Inzynieria Ekologiczna
Ecological Engineering

Vol. 43,2015, 88-93

DOI: 10.12912/23920629/58908

ZASTOSOWANIE PREPARATOW GRZYBOW SAPROFITYCZNYCH JAKO
SRODKOW OCHRONY ROSLIN W UPRAWIE POMIDOROW

Katarzyna Bandurska’, Piotr Krupa?, Agnieszka Berdowska?, Igor Jatulewicz*

! Zaktad Mikrobiologii i Biotechnologii, Akademia im. Jana Dtugosza w Czestochowie, ul. Armii Krajowej 13/15,
42-200 Czestochowa, e-mail: k.bandurska@ajd.czest.pl, p.krupa@ajd.czest.pl, a.berdowska@ajd.czest.pl,
i.jatulewicz@ajd.czest.pl

STRESZCZENIE

Realizacj¢ ochrony $rodowiska mozna uskutecznia¢ na wiele sposobdw. Jednym z nich moze by¢ ograniczenie
stosowania chemicznych $rodkéw ochrony roslin. W przeprowadzonych badaniach okreslano wptyw grzybow
z rodzaju Trichoderma na kondycje¢ 1 zdrowotnos$¢ sadzonek pomidoréw. Do§wiadczenia prowadzono w warun-
kach kontrolowanych w kulturach wazonowych. Wykorzystano komercyjny preparat TRIFENDER zawierajacy
zarodniki Trichoderma asperellum oraz izolowany z gleby ogrodniczej szczep T12 Trichoderma viride. Jednym
z czynnikdéw doswiadczalnych byt patogeniczny szczep Fusarium sp. — grzyb czgsto atakujacy rosliny upraw-
ne, przeciw ktoremu stosowany jest obecnie caly arsenat srodkéw chemicznych. Preparatami uzyskanymi z
izolowanych i namnozonych kultur grzybowych traktowano cz¢s$ci nadziemne sadzonek (oprysk) i podziemne
(podlewanie). Dzialanie grzybow Trichoderma okreslano poréwnujac ilosé nekroz lisci w poszczegolnych wa-
riantach hodowli w stosunku do kombinacji kontrolnej. Rozwoj sadzonek okreslano na podstawie wysokosSci
ro$lin i ich suchej masy. Uzyskane wyniki wykazaly ochronna role grzybow z rodzaju Trichoderma w stosunku
do patogenu z rodzaju Fusarium. Liscie pomidorow traktowanych preparatami grzybow saprofitycznych miaty
statystycznie istotng mniejsza ilo$¢ zmian nekrotycznych wywotanych patogenem. Efektywniejszy pod tym
wzgledem byt niekomercyjny izolat 7. viride. Uzyte w do§wiadczeniach preparat Trifender jak i izolat 7. viride
znaczaco statystycznie wpltywaly na wzrost i rozwoj sadzonek pomidoréow o czym $wiadczyta wigksza w po-
roéwnaniu z kontrolg sucha i §wieza masa roslin.

Stowa kluczowe: biologiczna ochrona roslin, Trichoderma viride, Trichoderma asperellum.

USE OF SAPROPHYTIC FUNGI SPECIMENS AS A PLANT PROTECTION AGENTS
IN TOMATOE PLANTATION

ABSTRACT

The purpose of this study was to determine the effects of the Trichoderma spp. fungi on the conditions and
health of tomato plants. The experiments were conducted in pot cultures and controlled conditions. Commer-
cial formula TRIFENDER containing Trichoderma asperellum spores and isolated from garden soil strain
T12 Trichoderma viride were used. In one embodiment, the plants were treated with pathogenic strain of
Fusarium sp. that commonly damages crops and against which the whole arsenal of chemicals is used. Prepa-
rations obtained from isolated and multiplied fungal cultures were used for the treatment of the above-ground
(spraying) and under-ground (sprinkling) parts of tomatoes. Influence of the Trichoderma fungi was determi-
ned by comparing the presence of necrosis on leaves in various groups of cultivated tomatoes compared to
control samples. The development of seedlings was checked by measuring the length of plants and the weight
of fresh and dry plants. The results demonstrated the protective role of Trichoderma spp. fungi in relation to
the Fusarium sp.. Leaves of tomato treated with solutions of saprophytic fungi had a statistically significant
lower amount of necrotic changes caused by the pathogen. More effective in this regard was uncommercial
isolate of T viride. Formulation used in the experiments Trifender and isolate T. viride statistically significant
influence on the growth and development of the tomato plants as evidenced by increased compared to the
control fresh and dry weight of plants.

