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S t r e s z c z e n i e 

Określono wpływ izolatu Trichoderma harzianum na liczebność mikroorganizmów autochto-
nicznych, występujących w glebie wzbogaconej słomą z pszenicy odmiany ‘Ostka Smolicka’ oraz 
‘Tybalt’. Do doświadczenia przeprowadzonego w warunkach laboratoryjnych, wykorzystano próbki 
gleby zakwalifikowanej jako płowa właściwa, należącej do klasy bonitacyjnej IVb i kompleksu żyt-
niego dobrego. Określenie liczebności grzybów pleśniowych w tym Trichoderma sp. przeprowadzono 
metodą płytkową Kocha z zastosowaniem wybiórczych podłoży. Badania wykazały, że działanie 
zastosowanego izolatu Trichoderma harzianum na drobnoustroje występujące w poszczególnych 
wariantach było zróżnicowane. Wykonane testy na antagonizm wg Mańki udowodniły, że zastosowa-
ny izolat przejawiał zdolności antagonistyczne w stosunku do wyizolowanych grzybów pleśniowych 
(Penicillium sp., Rhizopus sp., Fusarium sp., Mucor sp.). Z doświadczeń przeprowadzonych w kokul-
turach na podłożu PDA wynika, że zastosowany grzyb strzępkowy Trichoderma harzianum w naj-
większym stopniu ograniczył rozwój Rhizopus sp. Wprowadzenie wybranego izolatu wpłynęło na 
zmniejszenie liczebności grzybów pleśniowych oraz wzrost liczebności bakterii. Dodatek słomy 
pszennej do gleby nie miał wpływu na wzrost testowanego szczepu Trichoderma. 
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WSTĘP 

Gleba jest naturalnym siedliskiem występowania różnych gatunków mikro-
organizmów. W zależności od żyzności gleby, mogą w niej występować nawet mi-
liardy bakterii [ŁOWIŃSKI, DACH 2006; SZEMBER 2001]. Jednym z podstawowych 
czynników determinujących liczebność i aktywność drobnoustrojów jest dostęp-
ność materii organicznej. Poszczególne grupy drobnoustrojów przyczyniają się do 
wielu przemian, których tempo jest zależne od warunków klimatycznych, stopnia 
zanieczyszczenia środowiska glebowego oraz struktury gleby [VAN VEEN i in. 
1981]. Słoma wprowadzana do gleby jest prekursorem materii organicznej, wywie-
ra wpływ na właściwości fizykochemiczne gleby, a także stanowi źródło energii 
dla mikroorganizmów [MALICKI, MICHAŁOWSKI 1994]. Drobnoustroje glebowe 
pełnią główną rolę w mineralizacji materii organicznej, udostępnianiu roślinom 
składników pokarmowych, powstawaniu humusu glebowego oraz ograniczeniu 
patogenów [CZAJKA, DAMSZEL 2005; TYSZKIEWICZ 2010]. 

W celu zmniejszenia liczebności grzybów pleśniowych, które mogą przyczy-
niać się do chorób roślin, duże zainteresowanie budzą grzyby strzępkowe z rodzaju 
Trichoderma, które charakteryzują się zdolnością do szybkiego wzrostu i przeżycia 
w niekorzystnych warunkach środowiska, a także wykorzystują substraty jako 
składniki pokarmowe i modyfikują ryzosferę. HARMAN [2000] podaje, że grzyby 
z rodzaju Trichoderma są szeroko rozpowszechnione na całym świecie, w prawie 
wszystkich typach gleb. KREDICS i in. [2003] wykazali, że występowanie Tricho-
derma sp. w glebie jest uzależnione od czynników fizykochemicznych, do których 
należy zaliczyć: wilgotność, temperaturę, odczyn gleby, zawartość CO2, a także 
inne mikroorganizmy bytujące w glebie. Wyżej wymienieni autorzy stwierdzili, że 
przeżycie gatunku Trichoderma harzianum w niekorzystnych warunkach środowi-
ska jest możliwe przez wytworzenie chlamydospor o grubych ścianach komórko-
wych. Zdaniem BENITEZ i in. [2004], Trichoderma harzianum należy do psychro-
filnych szczepów i może rozwijać się nawet w niskiej temperaturze (5–10°C). Po-
nadto według wyżej wymienionego autora szczepy Trichoderma sp. produkują 
liczne enzymy, do których należy zaliczyć: proteazy, celulazy, lipazy, fosfatazy, 
amylazy oraz ksylanazy, przyczyniające się do rozkładu materii organicznej. Zdol-
ność Trichoderma sp. do produkcji tych enzymów uzasadnia wykorzystanie oma-
wianych grzybów strzępkowych do produkcji szczepionek mikrobiologicznych. 

