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Streszczenie

Okreslono wptyw izolatu Trichoderma harzianum na liczebno§¢ mikroorganizméw autochto-
nicznych, wystepujacych w glebie wzbogaconej stomg z pszenicy odmiany ‘Ostka Smolicka’ oraz
‘Tybalt’. Do doswiadczenia przeprowadzonego w warunkach laboratoryjnych, wykorzystano probki
gleby zakwalifikowanej jako ptowa wlasciwa, nalezacej do klasy bonitacyjnej IVb i kompleksu zyt-
niego dobrego. Okreslenie liczebnosci grzybow plesniowych w tym Trichoderma sp. przeprowadzono
metoda ptytkowa Kocha z zastosowaniem wybiorczych podtozy. Badania wykazaty, ze dziatanie
zastosowanego izolatu Trichoderma harzianum na drobnoustroje wystepujace w poszczego6lnych
wariantach bylo zréznicowane. Wykonane testy na antagonizm wg Manki udowodnily, ze zastosowa-
ny izolat przejawial zdolnosci antagonistyczne w stosunku do wyizolowanych grzyboéw plesniowych
(Penicillium sp., Rhizopus sp., Fusarium sp., Mucor sp.). Z doswiadczen przeprowadzonych w kokul-
turach na podtozu PDA wynika, ze zastosowany grzyb strzepkowy Trichoderma harzianum w naj-
wigkszym stopniu ograniczyt rozwdj Rhizopus sp. Wprowadzenie wybranego izolatu wptyneto na
zmniejszenie liczebnosci grzybow plesniowych oraz wzrost liczebnosci bakterii. Dodatek stomy
pszennej do gleby nie miat wpltywu na wzrost testowanego szczepu Trichoderma.

Stowa kluczowe: grzyby plesniowe, stoma pszenna, Trichoderma harzianum

Do cytowania For citation: Kosicka-Dziechciarek D., Tatusko N. 2017. Wplyw izolatu Trichoder-
ma harzianum oraz stomy pszennej na liczebnos¢ grzybow plesniowych i bakterii w glebie. Woda-
Srodowisko-Obszary Wiejskie. T. 17. Z. 2 (§8) s. 111-125.
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WSTEP

Gleba jest naturalnym siedliskiem wystepowania réznych gatunkéw mikro-
organizmow. W zaleznos$ci od zyznosci gleby, moga w niej wystepowaé nawet mi-
liardy bakterii [LOWINSKI, DACH 2006; SZEMBER 2001]. Jednym z podstawowych
czynnikow determinujacych liczebno$¢ i aktywnos¢ drobnoustrojow jest dostep-
no$¢ materii organicznej. Poszczegolne grupy drobnoustrojow przyczyniaja si¢ do
wielu przemian, ktorych tempo jest zalezne od warunkéw klimatycznych, stopnia
zanieczyszczenia Srodowiska glebowego oraz struktury gleby [VAN VEEN i in.
1981]. Stoma wprowadzana do gleby jest prekursorem materii organicznej, wywie-
ra wpltyw na wlasciwosci fizykochemiczne gleby, a takze stanowi zrodto energii
dla mikroorganizméw [MALICKI, MICHALOWSKI 1994]. Drobnoustroje glebowe
peiag gtowng role w mineralizacji materii organicznej, udostgpnianiu roslinom
sktadnikow pokarmowych, powstawaniu humusu glebowego oraz ograniczeniu
patogenow [CZAJKA, DAMSZEL 2005; TYSZKIEWICZ 2010].

W celu zmniejszenia liczebnosci grzybdéw plesniowych, ktore mogg przyczy-
nia¢ si¢ do chorob roslin, duze zainteresowanie budzg grzyby strzepkowe z rodzaju
Trichoderma, ktore charakteryzuja si¢ zdolnos$cia do szybkiego wzrostu i przezycia
w niekorzystnych warunkach $rodowiska, a takze wykorzystuja substraty jako
sktadniki pokarmowe i modyfikuja ryzosfere. HARMAN [2000] podaje, ze grzyby
z rodzaju Trichoderma sg szeroko rozpowszechnione na catym §wiecie, w prawie
wszystkich typach gleb. KREDICS i in. [2003] wykazali, ze wystepowanie Tricho-
derma sp. w glebie jest uzaleznione od czynnikéw fizykochemicznych, do ktérych
nalezy zaliczy¢: wilgotnos$¢, temperaturg, odczyn gleby, zawarto$¢ CO,, a takze
inne mikroorganizmy bytujace w glebie. Wyzej wymienieni autorzy stwierdzili, ze
przezycie gatunku Trichoderma harzianum w niekorzystnych warunkach srodowi-
ska jest mozliwe przez wytworzenie chlamydospor o grubych $cianach komédrko-
wych. Zdaniem BENITEZ i in. [2004], Trichoderma harzianum nalezy do psychro-
filnych szczepdw i moze rozwija¢ si¢ nawet w niskiej temperaturze (5-10°C). Po-
nadto wedlug wyzej wymienionego autora szczepy ITrichoderma sp. produkuja
liczne enzymy, do ktérych nalezy zaliczy¢: proteazy, celulazy, lipazy, fosfatazy,
amylazy oraz ksylanazy, przyczyniajace si¢ do rozktadu materii organicznej. Zdol-
no$¢ Trichoderma sp. do produkcji tych enzymoéw uzasadnia wykorzystanie oma-
wianych grzybow strzepkowych do produkeji szczepionek mikrobiologicznych.

