 24 godz. w identycznych warunkach. Po 20 cm?® tak przygotowywa-
nego inokulum przenoszono do ptynnego podtoza kontrolnego i doswiadczalnego w ilo-
$ci 180 cm? kazdy, po czym prowadzono 24-godzinng hodowle w temp. 28°C. Wszystkie
hodowle przebiegaty w warunkach stacjonarnych bez napowietrzania.

Oznaczenia analityczne

W celu oznaczenia suchej substancji biomasy bakteryjnej pobierano 40 cm?
24-godzinnych hodowli bakterii i odwirowywano biomasg¢ bakteryjna w czasie 10 min
przy 10 000 rpm. Biomasg dwukrotnie przeptukiwano woda dejonizowana i odwirowy-
wano przez 5 min w identycznych warunkach. Nastgpnie biomasg suszono w 105°C do
ustalenia stalej masy.

Oznaczanie zawarto$ci magnezu w suchej substancji bakterii metoda FAAS. Sucha
substancj¢ bakterii mineralizowano w mieszaninie kwasu nadchlorowego i azotowego
(Digestion Unit K-435, Biichi, Niemcy). W tak przygotowanych probkach zawarto$¢ ma-
gnezu oznaczano metoda absorpcyjnej spektroskopii atomowej (FAAS) (AAS, Schima-
dzu AA660, spectophotometr, Japonia).

Liczbe komorek bakterii kwasu mlekowego okreslano metoda plytkowa na podto-
zu bulion MRS. Badania wykonywano na poczatku do$wiadczenia (po wprowadzeniu
inokulum do podtoza) oraz w 4, 8 i 24 godzinie hodowli. Ptytki Petriego inkubowano
w temp. 28°C przez 4872 h. Wynik przeliczano na j.t.k. w 1 cm?® podtoza.

Wiasciwosci kwaszace bakterii kwasu mlekowego okreslono przez oznaczenie kwa-
sowosci miareczkowej podtoza. Po odwirowaniu biomasy komérkowej 5 cm? superna-
tantu miareczkowano 0.1 M NaOH. Wynik wyrazano w gramach kwasu mlekowego
w 100 cm? podtoza.

Wszystkie oznaczenia byly wykonywane w trzech powtdrzeniach. Otrzymane wyni-
ki poddano analizie statystycznej, wykorzystujac program Statgraphics Plus wersja 4.1.
Stosowano test statystyczny Tukey HSD.

Biotechnologia 8(1) 2009
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OMOWIENIE WYNIKOW

Badanie zawarto$ci magnezu w biomasie bakteryjnej Lb. brevis i Lb. plantarum w zaleznoSci
od Zrédla i dawki magnezu w podlozu

Mozliwos¢ naturalnego wigzania jondw magnezu przez szczepy bakterii mlekowych
badano w modelowym podtozu bulion MRS, o statym skladzie z tatwo przyswajalnym
zrodlem wegla, ktory gwarantuje optymalny wzrost bakterii. Podtoze wzbogacono w jony
magnezu, ktére wprowadzono do podtoza w postaci soli siarczanowej lub octanowe;.
Oznaczenie zawartosci magnezu przeprowadzano po 24 h hodowli w probkach biomasy
bakterii, ktora przed wysuszeniem dwukrotnie przemywano woda dejonizowana. W ten
sposob usuwano tg cz¢$¢ jondéw magnezu, ktore znajdowaly si¢ w przestrzeniach mig-
dzykomorkowych biomasy oraz nie zwiazaty si¢ trwale z komorkami bakterii, a jedynie
zostaty luzno zaabsorbowane na powierzchni $ciany komoérkowej. Zawarto$¢ magnezu
w biomasie komorkowej dwoch szczepoéw bakterii mlekowych w zaleznosci od Zrodta
i dawki magnezu przedstawiono na rys. 1.