Celem przeprowadzonego doświadczenia było określenie wpływu izolatu Tri-
choderma harzianum na liczebność autochtonicznych grzybów pleśniowych oraz 
bakterii glebowych. W badaniach oceniono również tempo rozwoju izolatu Tricho-
derma harzianum podczas inkubacji gleby lekkiej ze słomą dwóch odmian pszeni-
cy ‘Ostka Smolicka’ – z rdzeniem pustym oraz ‘Tybalt’ – z rdzeniem wypełnio-
nym. 
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MATERIAŁ I METODY BADAŃ 

Doświadczenie przeprowadzono w latach 2014–2015 w warunkach laborato-
ryjnych w Katedrze Gleboznawstwa i Ochrony Gruntów Uniwersytetu Przyrodni-
czego w Poznaniu, z wykorzystaniem 120 pojemników o pojemności 400 cm3. Na-
tomiast analizy mikrobiologiczne przeprowadzono w laboratorium Katedry Mikro-
biologii Ogólnej i Środowiskowej Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu. Do 
doświadczenia wykorzystano glebę pobraną z wierzchniej warstwy gruntów ornych 
o uziarnieniu piasku gliniastego, w kategorii agronomicznej lekkiej. Glebę zakwa-
lifikowano jako płową właściwą [PTG 2011], należącą do klasy bonitacyjnej IVb 
i kompleksu żytniego dobrego o zawartości Corg = 4,92 g∙kg–1 gleby i pH = 5,87. 
Materiał do badań został wysuszony powietrznie i przesiany przez sito o średnicy 
oczek 2 mm. Ponadto wykorzystano słomę z pszenicy odmian ‘Ostka Smolicka’ 
oraz ‘Tybalt’. Odmiana ‘Ostka Smolicka’ charakteryzowała się pustym źdźbłem, 
natomiast cechą charakterystyczną słomy z pszenicy odmiany ‘Tybalt’ jest wypeł-
nione rdzeniem źdźbło. Glebę inkubowano przez 445 dni w warunkach laborato-
ryjnych, w stałej temperaturze ok. 25°C. W początkowej fazie doświadczenia (1–8 
termin) próbki gleby przeznaczone do analiz mikrobiologicznych pobierano w od-
stępach 13 dni, natomiast w późniejszych terminach analiz (9–20), co 30 dni. 
W 17. dniu doświadczenia, ze względu na powolny rozkład słomy, do inkubowanego 
materiału dodano izolat Trichoderma harzianum (T1), o zagęszczeniu zarodników 
106 w ilości 50 cm3∙(400 cm3)–1. Warianty doświadczenia przedstawiono w tabeli 1.  

Tabela 1. Warianty doświadczenia 

Table 1. Variants of experiment 

Numer wariantu 
Number of variant

Warianty 
Variants 

I 
400 g gleby + 0,03 g N  
400 g soil + 0.03 g N 

II 
400 g gleby + 800 g słomy z pszenicy odmiany ‘Tybalt’ + 0,03 g N 
400 g soil + 800 g wheat straw ‘Tybalt’ + 0.03 g N 

III 
400 g gleby + 800 g słomy z pszenicy odmiany ‘Ostka Smolicka’ + 0,03 g N 
400 g soil + 800 g wheat straw ‘Ostka Smolicka’ + 0.03 g N 

IV 
400 g gleby + 0,03 g N + Trichoderma harzianum 
400 g soil + 0.03 g N + Trichoderma harzianum 

V 
400 g gleby+ 800 g słomy z pszenicy odmiany ‘Tybalt’ + 0,03 g N + Trichoder-
ma harzianum 
400 g soil + 800 g wheat straw ‘Tybalt’ + 0.03 g N + Trichoderma harzianum 

VI 

400 g gleby + 800 g słomy 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-
zianum 

Źródło: wyniki własne.   Source: own study. 
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Azot do analizowanej gleby wprowadzono w postaci mocznika. Całość dopro-
wadzono do 60% PPW (polowej pojemności wodnej). Ze względu na spadek wil-
gotności w 169. dniu doświadczenia analizowany materiał został ponownie dopro-
wadzony do 60% PPW. Wykorzystany w doświadczeniu izolat Trichoderma har-
zianum pochodził z kolekcji Instytutu Ogrodnictwa w Skierniewicach.  