Celem przeprowadzonego doswiadczenia byto okreslenie wpltywu izolatu 7ri-
choderma harzianum na liczebnos¢ autochtonicznych grzybow plesniowych oraz
bakterii glebowych. W badaniach oceniono rowniez tempo rozwoju izolatu Tricho-
derma harzianum podczas inkubacji gleby lekkiej ze stomg dwoch odmian pszeni-
cy ‘Ostka Smolicka’ — z rdzeniem pustym oraz ‘Tybalt’ — z rdzeniem wypehio-
nym.

© ITP Woda $rod. Obsz. Wiej. 2017 (IV-VI). T. 17. Z. 2 (58)
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MATERIAL I METODY BADAN

Doswiadczenie przeprowadzono w latach 2014-2015 w warunkach laborato-
ryjnych w Katedrze Gleboznawstwa i Ochrony Gruntéw Uniwersytetu Przyrodni-
czego w Poznaniu, z wykorzystaniem 120 pojemnikéw o pojemnosci 400 cm’. Na-
tomiast analizy mikrobiologiczne przeprowadzono w laboratorium Katedry Mikro-
biologii Ogdlnej i Srodowiskowej Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu. Do
doswiadczenia wykorzystano glebe pobrang z wierzchniej warstwy gruntow ornych
o0 uziarnieniu piasku gliniastego, w kategorii agronomicznej lekkiej. Glebe zakwa-
lifikowano jako ptowa wlasciwg [PTG 2011], nalezacg do klasy bonitacyjnej IVb
i kompleksu zytniego dobrego o zawartoéci Cory = 4,92 g'kg ™' gleby i pH = 5,87.
Material do badan zostat wysuszony powietrznie i przesiany przez sito o $rednicy
oczek 2 mm. Ponadto wykorzystano stome z pszenicy odmian ‘Ostka Smolicka’
oraz ‘Tybalt’. Odmiana ‘Ostka Smolicka’ charakteryzowala si¢ pustym zdzbtem,
natomiast cechg charakterystyczng stomy z pszenicy odmiany ‘Tybalt’ jest wypet-
nione rdzeniem zdzbto. Glebe inkubowano przez 445 dni w warunkach laborato-
ryjnych, w statej temperaturze ok. 25°C. W poczatkowej fazie doswiadczenia (1-8
termin) probki gleby przeznaczone do analiz mikrobiologicznych pobierano w od-
stepach 13 dni, natomiast w po6zniejszych terminach analiz (9-20), co 30 dni.
W 17. dniu doswiadczenia, ze wzgledu na powolny rozktad stomy, do inkubowanego
materiatu dodano izolat Trichoderma harzianum (T1), o zageszczeniu zarodnikow
10° w ilo$ci 50 cm®(400 cm®) ™. Warianty do$wiadczenia przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Warianty dos§wiadczenia

Table 1. Variants of experiment

Numer wariantu Warianty
Number of variant Variants

400 g gleby + 0,03 g N

400 g soil +0.03 g N

400 g gleby + 800 g stomy z pszenicy odmiany ‘Tybalt’ + 0,03 g N

400 g soil + 800 g wheat straw ‘Tybalt’ + 0.03 g N

400 g gleby + 800 g stomy z pszenicy odmiany ‘Ostka Smolicka’ + 0,03 g N

400 g soil + 800 g wheat straw ‘Ostka Smolicka’ +0.03 g N

400 g gleby + 0,03 g N + Trichoderma harzianum

400 g soil + 0.03 g N + Trichoderma harzianum

400 g gleby+ 800 g stomy z pszenicy odmiany ‘Tybalt’ + 0,03 g N + Trichoder-
v ma harzianum

400 g soil + 800 g wheat straw ‘Tybalt’ + 0.03 g N + Trichoderma harzianum
400 g gleby + 800 g stomy z pszenicy odmiany ‘Ostka Smolicka’ + 0,03 g N +
Trichoderma harzianum

400 g soil + 800 g wheat straw ‘Ostka Smolicka’ + 0.03 g N + Trichoderma har-
zignum

I

II

I

v

VI

Zrédto: wyniki whasne. Source: own study.
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Azot do analizowanej gleby wprowadzono w postaci mocznika. Cato$¢ dopro-
wadzono do 60% PPW (polowej pojemno$ci wodnej). Ze wzgledu na spadek wil-
gotnosci w 169. dniu do$wiadczenia analizowany material zostat ponownie dopro-
wadzony do 60% PPW. Wykorzystany w do§wiadczeniu izolat Trichoderma har-
zianum pochodzit z kolekeji Instytutu Ogrodnictwa w Skierniewicach.

