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Microorganisms in biological control of plant-parasitic nematodes
Summary

Nematodes are unsegmented roundworms that numerously and success-
fully adapted to all regions and environments on earth. The last ones were usu-
ally classified into feeding types: free-living, predaceous, and parasitic - in-
cluding plant-parasitic. They are of great significance in terms of damage they
cause. Plant-parasitic nematodes have been reported to be responsible for the
losses amounting to over $100 billion throughout the world. Because of the big
difficulties in their eradication some of them are considered as quarantine spe-
cies. The plant-parasitic nematodes are controlled using chemical methods -
mainly chemical nematicides. However, because of many drawbacks including
health and environmental concerns, other control methods are considered. One
of them is biological control and application of antagonistic microorganisms to
decrease densities of nematodes populations. Microbial antagonists parasitiz-
ing various developmental stages of their hosts may affect nematodes by secre-
tion of antibiotics, toxins and other secondary metabolites. The most important
virulence factors are extracellular enzymes that participate in destroying the
nematodes’ cuticle or the egg-shell or in further phases of infection.

This publication presents the examples of microorganisms investigated in
terms of biological control, those that are already available commercially as well
as some mechanisms involved in nematode-microbes interactions.
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1.Wstep

Nicienie (Nematoda) z gromady oblencéw stanowig jedng z najliczniejszych grup
zwierzat wielokomorkowych zyjacych w glebie. Sg zdolne do aktywnej migracji
w ryzosferze, niektére réwniez na naziemnych czesciach i wewnatrz rosliny. Jednak-
Ze najwieksze znaczenie gospodarcze majg nicienie pasozytujgce na korzeniach. Ni-
cienie pasozytujace na roslinach powodujg bardzo duze szkody w uprawach sie-
gajace nawet do 125 miliardéw dolaréw rocznie na catym Swiecie (1), przez co znaj-
dujg sie na drugim miejscu pod wzgledem wielkosci strat po grzybach, a przed bak-
teriami i wirusami. Szczego6lnie szkodliwe sg guzaki korzeniowe {Meloidogyne spp.)
mogace zerowac na ponad 3000 gatunkdéw roslin i powodowaé straty plonu do-
chodzace do 21% (2). Wiekszos¢ z tych gatunkéw powoduje mechaniczne uszkodze-
nia korzeni i galasy prowadzace czesto do ogélnego niedorozwoju rosliny. Bardzo
szkodliwe dla roslin sg wydzielane przez nicienie enzymy hydrolityczne, ktérymi
trawig czesciowo pokarm i rozpuszczajg Sciany komorek rosdlinnych, co utatwia im
przemieszczanie sie w tkance. Zniszczeniu ulegajg komorki roslin i przez to obu-
mierajg cate tkanki, a nawet organy roslin. Posrednia szkodliwos¢ nicieni wynika
z tego, ze sa wektorami fitopatogennych wiruséw, grzybow i bakterii. Wektorami
wirusow roslin sa nicienie dtugacze {Longideridae), czyli ektopasozyty wedrowne ata-
kujace korzenie wylacznie zewnatrz. Az 16 gatunkdw nalezacych do tej rodziny ni-
cieni przenosi wirusy roslinne, np. L attenuotus jest wektorem wirusa czarnej plami-
stosci pomidora (TBRV) (2). jednak gtéwnie te gatunki sg wektorami wiruséw w sa-
dach i na plantacjach truskawek. Gatunek nicienia Xipinema index byt w latach piec¢-
dziesigtych ubiegtego wieku cytowany jako pierwszy gatunek nicienia bedacy wek-
torem nepowirusa na winoroslach (ang. grapevine fanleaf nepovirus) (2). Bardzo duze
starty w plonach roslin uprawnych powodujg matwiki, wsrdd nich matwik burakowy
{Heterodera schachtii) oraz znajdujace sie na liscie organizméw kwarantannowych -
matwiki ziemniaczane {Globodera spp.). Ograniczanie populacji nicieni jest bardzo
trudne ze wzgledu na srodowisko glebowe, w ktérym zyja, a ktére chroni je przed
roznymi zabiegami.

Do ich ograniczania stosuje sie chemiczne $rodki ochrony roslin - nematocydy.
jednak ich czeste stosowanie zanieczyszcza srodowisko glebowe. Dlatego znaczenia
nabierajg metody alternatywne, jak ptodozmian, uprawa roslin obojetnych lub wro-
gich, wczesny wysiew i uprawa roélin odpornych. Od wielu lat poszukuje sie chorobo-
tworczych dla nicieni mikroorganizméw, ktére moga uzupetni¢ wymienione metody.
Wiadomo, ze w warunkach naturalnych ogromna role w ograniczaniu populacji nicieni
- szkodnikow rodlin odgrywajg grzyby i bakterie nicieniobdjcze (3-5). Sposrod duzej
liczby gatunkéw chorobotwaorczych dla nicieni w praktyce zastosowanie w formie bio-
preparatéw znalazto tylko kilka. Sg to gtéwnie grzyby pasozytnicze wzgledem jaj i sa-
mic nicieni, a takze wytwarzane przez nie toksyny oraz bakterie. Przyczyn takiej sytu-
acji jest wiele. Miedzy innymi ich rézna skutecznos¢, uzaleznienie od warunkdw S$ro-
dowiska i r6znorodnos¢ wsrod szczepdw jednego gatunku grzyba.
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Publikacja ta pozwoli przyblizy¢ znaczenie metody biologicznej w ograniczaniu
populacji fitofagicznych nicieni oraz wyjasni¢ procesy zachodzace pomiedzy pato-
genami, nicieniami i roslinami, a takze mechanizmy ich dziatania. Poznanie podstaw
biochemicznych i multitroficznych interakcji antagonistycznych nicien-mikroorga-
nizm, bedzie miato w przysztosci duze znaczenie dla produkcji biopreparatéw nicie-
niobdjczych.