Na mikrobiologicznych podłożach wybiórczych metodą płytkową Kocha ozna-
czono liczebność jednostek tworzących kolonie (jtk) bakterii, ogólną liczebność 
grzybów oraz liczebność Trichoderma harzianum. Do określenia liczebności bak-
terii wykorzystano agar standard firmy Merck, natomiast ogólną liczebność grzy-
bów pleśniowych określono na podłożu wg Martina [MARTIN 1950]. Liczebność 
Trichoderma harzianum określono za pomocą zmodyfikowanego podłoża według 
Martina z dodatkiem dwóch antybiotyków (streptomycyna, chloramfenikol) oraz 
dwóch fungicydów (pentachloronitrobenzen, metalaxyl). Grzyby pleśniowe oraz 
grzyby z rodzaju Trichoderma inkubowano przez 7 dni w temperaturze 25°C, bak-
terie inkubowano również przez 7 dni w temperaturze 35°C. W celu określenia 
ogólnej liczebności drobnoustrojów w badanym materiale zastosowano płytkową 
metodę posiewu rozcieńczeń w pięciu powtórzeniach dla każdego wariantu. W ce-
lu identyfikacji systematycznej wyizolowanych grzybów wykorzystano analizy 
mikroskopowe oraz klucze mikrobiologiczne [WATANABE 2010]. Wyizolowane 
grzyby przeszczepiono na podłoże PDA i po 7 dniach inkubacji wycięto sterylnym 
korkoborem słupki o średnicy 10 mm, które przeniesiono na podłoże PDA w taki 
sposób, aby odległość między nimi wynosiła 20 mm. Otrzymane kokultury (Tri-
choderma harzianum + Penicillium sp.; Trichoderma harzianum + Rhizpous sp.; 
Trichoderma harzianum + Fusarium sp.; Trichoderma harzianum + Mucor sp.) 
inkubowano 7 dni w temperaturze 25°C, a następnie oceniono efekt oddziaływań 
według Mańki [MAŃKA1974]. Wszystkie testy wykonano w trzech powtórzeniach. 
Ponadto, w celu zobrazowania zachodzących interakcji między zastosowanym izo-
latem Trichoderma harzianum, a wyizolowanymi grzybami pleśniowymi, wykona-
no dokumentację fotograficzną. Hodowle jednoorganizmowe stanowiły wówczas 
kontrolę.  

Do pomiaru pH wykorzystano zlewki o pojemności 100 cm3, do których odwa-
żono 10 g gleby powietrznie suchej. Następnie dodano 25 cm3 1 M roztworu KCl, 
mieszano bagietką i odstawiono w temperaturze ok. 25°C na jedną dobę. Po zakoń-
czonej inkubacji odczyn roztworu glebowego oznaczono potencjometrycznie za 
pomocą pehametru.  

Analizy istotności statystycznej wyników dokonano, wykorzystując dwuczyn-
nikową analizę wariancji (ANOVA) na poziomie istotności α = 0,05 w programie 
Statistica 12.0. W celu określenia istotnych różnic liczebności mikroorganizmów 
w analizowanych obiektach doświadczalnych i terminach badań, obliczono NIR 
(najmniejsza istotna różnica) metodą Tukeya na poziomie istotności α = 0,01 i 0,05 
dla czynników doświadczalnych oraz ich interakcji, gdzie czynnikiem A był termin 
pobrania próbek gleby do analizy (n = 20), a B – wariant doświadczenia (n = 6). 
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WYNIKI I DYSKUSJA 

Grzyby pleśniowe odgrywają bardzo ważną rolę w krążeniu substancji pokar-
mowych w glebie, jako organizmy saprofityczne przeprowadzają bardzo intensyw-
nie procesy mineralizacji materii organicznej w podłożu [BIS 2002]. Omawiane 
drobnoustroje są potrzebne do resyntezy humusu, a także tworzenia nowej biomasy 
mikroorganizmów [BŁASZCZYK, FIT 2004]. Rozwój drobnoustrojów w glebie uwa-
runkowany jest wieloma czynnikami, do których należy zaliczyć w głównej mierze 
wilgotność gleby, dostęp powietrza, obecność składników pokarmowych, tempera-
turę oraz odczyn i strukturę gleby [GALUS-BARCHAN, PAŚMIONKA 2014]. 