Na mikrobiologicznych podtozach wybioérczych metoda plytkowa Kocha ozna-
czono liczebno$¢ jednostek tworzacych kolonie (jtk) bakterii, ogdlng liczebnos¢
grzybow oraz liczebno$¢ Trichoderma harzianum. Do okreSlenia liczebnosci bak-
terii wykorzystano agar standard firmy Merck, natomiast ogo6lng liczebnos$¢ grzy-
boéw plesniowych okreslono na podtozu wg Martina [MARTIN 1950]. Liczebnos¢
Trichoderma harzianum okres$lono za pomocg zmodyfikowanego podtoza wedlug
Martina z dodatkiem dwoéch antybiotykdéw (streptomycyna, chloramfenikol) oraz
dwoch fungicydow (pentachloronitrobenzen, metalaxyl). Grzyby plesniowe oraz
grzyby z rodzaju Trichoderma inkubowano przez 7 dni w temperaturze 25°C, bak-
terie inkubowano rowniez przez 7 dni w temperaturze 35°C. W celu okreslenia
ogolnej liczebnosci drobnoustrojow w badanym materiale zastosowano plytkowa
metode posiewu rozcienczen w pigciu powtodrzeniach dla kazdego wariantu. W ce-
Iu identyfikacji systematycznej wyizolowanych grzybow wykorzystano analizy
mikroskopowe oraz klucze mikrobiologiczne [WATANABE 2010]. Wyizolowane
grzyby przeszczepiono na podtoze PDA i po 7 dniach inkubacji wycigto sterylnym
korkoborem stupki o srednicy 10 mm, ktére przeniesiono na podloze PDA w taki
sposob, aby odlegto$¢ migdzy nimi wynosita 20 mm. Otrzymane kokultury (77i-
choderma harzianum + Penicillium sp.; Trichoderma harzianum + Rhizpous sp.;
Trichoderma harzianum + Fusarium sp.; Trichoderma harzianum + Mucor sp.)
inkubowano 7 dni w temperaturze 25°C, a nastgpnie oceniono efekt oddziatywan
wedtug Manki [MANKA1974]. Wszystkie testy wykonano w trzech powtdrzeniach.
Ponadto, w celu zobrazowania zachodzacych interakcji migdzy zastosowanym izo-
latem Trichoderma harzianum, a wyizolowanymi grzybami plesniowymi, wykona-
no dokumentacj¢ fotograficzna. Hodowle jednoorganizmowe stanowily wowczas
kontrolg.

Do pomiaru pH wykorzystano zlewki o pojemnosci 100 cm’, do ktérych odwa-
zono 10 g gleby powietrznie suchej. Nastepnie dodano 25 cm® 1 M roztworu KCI,
mieszano bagietka i odstawiono w temperaturze ok. 25°C na jedng dobg. Po zakon-
czonej inkubacji odczyn roztworu glebowego oznaczono potencjometrycznie za
pomoca pehametru.

Analizy istotnosci statystycznej wynikow dokonano, wykorzystujagc dwuczyn-
nikowa analiz¢ wariancji (ANOVA) na poziomie istotnosci a = 0,05 w programie
Statistica 12.0. W celu okreslenia istotnych roéznic liczebno$ci mikroorganizméow
w analizowanych obiektach doswiadczalnych i terminach badan, obliczono NIR
(najmniejsza istotna réznica) metoda Tukeya na poziomie istotnosci o = 0,01 1 0,05
dla czynnikow doswiadczalnych oraz ich interakcji, gdzie czynnikiem A byt termin
pobrania probek gleby do analizy (n = 20), a B — wariant doswiadczenia (n = 6).
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WYNIKI I DYSKUSJA

Grzyby plesniowe odgrywaja bardzo wazng rolg w krazeniu substancji pokar-
mowych w glebie, jako organizmy saprofityczne przeprowadzajg bardzo intensyw-
nie procesy mineralizacji materii organicznej w podtozu [BIS 2002]. Omawiane
drobnoustroje sg potrzebne do resyntezy humusu, a takze tworzenia nowej biomasy
mikroorganizméw [BEASZCZYK, FIT 2004]. Rozwoj drobnoustrojow w glebie uwa-
runkowany jest wieloma czynnikami, do ktorych nalezy zaliczy¢ w gtdéwnej mierze
wilgotno$¢ gleby, dostep powietrza, obecnosé¢ sktadnikéw pokarmowych, tempera-
ture oraz odczyn i strukture gleby [GALUS-BARCHAN, PASMIONKA 2014].

Omawiajac dynamike zmian liczebnosci grzybow plesniowych w inkubowa-
nym materiale stwierdzono, ze wprowadzenie izolatu Trichoderma harzianum
w 16. dniu do$§wiadczenia do gleby z dodatkiem stomy pszennej mogto by¢ jedng
z przyczyn wplywajacych na zmniejszenie liczebnosci omawianych mikroorgani-
zmow w wariancie IV (400 g gleby + 0,03 g N + T. harzianum), V (400 g gleby +
800 g stomy z pszenicy odmiany ‘Tybalt’ + 0,03 g N + T. harzianum) oraz VI (400
g gleby + 800 g stomy z pszenicy odmiany ‘Ostka Smolicka’ + 0,03 g N + T har-
zianum) (tab. 2). Kolejnym czynnikiem majgcym wplyw na zmiang liczebnosci
grzybow plesniowych we wszystkich wariantach byt prawdopodobnie postepujacy
rozktad materii organicznej. Rozpatrujac zmiane liczebnos$ci grzybow plesniowych
w omawianym do$wiadczeniu stwierdzono, ze istotny wzrost liczebnosci grzybow
plesniowych nastgpil migdzy 22. a 64. dniem dos§wiadczenia we wszystkich wa-
riantach, natomiast zmniejszenie liczebno$ci grzybow plesniowych w wyzej wy-
mienionych wariantach zaobserwowano migdzy 78. a 169. dniem doswiadczenia.
Najwicksza liczebno$ciag omawianych mikroorganizmow charakteryzowat si¢ wa-
riant I1I (400 g gleby + 800 g stomy z pszenicy odmiany ‘Ostka Smolicka’ + 0,03 g
N) w 36. dniu do$wiadczenia i wariant V (400 g gleby + 800 g stomy z pszenicy
odmiany ‘Tybalt’ + 0,03 g N + T. harzianum) w 195. dniu do$wiadczenia. Wzrost
liczebno$ci omawianych drobnoustrojow zaobserwowano w okresie od 195. dnia
do 222. dnia prowadzonego doswiadczenia, co prawdopodobnie byto spowodowa-
ne ponownym doprowadzeniem analizowanego materiatu do 60% PPW. Zdaniem
SZEMBERA [2001], woda odgrywa istotng rol¢ w zyciu mikroorganizméw. Wyzej
wymieniony autor stwierdzil, Ze zmniejszenie ilo$ci wody w $rodowisku ogranicza
rozwoj i aktywno$¢ zyciowa drobnoustrojow, co jest uzasadnieniem spadku liczeb-
nosci grzybow plesniowych w badaniach wlasnych. Z kolei WONG i FANG [2000]
wykazali, ze kolejnym czynnikiem, ktory mogt wywrze¢ wptyw na liczebno$¢ mi-
kroorganizmoéw, byta wartos¢ pH badanego materiatu.