(b) -
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0+ T T 1 0+ T T 1
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[]
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Zrodio magnezu: (a) MgSO , 7H,0 i (b) Mg(CH,CO0),4H,0
The source of magnesium: (a) MgSO, 7H,0 and (b) Mg(CH,COO0),"4H,0

Rys. 1. Zawarto$¢ magnezu w suchej substancji komoérkowej (mg Mg g-1 s.s.) of Lb. brevis
(o) and Lb. plantarum ATCC 4080 (=) w zaleznosci od zrddla i st¢zenia magnezu
(g Mg dm™

Fig. 1. The magnesium content in dry weight of cells (mg Mg g' d.w.) of Lb. brevis (o) and
Lb. plantarum ATCC 4080 (m) depending on the source and concentrations of magnesium
(g Mg dm™)

Po 24-godzinnej hodowli w podtozu kontrolnym MRS (bez dodatku magnezu) ko-
morki badanych szczepéw wiazaty podobne ilosci magnezu, wynoszace 0,28-0,32 mg
Mg g's.s. Z kolei w biomasie bakteryjnej Lb. brevis i Lb. plantarum ATCC 4080 uzyska-
nych z podlozy doswiadczalnych stwierdzono istotny wzrost zawartosci magnezu w po-
réwnaniu do hodowli kontrolnych. Rodzaj zrédta magnezu wplywatl istotnie na zdolnos¢
wiazania tego pierwiastka przez biomasg¢ badanych bakterii (rys. la i b). Oba szczepy
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efektywniej wiazaly magnez w przypadku zastosowania organicznego zrddta pierwiast-
ka, jakim byl octan magnezu. W biomasie bakteryjnej Lb. brevis hodowanej w podto-
zu z dodatkiem tej soli stwierdzono 2,65-5,82 mg Mg g''s.s., podczas gdy w biomasie
szczepu Lb. plantarum ATCC 4080 mniej, tj. od 1,73 do 3,28 mg Mg g's.s. (rys. 1b).
W przypadku zastosowania uwodnionego siarczanu magnezu jako zrodta tego pierwiast-
ka zawarto$¢ zwiazanego magnezu przez biomasg byla istotnie mniejsza zaréwno dla
Lb. brevis, jak i Lb. plantarum ATCC 4080 i wynosita odpowiednio: 1,67-2,69 mg Mg
g's.s oraz 1,35-2,31 mg Mg g''s.s (rys. 1a).

Stwierdzono takze, ze biomasa bakteryjna wiazata tym wigcej jonow magnezu, im
wigksze bylo ich st¢zenie w poditozu. Tendencj¢ t¢ obserwowano niezaleznie od zrddta
magnezu wystegpujacego w podtozu. Najwigcej tego pierwiastka stwierdzono w bioma-
sie bakteryjnej Lb. brevis otrzymanej z podtoza zawierajacego 1,5 g Mg-dm w postaci
octanu magnezu, tj. 5,82 mg Mg g s.s. W biomasie Lb. plantarum ATCC 4080 zawar-
tosci zwiazanego magnezu byly w kazdej hodowli doswiadczalnej istotnie mniejsze niz
w réwnolegtych hodowlach Lb. brevis.

Badanie kinetyki wzrostu szczepow Lb. brevis i Lb. plantarum ATCC 4080 w zaleznoSci
od zrédla i dawki magnezu w podlozu

Na rys. 2 1 3 przedstawiono kinetyke wzrostu bakterii Lb. brevis i Lb. plantarum
ATCC 4080 w ciagu 24 h w zaleznosci od zrodta i dawki magnezu w podtozu. Liczbe ko-
morek badano w 4, 8 1 24 godzinie hodowli na podtozu kontrolnym i do§wiadczalnych.
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Rys. 2. Przebieg logarytmicznych krzywych wzrostu Lb. brevis w zaleznosci od zrodta i dawki magnezu. Zro-
dto magnezu: (a) MgSO,"7H,0 i (b) Mg(CH,COO0),"4 H,0. (0) — kontrola, hodowla na podtozu bulion
MRS, (m) — hodowla na podtozu bulion MRS + 0,5 g Mg dm™, (A ) — hodowla na podtozu bulion MRS
+ 1,25 g Mg dm?, (®) — hodowla na podtozu bulion MRS + 1,5 g Mg dm™