2. Biologiczne zwalczanie i mechanizmy dziatania gatunkow
antagonistycznych

Metoda biologiczna polega na wykorzystaniu naturalnych zjawisk zachodzacych
w $rodowisku pomiedzy organizmami zywymi, gtéwnie pasozytnictwa i drapieznic-
twa, do ograniczenia liczebnosci danego szkodnika lub zmniejszenia jego szkodli-
wosci. W metodzie tej wykorzystuje sie réwniez zjawisko antagonizmu wystepujace
pomiedzy organizmami oraz wspétzawodnictwo.

Interakcja antagonistow i nicieni moze mie¢ charakter bezposredni lub posred-
ni. Mechanizm bezpo$redni dotyczy wspomnianego hamowania rozwoju nicieni po-
przez ich wykluczenie na drodze wspotzawodnictwa, produkcje substancji toksycz-
nych lub ograniczajacych ich wystepowanie czy przez bezposrednie ograniczenie ni-
cieni na drodze pasozytnictwa. Z oddziatywaniem posrednim mamy do czynienia,
gdy obecno$¢ mikroorganizméw antagonistycznych powoduje wzrost odpornosci
rosliny, na ktorej pasozytuje dany gatunek nicienia lub zmiany w mikrosrodowisku
nicienia - w taki sposéb, ze zawarto$¢ sktadnikdéw mineralnych, jak réwniez in-
nych - nieantagonistycznych mikroorganizméw sie zmienia, powodujgc zmniej-
szenie liczebnosci tego nicienia. W naturze wiele spo$réd wymienionych mechani-
zmow jest czesto wykorzystywanych przez ten sam antagonistyczny gatunek (6).

3. Mikroorganizmy antagonistyczne w stosunku do nicieni

Do antagonistow nicieni nalezg grzyby endofityczne, grzyby nicieniobdjcze
(w tym grzyby drapiezne, endopasozyty, pasozyty jaj i cyst oraz grzyby produkujace
toksyny), i bakterie (Actinomycetes, bakterie ryzosferowe, bakterie endofityczne, ri-
zobia, bakterie z rodzaju Posteuria).

3.1. Grzyby endofityczne
Grzyby te wystepujg wewnatrz tkanek roslinnych. Do tej pory poznano niewie-

le gatunkéw nalezacych do tej grupy. Naleza do nich m.in. Fusorium oxysporum,
Melanconium betulinuni, Phomopsis phaseoli (7,8). Obecnos¢ tych organizméw wplywa
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Stymulujace na wzrost rodlin i hamuje choroby (9). Ich obecnos¢ zwieksza odpor-
nos¢ roslin poprzez wzrost ich tolerancji, pobierania i przyswajania sktadnikéw mi-
neralnych i hamowanie inwazji nicieni (10,11).

3.2. Grzyby nideniobdjcze

Grzyby te maja zdolno$¢ do pasozytowania lub paralizowania nicieni (12,13).
W zaleznosci od sposobu infekowania, grzyby nicieniob6jcze podzielono na naste-
pujace grupy:

- grzyby drapiezne, posiadajg one struktury chwytne lub stanowigce putapki, ta-
kie jak adhezyjne (przyczepne) guzki, sieci, odgatezienia lub pierscienie zaciskajace
(14,15). Ich oddziatywania z gospodarzem nie sg gatunkowo specyficzne. Grzyby te
moga rowniez produkowac toksyny paralizujgce ofiary (12). Moga rowniez zy¢ sa-
profitycznie w glebie. Do tej grupy naleza m.in. grzyby z rodzaju Arthrobotrys (15);

- endopasozyty, czyli organizmy zyjace wewnatrz ciata ofiary - infekujag nicie-
nie za pomocg spor. Wiele z nich jest pasozytami bezwzglednymi zyjacymi we-
wnatrz nicienia i produkujgcymi spory na zewnatrz jego ciata. Majg wieksza specy-
ficznos¢ w stosunku do gospodarza niz poprzednia grupa (16). Endopasozyty w za-
leznosci od stadium rozwojowego nicienia, na ktérym pasozytuja, dziela sie na czte-
ry podgrupy:

a) Pasozyty stadidw larwalnych nicieni np. Hirsutella rhossiliensis. Ich spory sg
zwykle adhezyjne i przyczepiajg sie do kutikuli, a nastepnie kietkuja do wnetrza
ciata nicienia asymilujac jego zawarto$¢ przed zarodnikowaniem (16).

b) Pasozyty osiadtych samic: mogg by¢ pasozytami obligatoryjnymi, np. grzyb
Nematophthora gynophilio patogen Heterodera avenae lub fakultatywnymi, np. grzyb
Pochonia chlamydosporia rowniez pasozytujacy na Heterodera (4,5). Sg rowniez fakul-
tatywnymi saprofitami glebowymi.