Badania wlasne potwierdzajg teze, jaka postawil wyzej wymieniony autor,
a zatem wzrost wartosci pH inkubowanego materiatu gleby migdzy 141. a 169.
dniem do§wiadczenia (tab. 3) mégt przyczynié si¢ do hamowania wzrostu grzybow
plesniowych w omawianych terminach analiz. Niekorzystne wartos$ci pH $rodowi-
ska skutkujg zmniejszeniem tempa rozwoju mikroorganizméw lub nawet catkowi-
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Tabela 2. Dynamika zmian liczebnosci grzybow plesniowych

Table 2. Dynamics of variability in the count of moulds

) Kolejny Wariant do§wiadczenia Variant of experiment
Termin S
Term dzien 1 1I 1 v \% VI
Next day liczebnosé, 10% jtk-g™' s.m. gleby number, 10° cfu-g”' DM of soil
1 6. 18,23 52,11 18,25 22,01 32,36 25,99
2 16. 54,15 77,19 125,04 77,72 64,51 88,06
bez dodatku Trichoderma harzianum | z dodatkiem Trichoderma harzianum
without the addition of Trichoderma with the addition of Trichoderma
harzianum harzianum

3 22. 98,64 329,01 306,06 133,09 217,87 337,12
4 36. 169,12 470,02 579,22 242,29 517,88 400,92
5 50. 167,75 144,84 150,73 165,97 172,26 172,26
6 64. 231,55 216,39 20,13 162,55 43,65 5,51
7 78. 25,98 11,42 7,13 48,65 8,77 12,95
8 91. 69,95 118,53 67,25 10,65 35,81 35,90
9 112. 91,01 62,41 54,21 12,15 62,51 17,03
10 141. 20,46 1,39 5,48 4,04 5,46 7,25
11 169. 7,05 717,77 113,38 0,10 1,83 55,48
12 195. 81,91 9,32 31,94 190,03 126,08 110,32
13 222. 112,02 104,05 135,65 124,52 171,70 201,52
14 250. 61,01 103,78 1,05 64,33 58,16 2,15
15 285. 1,07 2,14 15,69 1,30 0,91 1,78
16 313. 1,96 3,17 5,98 1,06 2,83 1,76
17 335. 3,21 3,93 3,11 0,72 4,93 1,05
18 368. 1,41 1,04 2,12 0,66 3,17 4,44
19 403. 1,05 3,41 2,06 0,83 4,19 19,21
20 445, 3,46 0,95 1,34 1,03 1,04 19,70

NIRj; A'B =50,88. NIRg s A'B =38,60. LSDjo; A'B=50.88. LSDg0s A'B =38.60.
Objasnienia: warianty, jak w tabeli 1; NIR — najmniejsza istotna réznica.

Explanations: variants as in Table 1; LSD — least significant difference.

Zrédto: wyniki whasne. Source: own study.

tym zahamowaniem ich rozwoju. Warto$¢ pH jest s$cisle okreslona dla rodzajow,
grup, a nawet szczepow drobnoustrojow. Rozwojowi grzybow sprzyja srodowisko
kwasne, natomiast do rozwoju bakterii najbardziej odpowiednie jest srodowisko
0 odczynie obojetnym lub lekko zasadowym [SZEMBER 2001]. Na podstawie prze-
prowadzonych badan wlasnych (tab. 3) wykazano, ze wzrost warto$ci pH maks. do
7,02 od 285. do 445. dnia doswiadczenia we wszystkich wariantach mogl przyczy-
ni¢ si¢ do zmniejszenia liczebno$¢ grzybow plesniowych. Wzrostowi liczebnosci
omawianych grzybow w badaniach wlasnych sprzyjato srodowisko kwasne, gdzie
zakres wartosci pH wynosit 4,57-5,91 (6.—64. dzien dla wariantu I, II i III oraz
195.-222. dzien dla wszystkich wariantow).
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Tabela 3. Zmiany pH w inkubowanym materiale