Fig. 2. The course of logarithmic growth curves of Lb. brevis depending on the source and dose of magne-
sium. (a) MgSO,"7H,0 and (b) Mg(CH,COO0), * 4 H,0. (0) — control, culture on MRS broth medium,
(m) — culture on MRS broth medium + 0,5 g Mg dm, (A) — culture on MRS broth medium+1,25 g Mg
dm?, (@) — culture on MRS broth medium +1,5 g Mg dm?*

W czasie 24-godzinnej hodowli kontrolnej Lb. brevis liczba komodrek wzrosta
0 2 rzedy logarytmiczne (od 4,1-10% do 1,110 j.t.k. cm™). Natomiast w hodowlach do-
$wiadczalnych w tym samym czasie nastapil wzrost liczby komoérek tylko o 1 rzad lo-
garytmiczny (od 10% do 10° j.t.k. cm3) (rys. 2). W podtozu doswiadczalnym z najmnie;j-
sza zawartoscia siarczanu magnezu liczba komorek wzrosta od poczatkowej 3,8:10% do
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8,0:10° j.t.k. cm? po 24-godzinach. Im wigksze bylo stezenie magnezu w podtozu, tym
liczba komorek byta mniejsza. Przy stezeniu 1,25 g Mg dm™ po dobie populacja liczyta
7,4:10° j.tk. em?, a przy 1,5 g Mg dm — 7,0-10° j.t.k. cm™. Te same tendencje obserwo-
wano w hodowlach z dodatkiem octanu magnezu, szczegélnie przy wyzszych jego daw-
kach (1,251 1,5 g Mg-dm™). W tych hodowlach liczba populacji w pierwszych godzinach
hodowli (do 4 h) byta mniejsza o 1 rzad logarytmiczny w stosunku do hodowli kontrolne;j.
W kolejnych godzinach hodowli liczba komérek wzrosta do poziomu 6,5-10° j.t.k. cm?
(rys. 2).

Liczba komorek Lb. plantarum ATCC 4080 podczas 24-godzinnej hodowli kontro-
Inej wzrosta od warto$ci 1,6:10° do 1,4:10' j.tk. cm?>. W podiozach z dodatkiem soli
siarczanowej obserwowano mate réznice liczby komorek Lb. plantarum ATCC 4080
w stosunku do hodowli kontrolnej (rys. 3). Po 24 h hodowli liczba populacji wzrosta
0d 9,9:10° do 1,1-10' j.t.k. em™ w zalezno$ci od dawki magnezu. W podtozach z octa-
nem magnezu obserwowano mniejsza liczbe populacji w stosunku do hodowli kontro-
Inej tylko w poczatkowym okresie hodowli (do 8 h). Po 24 h hodowli liczba komoérek
byta tylko nieznacznie mniejsza od liczby z podloza kontrolnego (od1,1-10'°do 9,1-10°
j-tk cm?).
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Rys. 3. Przebieg logarytmicznych krzywych wzrostu Lb. plantarum ATCC 4080 w zaleznosci od
zrodha i dawki magnezu. Zrodto magnezu: (a) MgSO . 7H,0 i (b) Mg(CH,CO0),4 H,0.
(0) kontrola, hodowla na podtozu bulion MRS, (m) hodowla na podtozu bulion MRS +
0,5 g Mg dm?, (A) hodowla na podtozu bulion MRS + 1,25 g Mg dm?, () hodowla na
podtozu bulion MRS + 1,5 g Mg dm?

Fig. 3. The course of logarithmic growth curves of Lb. plantarum ATCC 4080 depending on the
source and dose of magnesium. (a) MgSO,"7H,0O and (b) Mg(CH,COO0), 4 H,0. (0) con-
trol, culture on MRS broth medium, (m) culture on MRS broth medium + 0,5 g Mg dm?,
(A) culture on MRS broth medium + 1,25 g Mg dm?, () culture on MRS broth medium
+1,5 g Mg dm?