Omawiając dynamikę zmian liczebności grzybów pleśniowych w inkubowa-
nym materiale stwierdzono, że wprowadzenie izolatu Trichoderma harzianum 
w 16. dniu doświadczenia do gleby z dodatkiem słomy pszennej mogło być jedną 
z przyczyn wpływających na zmniejszenie liczebności omawianych mikroorgani-
zmów w wariancie IV (400 g gleby + 0,03 g N + T. harzianum), V (400 g gleby + 
800 g słomy z pszenicy odmiany ‘Tybalt’ + 0,03 g N + T. harzianum) oraz VI (400 
g gleby + 800 g słomy z pszenicy odmiany ‘Ostka Smolicka’ + 0,03 g N + T. har-
zianum) (tab. 2). Kolejnym czynnikiem mającym wpływ na zmianę liczebności 
grzybów pleśniowych we wszystkich wariantach był prawdopodobnie postępujący 
rozkład materii organicznej. Rozpatrując zmianę liczebności grzybów pleśniowych 
w omawianym doświadczeniu stwierdzono, że istotny wzrost liczebności grzybów 
pleśniowych nastąpił między 22. a 64. dniem doświadczenia we wszystkich wa-
riantach, natomiast zmniejszenie liczebności grzybów pleśniowych w wyżej wy-
mienionych wariantach zaobserwowano między 78. a 169. dniem doświadczenia. 
Największą liczebnością omawianych mikroorganizmów charakteryzował się wa-
riant III (400 g gleby + 800 g słomy z pszenicy odmiany ‘Ostka Smolicka’ + 0,03 g 
N) w 36. dniu doświadczenia i wariant V (400 g gleby + 800 g słomy z pszenicy 
odmiany ‘Tybalt’ + 0,03 g N + T. harzianum) w 195. dniu doświadczenia. Wzrost 
liczebności omawianych drobnoustrojów zaobserwowano w okresie od 195. dnia 
do 222. dnia prowadzonego doświadczenia, co prawdopodobnie było spowodowa-
ne ponownym doprowadzeniem analizowanego materiału do 60% PPW. Zdaniem 
SZEMBERA [2001], woda odgrywa istotną rolę w życiu mikroorganizmów. Wyżej 
wymieniony autor stwierdził, że zmniejszenie ilości wody w środowisku ogranicza 
rozwój i aktywność życiową drobnoustrojów, co jest uzasadnieniem spadku liczeb-
ności grzybów pleśniowych w badaniach własnych. Z kolei WONG i FANG [2000] 
wykazali, że kolejnym czynnikiem, który mógł wywrzeć wpływ na liczebność mi-
kroorganizmów, była wartość pH badanego materiału. 

Badania własne potwierdzają tezę, jaką postawił wyżej wymieniony autor, 
a zatem wzrost wartości pH inkubowanego materiału gleby między 141. a 169. 
dniem doświadczenia (tab. 3) mógł przyczynić się do hamowania wzrostu grzybów 
pleśniowych w omawianych terminach analiz. Niekorzystne wartości pH środowi-
ska skutkują zmniejszeniem tempa rozwoju  mikroorganizmów  lub nawet całkowi- 
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Tabela 2. Dynamika zmian liczebności grzybów pleśniowych 

Table 2. Dynamics of variability in the count of moulds 

Termin 
Term 

Kolejny 
dzień 

Next day 

Wariant doświadczenia   Variant of experiment  

I II III IV V VI 

liczebność, 103 jtk∙g–1 s.m. gleby   number, 103 cfu∙g–1 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 
without the addition of Trichoderma 

harzianum 

z dodatkiem Trichoderma harzianum 
with the addition of Trichoderma  

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 77,77 113,38 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 

NIR0,01 A·B = 50,88. NIR0,05 A·B = 38,60.   LSD0.01 A·B = 50.88. LSD0.05 A·B = 38.60. 
Objaśnienia: warianty, jak w tabeli 1; NIR – najmniejsza istotna różnica. 