Tabele 3. pH variation in incubated material

Termin K(;)zli?;gy Wariant do§wiadczenia Variant of experiment
Term | Next day I 1 11 v \Y% VI
1 6. 4,95 5,12 4,83 4,88 4,77 4,86
2 16. 4,66 4,65 4,59 4,70 4,63 4,60
bez dodatku Trichoderma harzianum | z dodatkiem Trichoderma harzianum
without the addition of Trichoderma with the addition of Trichoderma
harzianum harzianum
3 22. 4,59 4,67 4,60 4,58 4,67 4,65
4 36. 4,57 4,61 4,79 4,59 4,66 4,92
5 50. 4,85 4,69 4,64 4,73 4,64 4,69
6 64. 4,77 4,76 5,91 4,76 4,96 5,68
7 78. 5,63 537 5,05 5,72 5,39 5,52
8 91. 4,92 4,87 4,87 491 4,78 4,89
9 112. 4,85 4,77 4,89 4,92 4,85 4,94
10 141. 6,72 6,13 6,17 7,45 5,55 6,24
11 169. 6,35 5,37 5,12 6,18 6,37 5,27
12 195. 5,21 5,19 5,28 5,07 5,09 5,10
13 222. 5,15 5,07 5,06 5,02 5,09 5,06
14 250. 5,04 5,01 6,27 5,05 5,10 6,76
15 285. 6,49 6,40 6,67 6,44 6,47 6,66
16 313. 6,48 6,60 6,39 6,58 6,53 6,39
17 335, 6,40 6,39 6,49 6,34 6,34 6,36
18 368. 6,38 6,41 6,37 6,40 6,41 6,40
19 403. 6,39 6,35 6,32 6,31 6,45 6,18
20 445, 7,02 6,17 6,22 6,19 6,27 6,72

Objasnienia, jak w tabeli 2. Explanations, as in the Table 2.

Zrédto: wyniki whasne. Source: own study.

Na liczebno$¢ grzybow plesniowych istotny wplyw mial réwniez termin analiz,
gdzie wraz z czasem trwania do$wiadczenia stopien mineralizacji stomy ulegat
zwigkszeniu. Zauwazalny spadek liczebnosci grzyboéw plesniowych zaobserwowa-
no w przypadku wariantu IV (400 g gleby + 0,03 g N + T. harzianum), V (400 g
gleby + 800 g stomy z pszenicy odmiany ‘Tybalt’ + 0,03g N + T. harzianum) i VI
(400 g gleby + 800 g stomy z pszenicy odmiany ‘Ostka Smolicka’ + 0,03 g N + T.
harzianum) od 285. do 445. dnia do$wiadczenia. Mozna domniemywac, ze stabsze
namnazanie si¢ grzybow plesniowych w glebie w powyzszych wariantach i termi-
nach moglto by¢ spowodowane zastosowaniem izolatu Trichoderma harzianum,
ktory wykazuje oddziatywanie o charakterze antagonistycznym w stosunku do r6z-
nych gatunkéw grzybow plesniowych. Antagonistyczne oddzialywanie grzybéw
z rodzaju Trichoderma, zdaniem WOJTKOWIAK-GEBAROWSKIEJ [2006], BARBOSA
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iin. [2001] oraz BUSKO i in. [2008], jest zwigzane z produkcja licznych antybioty-
koéw lotnych i nielotnych, a takze z produkcja enzymoéw degradujacych Sciany ko-
morkowe, do ktoérych naleza: chitynazy, glukanazy, celulazy oraz proteinazy. En-
zymy wydzielane przez grzyby strzepkowe z rodzaju Trichoderma przyczyniaja si¢
do degradacji grzybni grzybow plesniowych, ktéra nastgpnie moze by¢ wykorzy-
stana jako dodatkowe zrodlo pokarmu dla Trichoderma sp. [BUSKO i in. 2008;
ZIELINSKA i in. 2007].

Probki gleby analizowano rowniez pod katem obecnosci grzybow strzgpko-
wych z rodzaju Trichoderma sp., ze wzgledu na ich powszechne wystgpowanie
w srodowisku glebowym. Przeprowadzone analizy mikrobiologiczne wykazaly
brak obecnosci tych grzybow w glebie przed wprowadzeniem izolatu Trichoderma

Tabela 4. Dynamika zmian liczebnosci Trichoderma harzianum (T1)

Table 4. Dynamics of variability in the count of Trichoderma harzianum (T1)

) Kolejny Wariant do§wiadczenia Variant of experiment
Termin -
o | dzien 1 11 m | v | v VI
Next day liczebnosé, 10° jtk-g™' s.m. gleby number, 10° cfu-g”' DM of soil
1 6. 0 0 0 0 0 0
2 16. 0 0 0 0 0 0
bez dodatku Trichoderma harzianum | z dodatkiem Trichoderma harzianum
without the addition of Trichoderma with the addition of Trichoderma
harzianum harzianum
3 22. 0 0 0 1,66 4,33 2,39
4 36. 0 0 0 7,33 1,01 1,33
5 50. 0 0 0 4,66 2,33 3,66
6 64. 0 0 0 1,10 2,33 4,33
7 78. 0 0 0 11,36 1,66 4,32
8 91. 0 0 0 1,66 2,03 2,67
9 112. 0 0 0 3,66 1,33 1,33
10 141. 0 0 0 2,33 3,29 2,34
11 169. 0 0 0 9,03 1,66 1,02
12 195. 0 0 0 1,06 1,09 1,02
13 222. 0 0 0 1,66 2,33 1,12
14 250. 0 0 0 0,29 0,1 1,33
15 285. 0 0 0 0,36 0,45 2,66
16 313. 0 0 0 6,33 0,39 1,04
17 33s. 0 0 0 11,03 0,98 0,69
18 368. 0 0 0 3,33 0,39 1,03
19 403. 0 0 0 4,33 5,33 2,33
20 445, 0 0 0 16,02 1,33 1,28

NIRQ(H AB= 4,81 NIR()’OS A'B= 3,64 LSDO_01 A'B=4281. LSDOAOS A'‘B=3.64.
Objasnienia, jak w tabeli 2. Explanations, as in the Table 2.

