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ANTAGONISTYCZNE INTERAKCJE POMIEDZY
METYLOTROFAMI WYIZOLOWANYMI Z GLEBY
RYZOSFEROWEJ I POZARYZOSFEROWEJ JECZMIENIA
ORAZ INNYMI MIKROORGANIZMAMI GLEBOWYMI

Streszczenie. Badano interakcje pomigdzy metylotrofami i niektérymi drobnoustrojami glebo-
wymi. W tym celu w warunkach laboratoryjnych okreslano antagonizm metylotrofow wyizolo-
wanych z gleby ryzosferowej i pozaryzosferowej jeczmienia w stosunku do niektoérych bakterii
wlasciwych, promieniowcow i grzybow, a takze wrazliwos¢ samych metylotrofow na antagoni-
styczne oddziatywanie promieniowcow 1 wybranych antybiotykow. Badania wykazaty, ze naj-
wigcej metylotrofow bylo antagonistami bakterii z gatunku Bacillus subtilis, mniej fluoryzujacych
Pseudomonas i promieniowcoéw glebowych. Niektore metylotrofy hamowaty rozwdj grzybow
Saccharomyces cerevisiae, Candida sp. i Alternaria tenuis. Z drugiej strony wykazano wrazli-
wos¢ wszystkich metylotrofow na antagonistyczne oddziatywanie promieniowcow, a takze wigk-
szg wrazliwo$¢ metylotrofow strefy ryzosferowej niz pozaryzosferowej jeczmienia na zastosowa-
ne w badaniach antybiotyki.

Stowa kluczowe: antagonizm, bakterie, gleba, grzyby, metylotrofy, promieniowce

Wstep

Rozwdj drobnoustrojow w glebie zalezy nie tylko od warunkow fizyko-chemicz-
nych zwigzanych z typem gleby, rodzajem uprawianych rolin, strefa ryzosferowa czy
pozaryzosferowa korzenia, ale takze od wlasciwosci fizjologicznych drobnoustrojow
zasiedlajacych glebe. Drobnoustroje, przeprowadzajac rézne procesy biochemiczne,
uwalniajg do podtoza metabolity, ktore modyfikuja warunki glebowe i wplywaja na
rozwd@j mikroorganizmow zaréowno saprofitycznych, jak i patogennych. Jednym z naj-
wazniejszych oddzialywan migdzy drobnoustrojami glebowymi jest antagonizm. Anta-
gonizm moze przejawiac si¢ w sposob bezposredni oraz posredni poprzez niekorzystne
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dla niektorych grup drobnoustrojow modyfikacje srodowiska ograniczajace ich rozwoj.
Metabolitami oddziatujagcymi niekorzystnie na drobnoustroje moga by¢: alkohole, kwa-
sy mineralne i organiczne, enzymy, toksyny bakteryjne i antybiotyki, ktore w zaleznosci
od st¢zenia w mniejszym lub w wigkszym stopniu modyfikuja sktad drobnoustrojow
w glebie. Wsrdd réznych grup fizjologicznych drobnoustrojow uwage zwracajg metylo-
trofy, charakteryzujace si¢ zdolnoscig korzystania ze zwigzkow jednoweglowych, takich
jak metan, metanol, metyloaminy, jak rowniez ze zwiazkow wieloweglowych w przy-
padku metylotrofow fakultatywnych (JENKINS i IN. 1987). Drobnoustroje te w przyro-
dzie wystepuja powszechnie (BRATINA i HANSON 1992). Odgrywaja istotng role nie
tylko w obiegu wegla, lecz takze maja swoj udzial w obiegu azotu, siarki i fosforu (BA-
KER i IN. 1991, DURSKA 2007, 2010). Wchodza réwniez w uktady symbiotyczne z ros-
linami (CORPE i BASILE 1982, TROTSENKO i IN. 2001, OMER 1 IN. 2004).