¢) Pasozyty jaj, np. P. chlamydosporia i Paecilomyces lilacinus. Stadium infekcyjnym
P. chlamydosporia jest chlamydospora, ktéra w odpowiednich warunkach, po dosta-
niu sie na powierzchnie jaja nicienia, zaczyna wytwarza¢ enzymy rozpuszczajace
ostonke jajowg i za pomocg specjalnej strzepki infekcyjnej zwanej appressorium
(przycistka, zgrubiatego fragmentu grzybni, ktérym grzyb przytwierdza sie do pod-
toza w poczatkowej fazie infekcji) wnika do jego wnetrza. Zawarto$¢ jaja jest wchia-
niana i po pewnym czasie zamiast larwy wypetnia je grzybnia (17). Grzyb atakuje tyl-
ko niedojrzate jaja nicieni. Podobny sposob pasozytowania posiada P. lilacinus,
z tym ze jego stadium infekcyjnym sag konidia elipsoidalnego ksztattu. U wiekszosci
tych grzybow stwierdzono aktywno$¢ chitynolityczna. Chityna stanowi wiekszg czesé
ostonki jaja, natomiast nie wchodzi w sktad kutikuli larwalnej (rys. 1) (18). Gatunki
tych grzybdw sag pasozytami jaj nicieni i porazajg zarébwno matwiki jak i guzaki.
Szczegolnie skutecznie infekujq jaja guzakow, ktore doroste samice sktadajg do ga-
laretowatych woreczkéw ztozonych przez samice do gleby lub do wnetrza tkanki
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korzenia lub tez na zewnatrz. To wilgotne galaretowate podtoze zt6z jajowych ni-
cienia moze by¢ pozywka dla grzybdw pasozytniczych, a ogromna liczba jaj w ztozu
jajowym (do 400) jest dostepna i dogodna dla rozprzestrzeniania sie grzybni.
W przypadku nicieni tworzacych cysty droga infekcji przez te grzyby jest inna. jaja
nicienia znajdujg sie wewnatrz cysty w glebie i patogen musi najpierw przedostac
sie przez jej naturalne otwory, aby je zainfekowaé. Grzyby te moga réwniez rozwi-
ja¢ sie na powierzchni cysty jako saprofity.

d) Pasozyty jaj, samic i larw. Wiele gatunkow grzybow, ktére gtownie pasozytuje
na danym stadium rozwojowym (tylko jaja lub tylko samice) moze okazjonalnie ata-
kowacé inne stadia u tego nicienia (np. samice). Nie sg one jednak w réwnym stopniu
efektywne w pasozytowaniu na wszystkich stadiach w warunkach naturalnych.

3.3. Bakterie

-Actinomycetes, szczegoblne znaczenie w aspekcie biologicznego zwalczania majg
przedstawiciele rodzaju Streptomyces, np. Streptomyces avermitilis produkuje makro-
cykliczne laktony (awermektyny), ktére posiadajg aktywnos¢ nicieniobdjcza i sg uzy-
wane w preparatach do zwalczania nicieni (19).

- Bakterie ryzosfery, wystepujg obficie w ryzosferze i moga jg istotnie modyfiko-
waé, wptywajac w ten sposdb na oddziatywanie nicieni z ich gospodarzami roslinny-
mi (20). Niektore z nich, np. Agrobacterium radiobacter, Bacillus spp., czy Pseudomonas
spp. sg antagonistami bakterii i grzybdw wywotujacych choroby roslin i sg okreslane
jako tzw. bakterie ryzosfery stymulujgce wzrost rodlin (PGPR, ang. plant growth pro-
moting rhizobacteria) (21,22). Hamuja one tez rozwdj guzakéw korzeniowych {Meloidogyne
spp.) poprzez ograniczenie ich rozmnazania, jak i rozwoju ich larw (20,22-24).

- Bakterie endofityczne, wystepujg w réznych tkankach wielu roslin wyzszych.
Nalezg do nich m.in. Kocaria varians i Microbacterium esteroromaticum, bedace antago-
nistami nicieni z rodzaju Pratylenchus, hamujacymi ich rozmnazanie (25).

- Rizobia, bakterie glebowe wchodzace w symbiotyczne interakcje z roslinami
motylkowatymi. Majg duze znaczenie dla srodowiska, gdyz s odpowiedzialne za
wigzanie azotu atmosferycznego. Chronig uprawy przed wieloma patogenami grzy-
bowymi, a takze przed guzakami korzeniowymi, zmniejszajac przezywalnos$¢ ich
larw w glebie (26).

- Bakterie z rodzaju Pasteuria, naleza do najczesciej stosowanych w praktyce do
ograniczania populacji nicieni-szkodnikéw roslin (zwlaszcza gatunek Pasteuria
penetrans) (27). Te Gram-dodatnie bakterie tworzgce endospory sg obligatoryjnymi
pasozytami nicieni, rozwijajagcymi sie preferencyjnie na ich organach rozrodczych,
powodujac hamowanie rozmnazania nicieni (28). Natura interakcji Pasteuria-nlden
jest wysoko specyficzna gatunkowo, a nawet populacyjnie. Zalezy réwniez od sta-
dium rozwojowego zywiciela (29). Pasteuria pasozytuje wytgcznie na stadium mio-
docianym J2 (30). Dotychczas opisano trzy gatunki pasozytujgce na nicieniach:
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Pasteuria penetrans na Meloidogyne spp., P. thornei na Pratylenchus spp., i P. nishizawae
na nicieniach tworzacych cysty nalezacych do rodzajow Heterodera i Globodera spp.
(31).

4. Podstawy biochemiczne antagonizmu nicieh - mikroorganizm

Mikroorganizmy antagonistyczne w stosunku do nicieni pasozytujacych na rosli-
nach wykorzystujg mechanizmy biochemiczne negatywnie wptywajace na fizjologie
ich gospodarzy. Naleza do nich: produkcja toksycznych metabolitéw, produkcja me-
tabolitow stymulujacych wykluwanie, zmieniajacych fizjologie nicienia czy zmniej-
szajacych pasozytnicze wiasciwosci gospodarza w infekowaniu roslin (19). Metabo-
lity te mozna podzieli¢ na dwie grupy: inhibitory i stymulatory.