Zrodto: wyniki whasne. Source: own study.

© ITP Woda Srod. Obsz. Wigj. 2017 (IV=VI). T. 17. Z. 2 (58)



D. Kosicka-Dziechciarek, N. Tatusko: Wplyw izolatu Trichoderma harzianum... 119

harzianum. Z przeprowadzonych badan wlasnych wynika, ze wykorzystany izolat
Trichoderma harzianum najlepiej rozwijat si¢ na wariancie IV (400 g gleby + 0,03
g N + T. harzianum), co moglto by¢ spowodowane brakiem konkurencji ze strony
mikroorganizméw wprowadzonych do gleby wraz ze stomg pszenng (wariant V
i VI). Na rozwo6j grzybow strzepkowych z rodzaju Trichoderma (tab. 4) istotny
wpltyw miata rowniez warto$¢ pH gleby. Od 285. do 445. dnia trwania doswiad-
czenia we wszystkich wariantach wraz ze wzrostem warto$ci pH wzrastata rowniez
liczebnos¢ Trichoderma harzianum. Z przeprowadzonych badan wtasnych wynika,
ze Trichoderma harzianum najlepiej rozwija sig, gdy pH = 5,72—6,72. Potwierdze-
niem badan wilasnych sg dostgpne dane literaturowe, z ktorych wynika, ze grzyby
Trichoderma sp. rozwijajg si¢ na podlozach o szerokim zakresie odczynu kwasne-
go pH 2,0-6,5. Optymalne pH do ich wzrostu wynosi 5,0-5,5, natomiast
w warunkach duzej koncentracji CO, wykazuja rowniez mozliwosci rozwoju na
podtozach alkalicznych [BENITEZ i in. 2004; PAPAVIZAS 1985].

Podczas inkubacji gleby ze stoma pszenng oraz izolatem Trichoderma harzia-
num z inkubowanego materialu (warianty IV, V 1 VI) wyizolowano cztery rodzaje
najczesciej wystepujacych grzybow plesniowych, ktore przeszczepiono na podtoze
PDA (agar glukozowo-ziemniaczany firmy Sigma-Aldrich) z dodatkiem dwoch
antybiotykow: streptomycyny i rimfapicyny. Dane dotyczace wzrostu autochto-
nicznych grzyboéw plesniowych wyizolowanych z inkubowanego materialu
w obecnosci izolatu Trichoderma harzianum po 7 dniach inkubacji w temperaturze
25°C przedstawiono w tabeli 5. Za pomoca badan mikroskopowych okreslono
przynalezno$¢ systematyczng wyizolowanych grzyboéw plesniowych na podstawie
kluczy mikrobiologicznych [WATANABE 2010]. Wsréd wyizolowanych szczepow
dominowaly rodzaje Fusarium sp., Rhizopus sp., Mucor sp. oraz Penicillium sp.

Na podstawie przeprowadzonych testow na antagonizm (tab. 6) stwierdzono,
ze izolat T. harzianum wykazal zdolnosci konkurencyjne w stosunku do wyizolo-
wanych grzybow z poszczegoélnych wariantow. Wplyw izolatu Trichoderma har-
zianum na wyzej wymienione grzyby badano w hodowlach dwuorganizmowych na
podiozu PDA, postugujac si¢ skalag Manki. Zastosowany izolat Trichoderma sp.

Tabela 5. Autochtoniczne grzyby plesniowe wyizolowane z inkubo-
wanego materialu podczas trwania doswiadczenia

Table 5. Autochthonous moulds isolated from incubated material dur-
ing the experiment

Rodzaj Czgstotliwo$¢ wystepowania, %
Type The incidence rate in%
Fusarium sp. 3
Rhizopus sp. 15
Mucor sp. 7
Penicillium sp. 75

Zrédto: wyniki whasne. Source: own study.
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Tabela 6. Wynik testu biotycznego wedtug Manki w hodowlach dwuorganizmowych prowadzonych
na podtozu glukozowo-ziemniaczanym po 7 dniach inkubacji w 25°C

Table 6. The result of the Manka biotic test in dual organism cultures grown on a glucose and potato
substrate after 7 days of incubation at 25°C

Szczep Strains Penicillium sp. Rhizopus sp. Fusarium sp. Mucor sp.

T. harzianum +4 +6 +4 +4

Zrodto: wyniki whasne. Source: own study.

miat zdolno$¢ do wytwarzania zielonego pigmentu na powierzchni grzybni, co ula-
twilo stwierdzenie interakcji migdzy antagonistg a izolowang mikroflors.

Izolat Trichoderma harzianum w znacznym stopniu ograniczyl rozwoj Rhizo-
pus sp. — uzyskal +6 punktéw w skali Manki. Stabsze efekty biotyczne wybranego
izolatu otrzymano w stosunku do Fusarium sp. (fot. 1), Penicillium sp. (fot. 2) oraz
Mucor sp.