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

Źródło: wyniki własne.   Source: own study. 

tym zahamowaniem ich rozwoju. Wartość pH jest ściśle określona dla rodzajów, 
grup, a nawet szczepów drobnoustrojów. Rozwojowi grzybów sprzyja środowisko 
kwaśne, natomiast do rozwoju bakterii najbardziej odpowiednie jest środowisko 
o odczynie obojętnym lub lekko zasadowym [SZEMBER 2001]. Na podstawie prze-
prowadzonych badań własnych (tab. 3) wykazano, że wzrost wartości pH maks. do 
7,02 od 285. do 445. dnia doświadczenia we wszystkich wariantach mógł przyczy-
nić się do zmniejszenia liczebność grzybów pleśniowych. Wzrostowi liczebności 
omawianych grzybów w badaniach własnych sprzyjało środowisko kwaśne, gdzie 
zakres wartości pH wynosił 4,57–5,91 (6.–64. dzień dla wariantu I, II i III oraz 
195.–222. dzień dla wszystkich wariantów). 
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Tabela 3. Zmiany pH w inkubowanym materiale 

Tabele 3. pH variation in incubated material 

Termin 
Term 

Kolejny 
dzień 

Next day 

Wariant doświadczenia   Variant of experiment 

I II III IV V 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 

without the addition of Trichoderma 
harzianum 

z dodatkiem Trichoderma harzianum 
with the addition of Trichoderma  

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 5,37 5,05 5,72 5,39 5,52 
8 91. 4,92 4,87 4,87 4,91 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 

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

Źródło: wyniki własne.   Source: own study. 

Na liczebność grzybów pleśniowych istotny wpływ miał również termin analiz, 
gdzie wraz z czasem trwania doświadczenia stopień mineralizacji słomy ulegał 
zwiększeniu. Zauważalny spadek liczebności grzybów pleśniowych zaobserwowa-
no w przypadku wariantu IV (400 g gleby + 0,03 g N + T. harzianum), V (400 g 
gleby + 800 g słomy z pszenicy odmiany ‘Tybalt’ + 0,03g N + T. harzianum) i VI 
(400 g gleby + 800 g słomy z pszenicy odmiany ‘Ostka Smolicka’ + 0,03 g N + T. 
harzianum) od 285. do 445. dnia doświadczenia. Można domniemywać, że słabsze 
namnażanie się grzybów pleśniowych w glebie w powyższych wariantach i termi-
nach mogło być spowodowane zastosowaniem izolatu Trichoderma harzianum, 
który wykazuje oddziaływanie o charakterze antagonistycznym w stosunku do róż-
nych gatunków grzybów pleśniowych. Antagonistyczne oddziaływanie grzybów 
z rodzaju Trichoderma, zdaniem WOJTKOWIAK-GĘBAROWSKIEJ [2006], BARBOSA 
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i in. [2001] oraz BUSKO i in. [2008], jest związane z produkcją licznych antybioty-
ków lotnych i nielotnych, a także z produkcją enzymów degradujących ściany ko-
mórkowe, do których należą: chitynazy, glukanazy, celulazy oraz proteinazy. En-
zymy wydzielane przez grzyby strzępkowe z rodzaju Trichoderma przyczyniają się 
do degradacji grzybni grzybów pleśniowych, która następnie może być wykorzy-
stana jako dodatkowe źródło pokarmu dla Trichoderma sp. [BUSKO i in. 2008; 
ZIELIŃSKA i in. 2007]. 