- Inhibitory, nalezg do nich toksyny, antybiotyki i metabolity wtdrne produko-
wane przez antagonistow. Toksyczne zwigzki sg syntetyzowane przez wigkszos$¢
bakterii: np. Clostridium hutyricum produkuje mieszaning kwasoéw: mréwkowego,
octowego, propionowego i mastowego, ktdre sa toksyczne dla nicienia Tylenchorhynchus
martini (32). Z kolei Desulfovibrio desulfuricans moze uwalnia¢ siarkowodor, co jest
wykorzystywane w zalewanych polach ryzowych do biologicznego zwalczania nicie-
ni (33). Streptomyces avermitilis (Actinomycetes) produkuje makrocykliczne laktony
(awermektyny) o szerokim zakresie dziatania nicieniobojczego (34).

Wiele grzybéw réwniez produkuje antybiotyki lub substancje o dziataniu nicie-
niobdjczym. Metabolity te moga zmienia¢ strukture ostonki jaja, hamowac rozwoj
embrionalny i powodowa¢ zaburzenia fizjologiczne (35). Niektére z inhibitorow
produkowanych przez grzyby zostaty przedstawione w tabeli 1.

Tabela 1
Eniymy i metabolity wtérne produkowane przei grzyby nicieniobdjcze
Grzyby Substancja czynna Dziatanie i gospodarz
Omphalotus olearius omfalotyna A nicieniobdjcze, guzaki korzeniowe
endofity kostrzewy trzcinowatej Pestuca  alkaloidy lolinowe, pirolopirazina, kwa- redukujg zywotno$¢ nicieni roslinnych,
arundinacea Sy organiczne Pratylenchus sp.
Pusarium oxysporum metabolity wtdérne redukujg zywotnos¢ M. incognita
Pleurotus ostreatus kwas /rfnj-2-dekenodikarboksylowy nicieniobdjcze, Panagrellus sp.,
M. arenaria
Paecilomyces lilacinus, Trichoderma kwas octowy nicieniobgjcze, guzaki korzeniowe
longibrachiatum
Arthrobotrys conoides, kwas linolowy nicieniobdjcze, Bursaphelenchus sp.,
A. chlamydosporia Panagrellus sp.
Pochonia chlamydosporia proteazy ostonka jajowa; M. incognita

Tabela opracowana na podstawie informacji zawart)'ch w (35).
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- Stymulatory, substancje, ktére moga indukowa¢ przedwczesne wykluwanie sie
larw z Jaj, co upos$ledza aktywno$¢ nicienia w procesie infekcji gospodarzy. Moga
one réwniez mie¢ wptyw na przepuszczalno$¢ ostonki jajowej, indukowaé ruch larw
w jaju, powodowac sekrecje enzymdw, ktére moga rozpuszcza¢ ostonke jajowa
przez zemulsyfikowanie jej warstwy lipidowej (18).

5. Interakcje nicien - antagonista

Proces infekcji nicieni przez antagonistyczne mikroorganizmy jest stabo pozna-
ny. Uwaza sie, ze wiekszo$¢ mechanizméw wykorzystywanych w tym procesie przez
bakterie i grzybyjest podobna. Stwierdzono nawet, ze zaden z poznanych mechani-
zmow infekcji nie jest wykorzystywany wytacznie przez bakterie lub wylacznie
przez grzyby (6). jednakze istniejg doS¢ znaczne rdznice na etapie rozpoznania i in-
terakcji z gospodarzem. W duzej mierze zaleza one od struktury, ktérag postuguje
sie dany mikroorganizm w celu zainfekowania nicienia: moga to by¢ adhezyjne spo-
ry, ktére kietkujac na powierzchni ciata nicienia wnikajg do jego wnetrza za pomocg
specjalnego wyrostka zwanego appressorium (przycistka, zgrubiatego fragmentu
grzybni) (36).

Bardzo duze znaczenie ma réwniez stadium rozwojowe nicienia, Ktore ulega in-
fekcji, gdyz od niego zalezy jaka pierwszg bariere bedzie miat do pokonania mikro-
organizm - ostonke jajowa czy kutikule. Od skfadu chemicznego tej bariery zalezy,
w jaki sposob i za pomocg jakich enzymow bedzie ona pokonana. W przypadku jaj,
ich ostonka w duzej mierze zbudowana jest z chityny. Tak np., grzyb P. chlamydosporia
dzieki odpowiednim enzymom chitynolitycznym moze rozpusci¢ warstwe chityno-

A Oslonka jaja Gorna warstwa moze by¢ czeSciowo
pokryta przez zelatynowa wydzieline

----- witelina

chityna

lipidy

B Kutikula (u osobnika dorostego) Glik .
ikoproteiny

Lipidy
przestrzen kutikulina/kolagen

wypetniona ptynem
ypemenE Py XXX AKXV S XN - wiskna Kolagenowe

podpory kolagenowe (przeciwna orientacja)

kolagen

hipodermis
warstwa podstawna

Rys. 1. Struktura i warstwy A) ostonki jajowej oraz B) przyktadowej kutikuli osobnika dorostego -
wg www.wormatlas.org, zmodyfikowane.
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wa jaja i wnikna¢ do jego wnetrza (37). Z kolei wszystkie pozostate stadia jej nie po-
siadajg, a w to miejsce pojawiajg sie wtokna kolagenowe (38). Struktura kolagenu,
jak réwniez jej skiad zalezy takze od stadium rozwojowego. Wiekszos$¢ kolagendw
u stadiéw larwalnych (]) jest glikozylowana, w przeciwienstwie do stadiéw doro-
stych (39). Struktura kutikuli jest réwniez rézna u réznych gatunkéw nicieni. Przy-
ktadowy schemat przedstawiajgcy warstwy w ostonce jaja oraz w kutikuli przedsta-
wiono na rysunku 1. Najlepiej poznanym przyktadem pierwszego etapu interakcji
antagonistycznych nicien-mikroorganizm jest proces rozpoznania w infekcji nicieni
z rodzaju Meloidogyne przez bakterie Pasteuna, ale rowniez on nie jest dobrze wyjas-
niony.