Izolat Trichoderma harzianum we wszystkich kokulturach przyczyniat si¢ do
ograniczenia wzrostu wyizolowanych grzybow plesniowych, uzyskujac od +6 do
+4 punktow w skali Manki. Ograniczenie rozwoju Fusarium sp. wedtug ALTOMO-
RE i in. [1999] oraz BENITEZ i in. [2004] moglo by¢ spowodowane produkcja przez
Trichoderma sp. sideroforow, ktore chelatuja zelazo. CHELKOWSKI [1985] wyka-
zal, ze silne metabolity, do ktorych nalezy zaliczy¢ antybiotyki i mykotoksyny wy-
dzielane przez Penicillium sp. oddziatuja toksycznie na Trichoderma sp. Badania
wlasne wykazaty jednak odmienng zalezno$¢, a mianowicie Trichoderma harzia-
num przejawiata wlasciwos$ci antagonistyczne w stosunku do Penicillium sp. (fot. 2).

Fot. 1. Efekt oddzialywania migedzy Fot. 2. Efekt oddziatywania migdzy
T. harzianum a Fusarium sp. T. harzianum a Penicillium sp.
(fot. Kosicka-Dziechciarek) (fot. Kosicka-Dziechciarek)
Photo 1. The effect of the interaction Photo 2. The effect of the interaction
between 7. harzianum and Fusarium sp. between T. harzianum and Penicillium sp.
(phot. Kosicka-Dziechciarek) (phot. Kosicka-Dziechciarek)
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Na podstawie przeprowadzonych badan wlasnych stwierdzono, ze skuteczno$é¢
oddziatywania izolatu Trichoderma harzianum na wyizolowane gatunki grzybow
byta bardzo zréznicowana. Z badan LANZIUSE i in. [2002] wynika, Zze grzyby
strzgpkowe z rodzaju Trichoderma cechuja si¢ duzg odpornoscia na wiele toksycz-
nych zwiazkéw produkowanych przez mikroorganizmy zasiedlajace podtoza, co
thumaczyloby uzyskane wyniki przeprowadzonego testu biotycznego.

Gleba zasiedlana jest przez rozne gatunki mikroorganizméw, do ktorych,
oprocz grzybow, naleza takze bakterie. Wedlug LOWINSKIEGO i DACHA [2006]
oraz SZEMBERA [2001], w 1 g §wiezej masy gleby moga wystepowac setki milio-
néw, a nawet miliardy bakterii. Do czynnikow majacych istotny wptyw na liczeb-
no$¢ drobnoustrojow w glebie zaliczy¢ nalezy jej wlasciwosci fizyczne i chemicz-
ne, a w szczego6lnosci zasobnos$¢ w materi¢ organiczng, ktéra stanowi zrodlo ener-
gii 1 sktadnikow biogennych dla mikroorganizméw zasiedlajacych gleb¢ [BADURA
2006; BARABASZ, VORISEK 2002].

Zdaniem SMOLINSKIEJ i1 in. [2014], wykorzystanie izolatow Trichoderma
znacznie przyspiesza rozktad réznorodnych odpadow, a zwlaszcza takich, jak sto-
ma zbozowa. Potwierdzeniem tezy postawionej przez wyzej wymienionych auto-
row s3 badania wilasne, z ktérych wynika, ze zmniejszenie liczebnosci bakterii
1 grzybow plesniowych od 285. do 445. dnia doswiadczenia, prawdopodobnie byto
spowodowane wyczerpaniem zrodla tatwo rozktadalnej materii organicznej w gle-
bie. Ponadto pojawienie si¢ wtornych metabolitow wytwarzanych przez mikroor-
ganizmy zasiedlajace gleb¢ w czasie rozktadu stomy mogto przyczyni¢ si¢ do za-
hamowania wzrostu i rozwoju wszystkich omawianych mikroorganizmow. NATY-
WA iin. [2014] stwierdzaja, ze bakterie nie rozwijaja si¢ w srodowisku o wilgotno-
$ci mniejszej niz 30%, co uzasadnia zmniejszenie liczebno$ci bakterii miedzy 141.
a 169. dniem doswiadczenia w I, III, IV i VI wariancie. W omawianych terminach
wzrostem liczebnosci bakterii charakteryzowaty si¢ warianty 11 i V (tab. 7). Praw-
dopodobnie bylo to spowodowane utrzymaniem wyzszego poziomu wilgotnosci
przez dodanie komponentu w postaci stomy z pszenicy odmiany ‘Tybalt’, charak-
teryzujacej si¢ wypelnionym rdzeniem zdzbtem, ktory mogl mie¢ wpltyw na wyz-
szy poziom wilgotno$ci analizowanej gleby. Wzrost liczebnosci bakterii od 195. do
250. dnia do$wiadczenia we wszystkich wariantach prawdopodobnie byl spowo-
dowany ponownym doprowadzeniem inkubowanego materiatu do 60% PPW
w 169. dniu do$wiadczenia. Najwicksze namnozenie si¢ bakterii nastgpito w 50.
dniu inkubacji w wariancie I. W przypadku wariantu II w 91. dniu do$wiadczenia
zaobserwowano najwickszg liczebnos$¢ bakterii, natomiast III wariant charaktery-
zowalta najwicksza liczebnos¢ w 36. dniu. W przypadku wariantu z izolatem
T. harzianum, wariant IV charakteryzowat si¢ najwigksza liczebnoscig bakterii
w 50. dniu do$wiadczenia, wariant V w 36. dniu, natomiast wariant VI najwickszg
liczebnos$cia bakterii charakteryzowat si¢ w 195. dniu do$wiadczenia. Duze r6znice
w wystepowaniu bakterii w poszczegdlnych wariantach mogty by¢ spowodowane
duzymi wahaniami wartosci pH badanego materiatu w réznych terminach analiz,
a takze zmianami wilgotno$ci.
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Tabela 7. Dynamika zmian liczebno$ci bakterii