Celem pracy bylo zbadanie w warunkach laboratoryjnych oddzialywan migdzy me-
tylotrofami wyodrebnionymi z gleby ryzosferowe;j i z gleby pozaryzosferowej jeczmie-
nia, a takze miedzy metylotrofami i innymi mikroorganizmami, nalezacymi do bakterii
wiasciwych, promieniowcow i grzyboéw plesniowych. Postanowiono réwniez zbadaé
wplyw niektorych metabolitow antybiotycznych promieniowcow na rozwdj bakterii
metylotroficznych.

Materialy i metody

Badania prowadzono z wykorzystaniem czystych kultur bakterii i grzybéw pocho-
dzacych z kolekcji Katedry Mikrobiologii Ogolnej i Srodowiskowej Uniwersytetu Przy-
rodniczego w Poznaniu.

Do badan wykorzystano 15 szczepow bakterii metylotroficznych wyodrgbnionych
z gleby ryzosferowej i 15 szczepow z gleby pozaryzosferowej jeczmienia (tab. 1), na
podtozu wybidrczym dla metylotroféw przygotowanym wedlug URAKAMIEGO 1 KOMA-
GATY (1979). Wszystkie wyodrebnione z gleby szczepy nalezaly do metylotrofow
wzglednych.

Tabela 1. Metyloflory wyizolowanez gleby ryzosferowej i pozaryzosferowej jgczmienia
Table 1. Methylotrophs isolated from the rhizosphere and non-rhizosphere soil of barley

Metylotrofy gleby ryzosferowe;j Metylotrofy gleby pozaryzosferowej
grupa morfologiczna numer szczepu grupa morfologiczna numer szczepu
Ziarniaki Gram-dodatnie 45,74 Ziarniaki Gram-dodatnie 37,41, 43,51, 61
Ziarniaki Gram-ujemne 4,15, 28, 33, 82 |Pateczki Gram-dodatnie 2,52,55,75,79
Ziarniakopateczki Gram-dodatnie |5 Pateczki przetrwalnikujace 6, 63, 80, 81, 84
Pateczki Gram-dodatnie 1,3,21
Pateczki Gram-ujemne 8, 14, 26, 46, 50




3

Durska G., 2010. Antagonistyczne interakcje pomiedzy metylotrofami wyizolowanymi z gleby ryzosferowej i poza-
ryzosferowej jeczmienia oraz innymi mikroorganizmami glebowymi. Nauka Przyr. Technol. 4, 6, #74.

Interakcje pomiedzy metylotrofami a innymi drobnoustrojami badano metoda ryso-
wa na powierzchni odpowiedniego podloza zestalonego agarem, stosujac trzy powtd-
rzenia dla kazdego badanego szczepu.

Przeprowadzone badania obejmowaty interakcje pomigdzy:

1) bakteriami metylotroficznymi strefy ryzosferowej a bakteriami metylotroficznymi
strefy pozaryzosferowej, na powierzchni podloza wybiodrczego dla metylotrofow
wedlug URAKAMIEGO i KOMAGATY (1979),

2) bakteriami metylotroficznymi a nastepujacymi gatunkami bakterii: Micrococcus
luteus, Escherichia coli i Bacillus subtilis, na podtozu wedtug OHTY i HATTORIE-
GO (1980),

3) bakteriami metylotroficznymi a fluoryzujacymi Pseudomonas (szczepy: 37M,
8M, PK, 65M), na podtozu B wedtug Kinga (BURBIANKA i PLISZKA 1963),

4) bakteriami metylotroficznymi a nast¢pujacymi grzybami: Fusarium oxysporum,
Aspergillus versicolor, Trichoderma viride, Botrytis sp., Phoma sp. i Alternaria
tenuis na podtozu glukozowo-ziemniaczanym wedhug RODINY (1968),

Dodatkowo metoda rysowa na podtozu glukozowo-ziemniaczanym wedlug RODINY
(1968) okreslano wrazliwos¢ metylotrofow na metabolity 16 szczepdéw promieniowcow,
a takze badano wptyw takich antybiotykow, jak: gentamycyna, neomycyna, tobramycy-
na, chloramfenikol, erytromycyna i tetracyklina na wzrost bakterii metylotroficznych.
Wplyw wybranych antybiotykéw na wzrost metylotrofow badano metoda krazkowa.
Na powierzchni ptytek zestalonych agarem dokonywano posiewu powierzchniowego
bakterii metylotroficznych i naktadano krazki z okreslonymi antybiotykami. Badania
prowadzono na podtozu petnym wedlug OHTY i HATTORIEGO (1980), stosujac trzy
powtdrzenia. Wyniki pomiaru stref hamowania wzrostu drobnoustrojow przedstawiono
w milimetrach.