Próbki gleby analizowano również pod kątem obecności grzybów strzępko-
wych z rodzaju Trichoderma sp., ze względu na ich powszechne występowanie 
w środowisku glebowym. Przeprowadzone analizy mikrobiologiczne wykazały 
brak obecności tych grzybów w glebie przed wprowadzeniem izolatu Trichoderma 
 
Tabela 4. Dynamika zmian liczebności Trichoderma harzianum (T1) 

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

Termin 
Term 

Kolejny 
dzień 

Next day 

Wariant doświadczenia   Variant of experiment 

I II III IV V VI 

liczebność, 103 jtk∙g–1 s.m. gleby   number, 103 cfu∙g–1 DM of soil 

1 6. 0  0 0  0  0  0  
2 16. 0  0  0 0  0  0  

 
 bez dodatku Trichoderma harzianum 

without the addition of Trichoderma 
harzianum 

z dodatkiem Trichoderma harzianum 
with the addition of Trichoderma  

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  
17 335. 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  

NIR0,01 A·B = 4,81. NIR0,05 A·B = 3,64.   LSD0.01 A·B = 4.81. LSD0.05 A·B = 3.64. 
Objaśnienia, jak w tabeli 2.   Explanations, as in the Table 2. 

Źródło: wyniki własne.   Source: own study. 
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harzianum. Z przeprowadzonych badań własnych wynika, że wykorzystany izolat 
Trichoderma harzianum najlepiej rozwijał się na wariancie IV (400 g gleby + 0,03 
g N + T. harzianum), co mogło być spowodowane brakiem konkurencji ze strony 
mikroorganizmów wprowadzonych do gleby wraz ze słomą pszenną (wariant V 
i VI). Na rozwój grzybów strzępkowych z rodzaju Trichoderma (tab. 4) istotny 
wpływ miała również wartość pH gleby. Od 285. do 445. dnia trwania doświad-
czenia we wszystkich wariantach wraz ze wzrostem wartości pH wzrastała również 
liczebność Trichoderma harzianum. Z przeprowadzonych badań własnych wynika, 
że Trichoderma harzianum najlepiej rozwija się, gdy pH = 5,72–6,72. Potwierdze-
niem badań własnych są dostępne dane literaturowe, z których wynika, że grzyby 
Trichoderma sp. rozwijają się na podłożach o szerokim zakresie odczynu kwaśne-
go pH 2,0–6,5. Optymalne pH do ich wzrostu wynosi 5,0–5,5, natomiast 
w warunkach dużej koncentracji CO2 wykazują również możliwości rozwoju na 
podłożach alkalicznych [BENITEZ i in. 2004; PAPAVIZAS 1985]. 

Podczas inkubacji gleby ze słomą pszenną oraz izolatem Trichoderma harzia-
num z inkubowanego materiału (warianty IV, V i VI) wyizolowano cztery rodzaje 
najczęściej występujących grzybów pleśniowych, które przeszczepiono na podłoże 
PDA (agar glukozowo-ziemniaczany firmy Sigma-Aldrich) z dodatkiem dwóch 
antybiotyków: streptomycyny i rimfapicyny. Dane dotyczące wzrostu autochto-
nicznych grzybów pleśniowych wyizolowanych z inkubowanego materiału 
w obecności izolatu Trichoderma harzianum po 7 dniach inkubacji w temperaturze 
25°C przedstawiono w tabeli 5. Za pomocą badań mikroskopowych określono 
przynależność systematyczną wyizolowanych grzybów pleśniowych na podstawie 
kluczy mikrobiologicznych [WATANABE 2010]. Wśród wyizolowanych szczepów 
dominowały rodzaje Fusarium sp., Rhizopus sp., Mucor sp. oraz Penicillium sp. 

Na podstawie przeprowadzonych testów na antagonizm (tab. 6) stwierdzono, 
że izolat T. harzianum wykazał zdolności konkurencyjne w stosunku do wyizolo-
wanych grzybów z poszczególnych wariantów. Wpływ izolatu Trichoderma har-
zianum na wyżej wymienione grzyby badano w hodowlach dwuorganizmowych na 
podłożu PDA, posługując się skalą Mańki. Zastosowany izolat Trichoderma sp. 
 

Tabela 5. Autochtoniczne grzyby pleśniowe wyizolowane z inkubo-
wanego materiału podczas trwania doświadczenia  

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

Rodzaj 
Type 

Częstotliwość występowania, % 
The incidence rate in% 

Fusarium sp.   3 
Rhizopus sp. 15 
Mucor sp.   7 
Penicillium sp. 75 

Źródło: wyniki własne.   Source: own study. 