Powierzchnia spor bakteryjnych pokryta jest adhezynami, ktérych natura nie jest
poznana (40). Biorg one udziat w interakcjach z receptorem na powierzchni nicieni.
Powierzchnia spory jest bardzo heterogenna. W wyniku przeprowadzonych badan
z zastosowaniem przeciwcial monoklonalnych wskazuje sie na udziat w procesie in-
terakcji szeregu epitopdw, ktoiych dystrybucja na powierzchni spory rdzni sie na-
wet pomiedzy populacjami Pasteuna (41). Adhezyny rdznig sie zaréwno konforma-
cja, jak i specyficznoscig gatunkowg (41). Na podstawie badan fizjochemicznych
wskazuje sie, ze w wigzaniu spory do kutikuli nicienia odgrywajg role oddziatywania
hydrofobowe (42). W jednej z hipotez mdwi sie o udziale fibronektyny w rozpozna-
niu spora bakteryjna - kutikula nicienia (43). Fibronektyna jest zewnatrzkomor-
kowg glikoproteing obecng w formie rozpuszczalnej (osocze) lub nierozpuszczalnej
(macierze zewnatrzkomorkowe) u wielu zwierzat (44). Odgrywa wazng role w pato-
genezie wielu bakterii (45). Fibronektyna posiada w strukturze trzy moduty: Fnl,
Fn2 i Fn3, ktore razem tworzg domeny zawierajace miejsca wigzania réznych cza-
steczek, w tym domeng wigzania zelatyny (zdenaturowany kolagen) (GBD, ang. gela-
tin binding domain) czy heparyny (HBD, ang. heparine binding domain) (46). Potrakto-
wanie endospor Pasteuna fragmentami biatka zawierajgcymi HBD lub GBD reduko-
wato liczbe spor zwigzanych do kutikuli Meloidogyne (43). Wykazano, ze Ceanorhabditis
elegans oraz Meloidogyne incognita posiadaja heterodimery podobne do modutéw Fn.
Znaleziono réwniez wiele polipeptydéw w zewnatrzkomoérkowej macierzy nicieni
rozpoznawanych przez przeciwciata poliklonalne dla ludzkiej fibronektyny (47).
Prawdopodobny jest tez udziat glikoprotein na powierzchni spory w procesie roz-
poznania. Wydaje sig, ze sg to 0-glikoproteiny (41), a nie jak uwazano wczesniej
iV-glikoproteiny (40).

6. Czynniki wirulencji w interakcjach nicien - antagonista

w badaniach nad oddziatywaniami mikroorganizmy-nicienie coraz wiekszg uwa-
ge poswieca sie podstawom biochemicznym tych interakcji. Daje to mozliwo$¢ bar-
dziej dogtebnego zrozumienia zachodzacych proceséw, a poznanie natury wirulen-
cji u omawianych mikroorganizmow jest podstawg do opracowywania nowych tech-
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nologii ochrony roslin przy wykorzystaniu nicieniobéjczych substancji produkowa-
nych przez bakterie i grzyby.

Za gtdwne czynniki wirulencji w procesie infekcji uwazane sg enzymy zewnatrz-
komorkowe, w tym proteazy, chitynazy i kolagenazy - odpowiadajgce chemicznym
sktadnikom kutikuli i ostonki jaja nicieni. Enzymy te sg zaangazowane w proces in-
fekcji i prawdopodobnie biorg udziat w wielu jego etapach, takich jak penetracja
(potaczenie uszkodzenia mechanicznego i aktywnos$ci hydrolitycznej enzymow), tra-
wienie wewnetrznych tkanek gospodarza, proces uwalniania toksyn (48). Enzymy
wielu mikroorganizméw zaangazowane w infekcje nicieni pasozytujgcych na rosli-
nach byly izolowane, kodujace je geny sekwencjonowane, poréwnywane i charakte-
ryzowane (41,49-51).

6.1. Proteazy

Proteazy naleza do najszerzej analizowanych czynnikéw wirulencji w procesie
infekcji nicieni przez mikroorganizmy. Wyizolowane z wielu grzybow i bakterii sg
gtéwnie proteazami serynowymi (37). Majg wysoki stopiert podobienstwa do prote-
azy K nalezacej do rodziny proteaz serynowych subtylizynopodobnych izolowanych
z grzybow i bakterii Gram-ujemnych. Proteazy te majg konserwatywna triade amino-
kwasowg: kwas asparaginowy-histydyna-seryna oraz konserwatywne domeny wig-
zgce substrat posiadajgce seryne. Masa czasteczkowa takich proteaz izolowanych
z grzybOw pasozytujacych na jajach oraz endopasozytéw wynosi 32-33 kDa, nato-
miast u grzybéw drapieznych 35-39 kDa (52,53). Proteazy te wplywajq réwniez na
liczbe organéw putapkowych (u odpowiedniej grupy grzybéw), moga stymulowac
ich tworzenie, a takze trawi¢ tkanki nicieni zapewniajac pozywke dla rozwoju struk-
tur infekcyjnych grzyba (54).