Wyniki

Przeprowadzone badania nie wykazaty wzajemnych wlasciwosci antagonistycznych
metylotrofow strefy ryzosferowej i pozaryzosferowej jgczmienia, natomiast stwierdzono
zdolno$¢ niektorych metylotrofow do hamowania wzrostu badanych szczepow bakterii
wlasciwych, promieniowcow i grzybow glebowych (tab. 2, 3). Czgsciej wlasciwosci
hamujace obserwowano u metylotrofow z gleby pozaryzosferowej niz ryzosferowe;.

Najwigcej, bo az 66% metylotroféw gleby nieryzosferowej, wykazywato antago-
nizm wobec Bacillus subtilis (tab. 2), a szczegdlnym antagonizmem wyrdznial si¢
szczep nr 55. Mniejsza liczba szczepow metylotroficznych (40%) byla antagonistami
Pseudomonas 8M 1 promieniowcow glebowych. Na wzrost promieniowcOéw najczesciej
antagonistycznie oddziatywal metylotroficzny szczep nr 61 (ziarniak Gram-dodatni),
byt antagonistyczny wobec 10 sposrod 16 zbadanych promieniowcow. Pozostate szcze-
py wykazywaly mniejsza czesto$¢ hamowania, sporadycznie niektore tylko drobno-
ustroje, a cztery szczepy nie przejawialy wobec zbadanych drobnoustrojow zadnego
antagonizmu.

Metylotrofy gleby ryzosferowej (tab. 2), podobnie jak metylotrofy gleby pozary-
zosferowej, najczesciej hamowaly wzrost bakterii Bacillus subtilis (najsilniej szczep nr
74, ziarniak Gram-dodatni), nastepnie Pseudomonas 8M 1 promieniowcoéw glebowych.
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Tabela 2. Antagonizm metylotrofow gleby ryzosferowej i pozaryzosferowej jeczmienia w stosun-
ku do niektorych bakterii
Table 2. Antagonism of methylotrophs from the rhizosphere and non-rhizosphere soil of barley in
relation to some bacteria

Metylotrofy gleby ryzosferowe;j

Metylotrofy gleby nierizosferowe;j

Drobnoustroje liczba strefa liczba strefa
antagonistycz?ych hamowania antagonistycz{lych hamowania
SZCZepow (mm) Szczepow (mm)
Metylotrofy 0 0 0 0
Bacillus subtilis 7 5,0-15,5 10 3,0-12,0
Micrococcus luteus 1 4,0 3 1,5-2,5
Escherichia coli 1 14,5 2 2,0-11,5
Pseudomonas 37TM 1 6,0 1 10,0
Pseudomonas 8M 3 4,0-6,0 6 3,0-10,0
Pseudomonas PK 0 0 0 0
Pseudomonas 65M 0 0 2 2,0-3,0
Actinomycetales 4 2,0-13,0 6 3,0-9,6
Razem 17 2-15,5 30 1,5-12,0

"Liczba zbadanych szczepow — 15.