120 Woda-Środowisko-Obszary Wiejskie. T. 17. Z. 2 (58) 

© ITP Woda Środ. Obsz. Wiej. 2017 (IV–VI). T. 17. Z. 2 (58) 

Tabela 6. Wynik testu biotycznego według Mańki w hodowlach dwuorganizmowych prowadzonych 
na podłożu glukozowo-ziemniaczanym po 7 dniach inkubacji w 25°C  

Table 6. The result of the Mańka 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 

Źródło: wyniki własne.   Source: own study. 

miał zdolność do wytwarzania zielonego pigmentu na powierzchni grzybni, co uła-
twiło stwierdzenie interakcji między antagonistą a izolowaną mikroflorą. 

Izolat Trichoderma harzianum w znacznym stopniu ograniczył rozwój Rhizo-
pus sp. – uzyskał +6 punktów w skali Mańki. Słabsze 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 przyczyniał się do 
ograniczenia wzrostu wyizolowanych grzybów pleśniowych, uzyskując od +6 do 
+4 punktów w skali Mańki. Ograniczenie rozwoju Fusarium sp. według ALTOMO-

RE i in. [1999] oraz BENITEZ i in. [2004] mogło być spowodowane produkcją przez 
Trichoderma sp. sideroforów, które chelatują żelazo. CHEŁKOWSKI [1985] wyka-
zał, że silne metabolity, do których należy zaliczyć antybiotyki i mykotoksyny wy-
dzielane przez Penicillium sp. oddziałują toksycznie na Trichoderma sp. Badania 
własne wykazały jednak odmienną zależność, a mianowicie Trichoderma harzia-
num przejawiała właściwości antagonistyczne w stosunku do Penicillium sp. (fot. 2). 
 

  

Fot. 1. Efekt oddziaływania między  
T. harzianum a Fusarium sp.  
(fot. Kosicka-Dziechciarek) 

Photo 1. The effect of the interaction  
between T. harzianum and Fusarium sp.  

(phot. Kosicka-Dziechciarek) 

Fot. 2. Efekt oddziaływania między  
T. harzianum a Penicillium sp.  

(fot. Kosicka-Dziechciarek) 

Photo 2. The effect of the interaction  
between T. harzianum and Penicillium sp.  

(phot. Kosicka-Dziechciarek) 
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Na podstawie przeprowadzonych badań własnych stwierdzono, że skuteczność 
oddziaływania izolatu Trichoderma harzianum na wyizolowane gatunki grzybów 
była bardzo zróżnicowana. Z badań LANZIUSE i in. [2002] wynika, że grzyby 
strzępkowe z rodzaju Trichoderma cechują się dużą odpornością na wiele toksycz-
nych związków produkowanych przez mikroorganizmy zasiedlające podłoża, co 
tłumaczyłoby uzyskane wyniki przeprowadzonego testu biotycznego. 

Gleba zasiedlana jest przez różne gatunki mikroorganizmów, do których, 
oprócz grzybów, należą także bakterie. Według ŁOWIŃSKIEGO i DACHA [2006] 
oraz SZEMBERA [2001], w 1 g świeżej masy gleby mogą występować setki milio-
nów, a nawet miliardy bakterii. Do czynników mających istotny wpływ na liczeb-
ność drobnoustrojów w glebie zaliczyć należy jej właściwości fizyczne i chemicz-
ne, a w szczególności zasobność w materię organiczną, która stanowi źródło ener-
gii i składników biogennych dla mikroorganizmów zasiedlających glebę [BADURA 
2006; BARABASZ, VOŘIŠEK 2002]. 

Zdaniem SMOLIŃSKIEJ i in. [2014], wykorzystanie izolatów Trichoderma 
znacznie przyspiesza rozkład różnorodnych odpadów, a zwłaszcza takich, jak sło-
ma zbożowa. Potwierdzeniem tezy postawionej przez wyżej wymienionych auto-
rów są badania własne, z których wynika, że zmniejszenie liczebności bakterii 
i grzybów pleśniowych od 285. do 445. dnia doświadczenia, prawdopodobnie było 
spowodowane wyczerpaniem źródła łatwo rozkładalnej materii organicznej w gle-
bie. Ponadto pojawienie się wtórnych metabolitów wytwarzanych przez mikroor-
ganizmy zasiedlające glebę w czasie rozkładu słomy mogło przyczynić się do za-
hamowania wzrostu i rozwoju wszystkich omawianych mikroorganizmów. NATY-