Table 7. Dynamics of variability in the count of bacteria

Kolejny Wariant dos§wiadczenia Variant of experiment

Termin | gzien T 1l v v VI

Term
Next day liczebnosé, 107 jtk-g™' s.m. gleby number, 10° cfu'g”' DM of soil

1 6. 1,15 4,28 1,08 4,85 2,63 3,21
2 16. 8,70 7,45 6,14 7,32 6,02 7,72
bez dodatku Trichoderma harzianum | z dodatkiem Trichoderma harzianum
without the addition of Trichoderma with the addition of Trichoderma
harzianum harzianum

3 22. 5,43 6,56 21,35 2,85 5,98 11,50
4 36. 123,82 160,89 296,72 206,61 407,27 145,48
5 50. 373,88 131,10 133,11 565,58 132,56 68,79
6 64. 120,26 72,01 51,81 171,19 62,68 110,73
7 78. 43,49 85,68 7,65 89,18 69,44 169,49
8 91. 149,42 268,05 142,22 177,84 115,84 110,60
9 112. 88,82 149,36 197,39 68,51 180,94 172,34
10 141. 76,39 66,92 150,22 155,25 52,98 114,59
11 169. 52,38 99,18 145,42 31,51 53,71 110,61
12 195. 166,64 108,83 121,47 321,96 235,61 210,85
13 222. 135,96 146,94 176,51 163,34 167,41 167,02
14 250. 162,44 100,25 18,27 131,58 144,51 20,07
15 285. 31,38 39,14 4,28 4,23 13,21 25,32
16 313. 41,74 42,04 25,01 36,72 18,09 18,04
17 33s. 26,42 22,88 54,60 53,80 15,87 65,60
18 368. 24,40 23,69 25,54 10,69 27,85 30,97
19 403. 16,11 33,12 54,32 32,95 35,98 41,57
20 445. 18,36 59,35 49,85 52,69 50,35 85,72

NIRQ(H AB= 52,66 NIR0,05 AB= 39,95 LSDO,OI A'B=52.66. LSDO_05 A'B=39.95.
Objasnienia, jak w tabeli 2. Explanations, as in the Table 2.

Zrodto: wyniki whasne. Source: own study.

WNIOSKI

1. Dodatek izolatu Trichoderma harzianum do zastosowanych wariantoéw do-
$wiadczalnych przyczynit si¢ do istotnego statystycznie zmniejszenia liczebnosci
grzybow plesniowych.

2. Rodzaj wykorzystanej stomy nie miat wptywu na liczebno$¢ analizowanych
mikroorganizmow.

3. Jednym z czynnikow wptywajacych na zmiang liczebno$ci grzybow ple-
$niowych oraz bakterii byta zmiana warto$ci pH w analizowanych wariantach do-
swiadczalnych.
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4. Wprowadzony izolat Trichoderma harzianum najlepiej rozwijal si¢ w wa-
riancie IV (400 g gleby + 0,03 g N + Trichoderma harzianum).

5. Zastosowanie izolatu Trichoderma harzianum przyczynito si¢ do istotnego
statystycznie wzrostu liczebnosci bakterii, spowodowanego najprawdopodobniej
udostepnieniem materii organicznej rozktadanej stomy.

6. Wykorzystanie preparatow mikrobiologicznych, w sktad ktoérych wchodzi
Trichoderma harzianum, moze przyczyni¢ si¢ do zwigkszenia tempa rozktadu ma-
terii organicznej w postaci resztek pozniwnych.
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Dzigkujemy Pani dr Magdalenie Szczech z Instytutu Ogrodnictwa w Skierniewicach za
udostepnienie izolatu Trichoderma harzianum w celu prowadzenia badan do niniejszej pu-
blikacji.
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Donata KOSICKA-DZIECHCIAREK, Natalia TATUSKO

THE INFLUENCE OF Trichoderma harzianum ISOLATE AND WHEAT STRAW
ON THE NUMBERS OF FUNGI AND BACTERIA IN SOIL

Key words: moulds, Trichoderma harzianum, wheat straw

Summary

The study determined the influence of the Trichoderma harzianum isolate on the count of au-
tochthonous microorganisms in soil enriched with ‘Ostka Smolicka’ and ‘Tybalt” wheat straw culti-
vars. The experiment was conducted in a laboratory on samples of surface lessive soil, belonging to
soil valuation class IVb and good rye complex. Determination of the number of molds including
Trichoderma sp. was carried out using the Koch plaque method using selective media. The study
proved that the Trichoderma harzianum isolate exhibited diversified influence on microorganisms in
individual combinations. Manka tests proved antagonism between the isolate and moulds isolated in
the experiment (Penicillium sp., Rhizopus sp., Fusarium sp., Mucor sp.). Experiments conducted in
co-cultures on a PDA substrate proved that the 7. harzianum inhibited the development of Rhizopus
sp. to the greatest extent. The application of the selected isolate caused a decrease in the count of fil-
amentous fungi and an increase in the bacteria count. Wheat straw added to the soil did not increase
the count of the Trichoderma strain.
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