Tabela 3. Antagonizm metylotroféw gleby ryzosferowej i pozaryzosferowej jeczmienia w stosun-
ku do niektorych grzybow
Table 3. Antagonism of methylotrophs from the rhizosphere and non-rhizosphere soil of barley in

relation to some fungi

Metylotrofy gleby ryzosferowe;j Metylotrofy gleby pozaryzosferowej
Drobnoustroje liczba strefa liczba strefa
antagonistyczilych hamowania antagonistyczzlych hamowania
SZCZEPOW (mm) SZCZEPOW (mm)
Saccharomyces cerevisiae 2 8,5-13,5 4 7,5-13,5
Candida sp. 2 7,5-15,5 5 5,5-12,0
Alternaria tenuis 2 7,5-14,5 5 19,6-26,5
Fusarium oxysporum 0 0
Aspergillus versicolor 0 0
Botrytis sp. 0 0
Phoma sp. 0 0
Trichoderma viride 0 0
Razem 6 7,5-15,5 14 5,5-26,5

"Liczba zbadanych szczepow — 15.
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Bakterie 1 promieniowce najczesciej byly hamowane przez szczep nr 5 (ziarniakopa-
feczka Gram-dodatnia). Nie stwierdzono wilasciwosci antagonistycznych u metylotro-
fow oznaczonych numerami: 28, 8, 14, 50, 11 3.

Zaobserwowano zdolno$¢ niektorych szczepow bakterii metylotroficznych do ha-
mowania wzrostu grzybow: Saccharomyces cerevisiae, Candida sp. i Alternaria tenuis
(tab. 3). Najczesciej wzrost grzybow, podobnie jak bakterii i promieniowcdw, hamowa-
ty metylotrofy wyizolowane z gleby nieryzosferowej jeczmienia. Wiasciwosci antago-
nistyczne wykazywala wigcej niz potowa szczepow bakterii metylotroficznych. Najsil-
niej byt hamowany wzrost Alternaria tenuis (strefa hamowania — 29 mm) przez patecz-
ke Gram-dodatnig (szczep nr 2). Wérdéd metylotrofow gleby ryzosferowej wlasciwosci
antagonistyczne wobec grzybow zaobserwowano tylko u dwoch sposrod 15 szczepow,
byly to ziarniaki Gram-dodatnie (szczepy nr 45 i 74).

W pracy okreslano takze wrazliwos¢ metylotrofow glebowych na antagonistyczne
oddziatywanie promieniowcow (rys. 1). Badania wykazatly, ze wszystkie uzyte do ba-
dan szczepy promieniowcoéw glebowych byly antagonistami metylotrofow z obu zrodet
izolacji. Tylko nieznacznie silniej byly hamowane metylotrofy gleby nieryzosferowe;.
Najbardziej antagonistyczny wobec metylotrofow byt szczep oznaczony numerem 21.
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Rys. 1. Wrazliwo$¢ metylotroféw na antagonistyczne oddzia-
tywanie niektérych promieniowcow

Fig. 1. The sensitivity of methylotrophs to antagonistic effect
of some actinomycetes

Prawie wszystkie szczepy bakterii metylotroficznych wyizolowane z obu Zrédet by-
ly wrazliwe na zastosowane w badaniach antybiotyki, ale wicksza wrazliwo$¢ przeja-
wiaty metylotrofy strefy ryzosferowej (rys. 2). Srednia strefa zahamowania wzrostu
metylotrofow strefy ryzosferowej wynosita 18,2 mm dla tobramycyny i 25,2 mm dla
erytromycyny. W przypadku metylotrofow strefy nieryzosferowej dwa szczepy (nr 37
i 39) byly catkowicie oporne na wszystkie zastosowane antybiotyki, pozostale szczepy
najstabiej hamowata tobramycyna, a najsilniej chloramfenikol.
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Rys. 2. Wrazliwo$¢ metylotrofow na antagonistyczne oddzia-
tywanie niektorych antybiotykow

Fig. 2. The sensitivity of methylotrophs to antagonistic effect of
some antibiotics