WA i in. [2014] stwierdzają, że bakterie nie rozwijają się w środowisku o wilgotno-
ści mniejszej niż 30%, co uzasadnia zmniejszenie liczebności bakterii miedzy 141. 
a 169. dniem doświadczenia w I, III, IV i VI wariancie. W omawianych terminach 
wzrostem liczebności bakterii charakteryzowały się warianty II i V (tab. 7). Praw-
dopodobnie było to spowodowane utrzymaniem wyższego poziomu wilgotności 
przez dodanie komponentu w postaci słomy z pszenicy odmiany ‘Tybalt’, charak-
teryzującej się wypełnionym rdzeniem źdźbłem, który mógł mieć wpływ na wyż-
szy poziom wilgotności analizowanej gleby. Wzrost liczebności bakterii od 195. do 
250. dnia doświadczenia we wszystkich wariantach prawdopodobnie był spowo-
dowany ponownym doprowadzeniem inkubowanego materiału do 60% PPW 
w 169. dniu doświadczenia. Największe namnożenie się bakterii nastąpiło w 50. 
dniu inkubacji w wariancie I. W przypadku wariantu II w 91. dniu doświadczenia 
zaobserwowano największą liczebność bakterii, natomiast III wariant charaktery-
zowała największa liczebność w 36. dniu. W przypadku wariantu z izolatem 
T. harzianum, wariant IV charakteryzował się największą liczebnością bakterii 
w 50. dniu doświadczenia, wariant V w 36. dniu, natomiast wariant VI największą 
liczebnością bakterii charakteryzował się w 195. dniu doświadczenia. Duże różnice 
w występowaniu bakterii w poszczególnych wariantach mogły być spowodowane 
dużymi wahaniami wartości pH badanego materiału w różnych terminach analiz, 
a także zmianami wilgotności.  
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Tabela 7. Dynamika zmian liczebności bakterii 

Table 7. Dynamics of variability in the count of bacteria 

Termin 
Term 

Kolejny 
dzień 

Next day 

Wariant doświadczenia   Variant of experiment 

I II III IV V VI 

liczebność, 103 jtk∙g–1 s.m. gleby   number, 103 cfu∙g–1 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 

without the addition of Trichoderma 
harzianum 

z dodatkiem Trichoderma harzianum 
with the addition of Trichoderma  

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 
17 335. 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 

NIR0,01 A·B = 52,66. NIR0,05 A·B = 39,95.   LSD0.01 A·B = 52.66. LSD0.05 A·B = 39.95. 
Objaśnienia, jak w tabeli 2.   Explanations, as in the Table 2. 

Źródło: wyniki własne.   Source: own study. 

WNIOSKI 

1. Dodatek izolatu Trichoderma harzianum do zastosowanych wariantów do-
świadczalnych przyczynił się do istotnego statystycznie zmniejszenia liczebności 
grzybów pleśniowych. 

2. Rodzaj wykorzystanej słomy nie miał wpływu na liczebność analizowanych 
mikroorganizmów. 

3. Jednym z czynników wpływających na zmianę liczebności grzybów ple-
śniowych oraz bakterii była zmiana wartości pH w analizowanych wariantach do-
świadczalnych. 
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4. Wprowadzony izolat Trichoderma harzianum najlepiej rozwijał się w wa-
riancie IV (400 g gleby + 0,03 g N + Trichoderma harzianum). 

5. Zastosowanie izolatu Trichoderma harzianum przyczyniło się do istotnego 
statystycznie wzrostu liczebności bakterii, spowodowanego najprawdopodobniej 
udostępnieniem materii organicznej rozkładanej słomy. 

6. Wykorzystanie preparatów mikrobiologicznych, w skład których wchodzi 
Trichoderma harzianum, może przyczynić się do zwiększenia tempa rozkładu ma-
terii organicznej w postaci resztek pożniwnych. 

Podziękowanie 
Dziękujemy Pani dr Magdalenie Szczech z Instytutu Ogrodnictwa w Skierniewicach za 
udostępnienie izolatu Trichoderma harzianum w celu prowadzenia badań do niniejszej pu-
blikacji. 
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Donata KOSICKA-DZIECHCIAREK, Natalia TATUŚKO  

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 

S u m m a r y 

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. Mańka 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 T. 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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