Badanie wlasciwos$ci kwaszacych szczepéw Lb. brevis i Lb. plantarum w zaleznoS$ci od Zrodia
i dawki magnezu w podlozu

Na rys. 4 przedstawiono zalezno$¢ wptywu dodatku jondw magnezu do podloza na
wiasciwosci kwaszace bakterii mlekowych, ktére sprawdzano w 24 godzinie hodowli.
Uzyskiwane wyniki wyrazano w gramach kwasu mlekowego wytworzonego przez
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bakterie w 100 ¢cm? podtoza. Na podtozu kontrolnym MRS Lb. brevis wytworzyt kwas
w iloéci 1,45 g 100 cm?, podobnie jak Lb. plantarum ATCC 4080 (1,49 g 100 cm?).
W podtozach doswiadczalnych stwierdzono nieznaczne zmniejszenie si¢ wlasciwosci
kwaszacych bakterii przy wigkszych dawkach jonow magnezu, tj. 1,251 1,5 g dm?. Kwa-
sowos¢ ogolna podtoza doswiadczalnego Lb. brevis z solg siarczanowa wynosita 1,44
i 1,40 g 100 cm?, a z solg octanowa 1,43 i 1,40 g 100 cm™ (rys. 4). Szczep Lb. planta-
rum ATCC 4080 wytwarzal podobne ilosci kwasu w odniesieniu do probki kontrolnej,
tj. 1,391 1,33 g 100 cm™. Obserwowane rdznice nie byly istotne w poréwnaniu z hodowla
kontrolna. W podtozach doswiadczalnych z najnizsza wprowadzona do podloza iloscia
jonéw magnezu (0,5 g dm) w postaci soli octanowej obserwowano niewielka stymulacje
wilasciwosci kwaszacych Lb. brevis (wzrost kwasowosci ogdlnej do 1,57 g 100 cm).
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Rys. 4. Aktywnos¢ kwaszaca Lb. brevis (0) i Lb. plantarum ATCC 4080 (m) w zaleznosci od
zrédla i stezenia magnezu (g kwasu mlekowego dm). Zrodto magnezu: (a) MgSO . 7TH,0
i (b) Mg(CH,COO0)," 4H,0

Fig. 4. The acidifying activity of Lb. brevis (0) and Lb. plantarum ATCC 4080 (=) depending
on the source and concentrations of magnesium (g Mg dm?). The source of magnesium:
(a) MgSO,7H,0 and (b) Mg(CH,CO0),"4H,0
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DYSKUSJA WYNIKOW

Szczep Lb. brevis (Biolacta-Texel, Olsztyn, Polska) w porownaniu z badanym
szczepem Lb. plantarum ATCC 4080 w wigkszym stopniu wiazal magnez z podlozy
doswiadczalnych. Mogto to czg$ciowo wynika¢ z wigkszej ilosci wolnych miejsc ad-
sorpcji magnezu wystgpujacych w $cianie komorkowej tych bakterii, jesli zalozymy, ze
liczba miejsc wiazania magnezu byla zblizona u obu szczepow. Réznice w zdolnosci
wiazania kationow przez biomasg bakteryjna moga wynika¢ rowniez z odrgbnosci ga-
tunkowo-szczepowej, zwiazanej m.in. z ich morfologia. Lambert i in. [1975] wykazali,
ze zdolno$¢ wiazania magnezu przez bakterie Gram-dodatnie jest uwarunkowana przede
wszystkim zawarto$cia kwasow tejchojowych wystgpujacych w $cianie komodrkowe;.
W obu szczepach wystgpuja kwasy glicerolotejchojowe, ale tylko w $cianie komorko-
wej Lb. plantarum dodatkowo obecne sa kwasy rybitolotejchojowe [Kandler i Weiss
1986]. Z kolei komorki Lb. brevis charakteryzuja si¢ mniejszymi rozmiarami od komorek
Lb. plantarum. Srednia szeroko$¢ komoérki miesci si¢ w granicach 0,7-1,0 um, a dhugos¢
2—-4 pm, gdy tymczasem wymiary komorek Lb. plantarum wynosza odpowiednio 0,9-1,2
x 3-8 um [Kandler i Weiss 1986]. Park i in. [2003] badali zdolno$¢ wiazania kationow
kadmu przez biomasg dwoch szczepdw drozdzy S. cerevisiae rdzniacych si¢ wielkoscia
komorek. Szczep o mniejszych rozmiarach komorek wiazat wigceej kationéw niz wigksze
komorki drugiego szczepu przy tych samych ggstosciach biosorbentow. Wedtug autorow
tendencja ta mogta by¢ czgsciowo spowodowana wigkszym polem powierzchni komor-
kowej w przypadku szczepu drozdzy o mniejszych komorkach.