Dyskusja

Metylotrofy ze wzgledu na powszechne wystgpowanie w przyrodzie i duze znacze-
nie ekologiczne zwracajg uwage wielu autorow. Wczesniejsze badania wykazaty zna-
czacy udziat metylotrofow wsréd mikroorganizmow gleby ryzosferowej i pozaryzosfe-
rowej roslin (DURSKA 2003). Powszechne jest ich wystepowanie w fylosferze réznych
ro$lin (CORPE i RHEEM 1989). Dane literaturowe wskazujg na symbiotyczne zwiazki
metylotrofow z innymi mikroorganizmami (GISI i IN. 1998, Sy i IN. 2001), a takze
z ro$linami (IVANOVA i IN. 2001, LIDSTROM i CHISTOSERDOVA 2002). Mato jest danych
dotyczacych zdolno$ci metylotrofow do konkurowania z innymi drobnoustrojami gle-
bowymi. Jak wynika z przeprowadzonych badan, metylotrofy wyodrgbnione z gleby
spod uprawy jeczmienia wykazywaly zréznicowany antagonizm wobec innych drobno-
ustrojow glebowych. Zaobserwowano, ze czgsciej antagonistami bakterii wlasciwych,
promieniowcow i grzybow byly metylotrofy wyizolowane z gleby pozaryzosferowe;.
Metylotrofy, zardwno ryzosferowe, jak i nieryzosferowe, wyizolowane z obu stref gle-
bowych najbardziej antagonistycznie oddziatywaty na bakterie gatunku Bacillus subti-
lis, mniej bylo antagonistow w stosunku do przedstawicieli rodzaju Pseudomonas
i promieniowcow. Tylko niektore hamowaly wzrost drozdzy i grzybowego patogenu
roslin — Alternaria tenuis. Hamowanie wzrostu innych drobnoustrojow przez metylotro-
fy mogtlo by¢ zwiazane z produkcja zwigzkéw toksycznych o charakterze egzopolisa-
charydow, bakteriocyn, antybiotykow czy innych kometabolitow (YOSHIDA i IN. 2003,
CHOI i IN. 2006).

Badania niniejsze wykazaty wrazliwo$¢ metylotroféw na antagonistyczne oddziaty-
wanie promieniowcow glebowych, przy czym bardziej wrazliwe byly metylotrofy wy-
izolowane z ryzosfery roslin. Metylotrofy ryzosferowe byly tez bardziej wrazliwe na
zastosowane w doswiadczeniach antybiotyki. Mozna przypuszczaé, ze na wystepowanie
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metylotrofow w glebie, podobnie jak na inne drobnoustroje, duzy wplyw maja interak-
cje z promieniowcami. Metylotrofy moga réwniez regulowac liczebno$¢ organizmow
zardwno saprofitycznych, jak i patogennych w glebie, co wykazaty wstepne badania.

Whioski

1. Metylotrofy antagonistyczne byty liczniejsze w strefie pozakorzeniowej niz ko-
rzeniowe;.

2. Niektore metylotrofy hamowaty wzrost grzybow: Saccharomyces cerevisiae,
Candida sp. 1 Alternaria tenuis oraz bakterii gatunku Bacillus subtilis.

3. Metylotrofy ryzosferowe i pozaryzosferowe byly hamowane przez promieniowce
glebowe.

4. Metylotrofy ryzosferowe byly bardziej wrazliwe na zastosowane w badaniach an-
tybiotyki niz pozaryzosferowe.
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ANTAGONISTIC INTERACTIONS BETWEEN METHYLOTROPHS ISOLATED
FROM THE RHIZOSPHERE AND NON-RHIZOSPHERE SOIL OF BARLEY
AND OTHER SOIL MICROORGANISMS

Summary. Interactions between facultative methylotrophs and other soil microorganisms were
investigated. In laboratory conditions antagonism of the methylotrophs isolated from rhizosphere
and non-rhizosphere soil of barley to some bacteria, actinomycetes and fungi, as well as their
sensitivity to antibiotics were determined. It has been found that most of methylotrophs were
antagonistic to Bacillus subtilis, less to fluorescing Pseudomonas strain 8M and soil actinomy-
cetes. Some of methylotrophs exhibited inhibition to fungi Saccharomyces cerevisiae, Candida
sp. and Alternaria tenuis. On the other hand, sensitivity of all methylotrophs to antagonism of
actinomycetes was observed. Methylotrophs isolated from the rhizosphere were more sensitive to
used antibiotics than those from the non-rhizosphere soil.
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