Poznane proteazy majg relatywnie duzg specyficzno$¢ substratowsg oraz wysoki
poziom homologii na N-korcu sekwencji, zwlaszcza u grzyboéw nicieniobdjczych
(rys. 2). Do najlepiej scharakteryzowanych naleza:

SVTDQQGAEWGLARIEHRE Hnspl
AITVEQQGAI'WGLGRISNRQ VCP1
ATQSNAI'WGL Pric
TYAEQTDSIUWGLDRIE£HED PII/AozI
INAEQLDsaWGLDRI £ HEN Mix

Rys. 2. Poréwnianie N-konca sekwencji aminokwasowej wybranych proteaz serynowych (wg 48,
zmodyfikowane).
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- Proteaza PII, wyizolowana z grzyba Arthrobotrys oligospora, ma mase czgstecz-
kowg ok. 35 kDa i optimum aktywno$ci pomiedzy pH 7 a 9. Podobnie jak proteaza
Aozl (réwniez z A. oligospora), Mix z Monacrosporiuni microscaphoides oraz PriC
z Clonostacys rosea unieruchamia wolno zyjace nicienie i hydrolizuje biatka ich kuti-
kuli (52). Wykazuje wysokg aktywno$¢ hydrolityczng w stosunku do takich substra-
toéw jak: albuminy surowicy, zelatyna, zdenaturowana kazeina i kolagen, a nawet
cate preparaty kutikuli nicieni. W stosunku do natywnego kolagenu wykazuje nato-
miast ograniczona aktywnos¢ (55). W doswiadczeniach prowadzonych przez Ahman
i wsp. (54) przygotowano Kkilka mutantow PIl, w tym mutanty z delecjg genu PII oraz
z jego nadekspresjg. W badaniach wykazano, ze delecja genu PIlI miata tytko nie-
znaczny wptyw na patogeniczno$¢ grzyba, natomiast nadekspresja znaczaco zwiek-
szata zdolno$¢ zmutowanych grzybéw do zabijania nicieni (54).

- Proteaza VCP1, wyizolowana z grzyba Pochonia chlamydosporia jest alkaliczng
proteazg serynowg funkcjonalnie i serologicznie podobng do proteazy PRI z Metarhizium
anisopliae (najczesciej stosowany grzyb owadobdjczy, ktéry syntetyzuje te proteaze,
a jego transformanty z wieloma kopiami PRI majg znacznie podwyzszong wirulencje
(56). Proteaza ta usuwa zewnetrzng witelinowa warstwe z jaj nicieni eksponujac war-
stwe chitynowa. Proteaza VCP1 wystepuje w dwdch izoformach wyizolowanych
z dwdch grup nicieni: tworzacych cysty oraz guzakéw korzeniowych (49). izoformy
te roznig sie pomiedzy sobg dwoma aminokwasami w pozycjach 65 (Glu lub Gin)
oraz 99 (Gly lub Ala) (54). Réznice te moga by¢ odpowiedzialne za odmienne wias-
ciwosci enzymu, przyczyniajac sie do réznych preferencji w infekowaniu gospoda-
rza. Substytucja Glu-GIn moze zmieni¢ tadunek enzymu zachowujac jego strukture,
natomiast polimorfizm Gly/Ala wystepuje w rejonie wigzacym substrat. Roznica
w wielkos$ci reszty aminokwasowej moze w tym przypadku znaczaco wptyna¢ na ak-
tywnos¢ enzymu. VCP1 w przeciwienstwie do proteaz uzyskanych z M. anisopliae oraz
A. oligospora nie posiada potencjalnych miejsc N-glikozylacji (49).

- Proteaza Hnspl, jest neutralng zewnatrzkomorkowg proteaza serynowa, 0 masie
czasteczkowej ok. 32 kDa. Zostata wyizolowana z izolatu OWVTL grzyba Hirsutella
rhossiliensis, pasoZ3n;a matwika sojowego. Wykazuje stabilng aktywno$¢ w przedziale
pH pomiedzy 6 a 8. Nalezy do chymotrypsynowych/subtylizynowych proteaz seryno-
wych (50).

- Proteazy BLG4 i NPE-4, s jednymi z nielicznych proteaz bakteryjnych scharak-
teryzowanych do tej pory. Zostaty wyizolowane z Brevibacillus laterosporus (48,51).
Za wigkszos$¢ aktywnosci nicieniobojczych tej bakterii odpowiada zewnatrzkomér-
kowa alkaliczna proteaza BLG4, niszczaca kutikule gospodarzy B. laterosporus, ktory-
mi moga by¢: H. glycines, Trichostrongylus colubriformis, Bursaphelenchus xylophilus i sa-
profityczny nicien Panagrellus redivivus. Szczepy pozbawione tej proteazy wykazy-
waty tylko 43% swoich zdolnosci nicieniobdjczych (57). Za pozostatg aktywnos¢ od-
powiada proteaza NPE-4. jednakze sama oczyszczona proteaza NPE-4 wykazywata
matg aktywno$¢ nicieniobdjcza in vitro i nie byla w stanie indukowac¢ degradacji nie-
naruszonej kutikuli gospodarza. Natomiast znaczaco zwiekszata patogeniczno$é
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dzikiego szczepu B. laterosporus posiadajacego proteaze BLG4. Nasuneto to wnio-
sek, ze te dwie bakteryjne proteazy zewnatrzkomoérkowe moga odgrywac inng role
na roznych etapach infekcji lub wspdlng role w penetracji kutikuli nicienia przez
B. laterosporus (51).