W podtozu kontrolnym liczba komdrek badanych bakterii mlekowych byta nieznacz-
nie wigksza niz w podlozach doswiadczalnych. Zauwazono, ze na wzrost kultur bakteryj-
nych wigkszy wptyw miato stgzenie jonéw magnezu w podiozu niz rodzaj uzytej soli. Im
bardziej rosto stgzenie soli magnezowych w podtozu, tym wzrost populacji byt mniejszy,
szczegolnie w pierwszych 8 godzinach hodowli i przy zastosowaniu octanu magnezu
jako zrodta pierwiastka. Jednakze po 24 godzinach hodowli populacje z hodowli do-
$wiadczalnych nie réznity sig statystycznie pod katem liczebnosci od kultur z podtoza
kontrolnego. Podobne wyniki uzyskali Raczynska i in. [2004], ktorzy badali jeszcze szer-
szy zakres dodatku jonéw magnezu do podtoza hodowlanego (0,25-10 g dm) na wzrost
pateczek z rodzaju Lactobacillus.

Badane szczepy charakteryzowaly si¢ bardzo podobnymi wlasciwosciami kwa-
szacymi. Obserwowane niewielkie (nieistotne statystycznie) réznice tych wlasciwosci
w podtozach z dodatkiem jonéw magnezu w pordwnaniu z hodowla z podtoza kontrol-
nego mogly wynika¢ z mniejszej liczby aktywnych komorek bakterii w podtozach do-
$wiadczalnych.

WNIOSKI

1. Lactobacillus brevis (Biolacta-Texel, Polska) charakteryzowat si¢ wigksza zdolno-
Scia wigzania magnezu w porownaniu z Lactobacillus plantarum ATCC 4080.

2. Jony magnezu byly wiazane w wigkszych ilo$ciach ze zrodta organicznego, jakim
byt octan magnezu. Im wyzsze byto stezenie jonéw magnezu w sSrodowisku, tym biomasa
bakteryjna zawierata wigcej magnezu.
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3. Badane stezenia soli magnezowych w podlozu nie hamowaly istotnie wzrostu
i wlasciwosci kwaszacych badanych szczepow.

4. Mozna sugerowac, ze badane szczepy bakterii mlekowych wzbogacone w magnez
moga stanowi¢ potencjalne zrédto magnezu w diecie czlowieka.
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COMPARISON OF MAGNESIUM BINDING, GROWTH, AND ACIDIFYING
ACTIVITIES OF LACTOBACILLUS BREVIS AND LACTOBACILLUS
PLANTARUM IN AN ENVIRONMENT CONTAINING HIGHER
CONCENTRATION OF MAGNESIUM

Abstract. The Lactobacillus brevis and Lactobacillus plantarum ATCC 4080 strains
exhibited the highest magnesium binding activities (approximately: 5,82 mg Mg g' and
3,29 mg Mg g'!, respectively) in a medium containing magnesium in the form of salts such
as magnesium acetate, with a magnesium concentration of 1,5 g dm?3. Lb. brevis binded
more magnesium than Lb. plantarum ATCC 4080 under the same culture conditions. The
strains showed weaker growth during 24 h of culture in a medium to with 0,5-1,5 g Mg dm™
was added, both in the form of sulfate and acetate of magnesium, in comparison with the
control medium; however no decrease in their acidifying proprieties were observed.

Key words: Lactobacillus brevis, Lactobacillus plantarum, magnesium binding, acidifying
activity
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