6.2. Chitynazy

Chitynazy hydrolizujg chityne i uczestniczg w procesie penetracji nicieni. Sg en-
zymami indukowanymi i petnig wazng role stymulujgcg w procesie wzrostu strzepek
grzyba (58). Prawdopodobnie uczestnicza tez w degradacji ostonek jaj nicieni (59).
Odnotowano, ze proporcja zainfekowanych jaj nicieni wzrastata wraz ze zwieksze-
niem aktywnosci chitynazowej (59). jednakze ta grupa enzymow istotnych dla biolo-
gicznego zwalczania nicieni, jest réwniez bardzo stabo poznana, jedynym przy-
ktadem sg chitynazy CH143, o masie czgsteczkowej 43 kDa, oczyszczone i scharakte-
ryzowane w 2002 r. (60). CH143 wyizolowane z P. chlamydosporia i P. suchlasporia wy-
kazujg podobne optimum aktywnosci w stosunku do koloidalnego roztworu chityny
w pH 5,2-5,7. Na podstawie analizy wptywu CHI43 na ostonki jaj nicieni G. pallida ra-
zem z protezg P32, wykazano, ze jej degradacja nastepowata jedynie, wowczas gdy
zostaty uzyte oba enzymy (60).

6.3. Kolagenazy

Kolagenazy sg najstabiej zbadang grupa enzymdw uczestniczacych w trawieniu
powtok ciata nicieni (61). Sa definiowane jako enzymy katalizujace hydrolize wito-
kien kolagenu i zelatyny. Potwierdzono udziat bakteryjnych i grzybowych kolagenaz
w badaniach nad infekcjg C. elegans bakteriami i grzybami. Stwierdzono, ze oczysz-
czona kolagenaza z Arthrobotrys amerospora moze degradowac biatka kutikuli nicie-
ni, petnigc istotng role na etapie jej penetracji (62).

7. Biopreparaty i cechy mikroorganizméw wykorzystywanych
do biologicznego zwalczania nicieni

Ograniczanie populacji nicieni - szkodnikéw roslin odbywa sie gtownie przez
zastosowanie chemicznych $rodkdw ochrony roslin. W $wiecie jednak stosuje sie
srodki biologiczne oparte na réznych gatunkach grzybow pasozytniczych, drapiez-
nych i ich metabolitach (63). Mechanizm dziatania organizmoéw wykorzystywanych
w formie biopreparatéw zostat opisany w tej publikacji.

W Polsce nie zarejestrowano do tej pory zadnego z wymienionych w tabeli 2
srodkow, co jest uzaleznione od ich producenta. Przed przygotowaniem bioprepa-
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ratdw do zwalczania nicieni, nalezy wczesniej przeprowadzi¢ szereg testow na wy-
branych mikroorganizmach, ktére moga by¢ kandydatami do wykorzystania w prak-
tyce. Wymaganymi cechami antagonistow rozpatrywanych do tego celu sa: specy-
ficzno$¢ gatunkowa - tak, aby tylko docelowy gatunek ulegat infekcji; synchroniza-
cja ich rozwoju z gospodarzem; zdolnos$¢ przezycia okreséw, gdy potencjalny go-
spodarz wystepuje w matych iloSciach; zdolno$¢ znalezienia potencjalnego gospo-
darza infekcji w glebie i szybkie tempo namnazania, warunkujace skuteczno$¢ dzia-
fania.

Tabela 2

Srodki nideniobdjcze przygotowane na bazie mikroorganizméw antagonistycznych, produkowanych komercyjnie

Nazwa handlowa $rodka Gatunek wchodzacy w sktad biopreparatu Gospodarz

Abamectin Streptomyces avermitilis {Actinomycetes) Meloidogyne incognita

Biocon Paecilomyces lilacinus Meloidogyne sp.

Bionem Bacillusfirmus Meloidogyne sp. i inne nicienie, w tym Heterodera
avenae

Deny Burkholderia cepacia M. incognita

Dilera Myrothecium sp. Globodera rostochiensis, G. pallida, H. glycines,

H. schachtii, M. incognita, Radophalus sp.

Miexianning Paecillomyces lilacinus Meloidogyne sp. pasozytujace na tytoniu
Nemont nieokreslony grzyb drapiezny M. javanica
Royal 350 Arthrobotrys robusta niszczyk pieczarkowiec

{Ditylenchus myceliophagous)

Paecil Paecilomyces lilacinus Meloidogyne sp.
Xianchongbike Pochonia chlamydosporia Meloidogyne sp.
Kiami C P. chlamydosporia Meloidogyne sp. na warzywach

Opracowano wg 10, zmodyfikowane.

Asortyment tych Srodkdw jest jednak niewielki w poréwnaniu ze $rodkami sto-
sowanymi do ograniczania populacji innych agrofagéw (owady, choroby, chwasty).
Najprawdopodobniej jest to zwigzane z samym szkodnikiem jakim jest nicien, kto-
rego cykl rozwojowy jest tak skomplikowany, ze odpowiednie zastosowanie Srodka
biologicznego jest bardzo trudne, zeby uzyska¢ pozadany efekt. Wiele z grzybow
pasozytniczych jest wysoce wyspecjalizowana i infekuje tylko jaja nicieni (np.
P. chlomydosporia). Stadium infekcyjnym nicieni sg larwy. W praktyce trudno jest
utrafi¢ na moment masowego sktadania jaj przez samice nicieni i tym samym trudno
jest ograniczy¢ witasnie to stadium rozwojowe szkodnika. Dlatego po zastosowaniu
biopreparatu zawierajgcego np. chlamidospory grzyba P. chlomydosporia trudno uzy-
ska¢ wysokya skuteczno$¢ i to najczesciej zniecheca rolnikéw do ich stosowania.
Grzyby sg bardzo uzaleznione od warunkdw abiotycznych, jak temperatura i wilgot-
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nos¢. Dla wigkszosci optymalna temperatura dla ich rozwoju przekracza 25°C (64)
i dlatego w krajach z klimatem cieptym (RPA, Tajlandia, Kuba) sg one najczesciej re-
komendowane do ograniczania nicieni (64).

W Niemczech zarejestrowano biopreparat zawierajacy zarodniki grzyba P. lilacinus
do zwalczania guzakow korzeniowych {Meloidogyne spp.) oraz matwikéw Globodera
spp. Grzyb ten moze rozwijac sie w temperaturze 15°C, dlatego jest rekomendowa-
ny do zastosowania w warunkach polowych (64). W Anglii wieloletnie badania zakon-
czono opracowaniem technologii masowej produkcji biopreparatu zawierajgcego
chlamydospory grzyba P. chlamydosporia, jednak jest on zarejestrowany do stosowa-
nia na Kubie w ograniczaniu guzakéw korzeniowych (65).

W Polsce badano krajowe szczepy grzybdw nicieniobojczych: P. lilocinus
i P. chlamydosporia. Stosowano je w szklarniach do ograniczania populacji guzaka
arachidowego {Meloidogyne arenaria) oraz okreslono warunki ich praktycznego sto-
sowania (66,67). W warunkach polowych w uprawie buraka cukrowego wykazano
znaczenie grzybow pasozytniczych w ograniczaniu populacji matwika burakowego
{Heterodera schachtii). Ich skuteczno$¢ byta wieksza na polach nawozonych organicz-
nie (stoma i gorczyca) (68). Jednak do tej pory w Polsce nie zarejestrowano biopre-
paratu do zwalczania nicieni - pasozytow roslin.

8. Uwagi koncowe

Badacze koncentrujg sie na poszukiwaniach najskuteczniejszych szczepdw wy-
branych gatunkéw mikroorganizméw do wykorzystania w biologicznym zwalczaniu
nicieni. Szczepy te rdznig sie znacznie wirulencja, produkcjg zarodnikow i iloscig
potencjalnych gospodarzy, specyficznoscig gatunkowa, charakterem infekcji, a tak-
ze efektami ubocznymi. Wazne jest, aby znaleZ¢ takie szczepy, ktore bedg miaty jak
najwieksza ilos¢ gospodarzy, a jednoczesnie nie bytyby niebezpieczne dla innych
,hiedocelowych” organizmdw, w tym réwniez dla ludzi, a takze organizmow pozy-
tecznych takich jak rosliny uprawne, pszczoty, jedwabniki i inne. Istotny jest tez
aspekt ekonomiczny - czyli koszty produkcji, badan oraz zastosowania w stosun-
ku do strat powodowanych przez nicienie - szkodniki roslin.

Zastosowanie mikroorganizmow poza szeregiem zalet ma réwniez pewne wady.
Nalezg do nich m. in. niewystarczajaca wiedza o nich samych, jak i wszystkich orga-
nizmach, ktére mogtyby infekowac. Istnieje tez ryzyko ich niekontrolowanego roz-
przestrzenienia w Srodowisku oraz skutki posrednie wywotywane przez te organi-
zmy, ktére sg trudne zaréwno do przewidzenia, jak i do wykrycia.

Istotng przeszkoda w wykorzystaniu mikroorganizmdw jako potencjalnych bio-
logicznych nematocyd6w sg problemy zwigzane z ich rejestracjg. Preparaty takie
muszg przej$¢ przez diugotrwate i drogie testy toksycznosci i skutecznosci.

Do wspomnianych ograniczerh dochodzg réwniez mechanizm dziatania nemato-
cydow biologicznych w poréwnaniu z chemicznymi (jest on powolny, a nie natych-
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miastowy), ich nieréwne i czasem nieprzewidywalne dziatanie w warunkach polo-
wych, rézna skuteczno$¢ oraz problemy z formulacjg (zwtaszcza w przypadku pa-
sozytow/patogenow obligatoryjnych, ktorych cykl zyciowy jest Scisle zwigzany z zy-
wym gospodarzem, np. Pasteuria).

Przysztos¢ ochrony roslin jest zwigzana z produkcjg ,,zdrowej” zywnosci w ra-
mach rolnictwa integrowanego i ekologicznego. Przejscie na ochrone biologiczng
bedzie mozliwe tylko, wtedy gdy proponowane nowe sposoby ochrony upraw za-
pewnig wysokie plony i wysoka skutecznos¢ zwalczania nicieniowych szkodnikéw
roslin. Znajomos$¢ wptywu mikroorganizmdéw na populacje szkodnika jest pierw-
szym etapem poszukiwania takich szczepow, ktorych wysoka wirulentnos¢ zapewni
znaczng redukcje liczebnosci szkodnika i doprowadzi do produkcji biopreparatu.

Wiasnie takich nowych mozliwosci ochrony upraw polowych i szklarniowych
trzeba juz dzisiaj szukaé, tym bardziej, ze celem zasadniczym jest zmniejszenie ska-
zenia Srodowiska glebowego.
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