Keywords: biological protection, Trichoderma viride, Trichoderma asperellum.
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WSTEP

Monokultury uprawowe sg podatne na atak
wszelkiego rodzaju patogendéw bakteryjnych i
grzybowych. Dlatego zintensyfikowana wspot-
czesna produkcja rolnicza wymaga stosowania
duzej ilosci srodkow ochrony roslin. Niestety w
90% sa to tylko $rodki chemiczne, ktore jak wyka-
zuja liczne badania moga mie¢ negatywny wplyw
na zdrowie czlowieka nawet po okresie karencji.
Udowodniono, ze nawet $ladowe ilo$ci pesty-
cydow moga prowadzi¢ do zaburzen funkcjono-
wania réznych narzadow i uktadow, zwlaszcza
uktadu nerwowego, wydzielania wewngtrznego,
odpornosciowego, rozrodczego (Martenie, Perry
2013), wydalniczego, sercowo-naczyniowego i
oddechowego. Stwierdzono zalezno$¢ pomiedzy
ekspozycja na pestycydy a zwickszeniem czesto-
$ci wystepowania choréb nowotworowych (raka
sutka, prostaty, pluc, mozgu, okreznicy, jader,
trzustki, przetyku, zotadka, skory, chloniakow
non-Hodgkin, biataczek, szpiczaka mnogiego
[Alavanja i wsp. 2013]. Alternatywa dla §rodkow
chemicznych, szczegolnie cenng w tak zwanych
uprawach ekologicznych moze by¢ zastosowanie
czynnikow biologicznych do zwalczania patoge-
néw [Tucci 1 wsp. 2011]. Od lat 30. XX wieku
[Weindling, 1932] grzyby z rodzaju Trichoder-
ma wymieniane sg jako czynniki hamujace lub
ograniczajagce  wystepowanie fitopatogenow.
Grzyby te sa silnymi antagonistami mikroorga-
nizmow pasozytniczych z rodzaju: Rhizoctonia,
Phytophthora, Pythium, Fusarium, Alternaria,
Sclerotinia, Sclerotium, Gaeumannomyces, Thie-
laviopsis, Verticillium, Botrytis, a takze licznych
bakterii 1 wirusow [Howell 2003, Benitez 2004].
W ostatnich latach notuje si¢ wzrost zaintereso-
wania tymi mikroorganizmami, ktore mogg by¢
komponentami w preparatach ochrony roslin
[Pietr 1997; Alfano i wsp. 2007; Ebtsam i wsp.
2009; Swierczynska i wsp. 2011]. Obecnie na
rynku Trichoderma sp. jest jednym z najbardziej
popularnych rodzajow grzybow wykorzystywa-
nym jako tzw. grzyby poprawiajgce wzrost roslin
(PGPF — plant growth promoting fungus) [Chetan
i wsp. 2014]. Istotne jest takze, ze grzyby te nigdy
nie atakujg roslin a wrecz stymulujg ich wzrost i
odpornos¢ [Kowalska i wsp. 2012]. Zwigkszone
zainteresowanie tymi grzybami wynika rowniez z
tego, ze sa one niezwykle powszechne w naturze,
maja zdolnos¢ dostosowania do réznych $rodo-
wisk. Ponadto sg tatwe do izolacji i hodowli w
warunkach sztucznych, gdzie cechuje je szybki

wzrost 1 obfita produkcja zarodnikow konidial-
nych, a czgsto przetrwalnikow typu chlamydo-
spory.

Wigkszos$¢ prac ktore ukazaly si¢ na temat
Trichodera sp. wskazuje na antagonizm w sto-
sunku do grzybow patogenicznych zasiedlaja-
cych systemy korzeniowe [Pietr 1997; Ebtsam
2009]. Nieliczni autorzy wykazuja jednak, ze
grzyb dziala antagonistycznie na mikroorgani-
zmy bytujace dla przyktadu na owocach [Howell
2003; Benitez 2004].

Celem niniejszej pracy bylo sprawdzenie
dziatania ochronnego grzyboéw z rodzaju Tricho-
derma w stosunku do grzyboéw z rodzaju Fusa-
rium oraz porownanie dzialania preparatu komer-
cyjnego zawierajacego Trichoderma asperellum i
szczepu dzikiego T12 Trichoderma viride izolo-
wanego z gleby. Interesujace bylto takze czy pre-
paraty stosowane w formie oprysku beda skutecz-
ne zwalczaly patogeny egzystujgce na nadziem-
nych cze¢sciach roslin.

OBSZAR | METODY BADAN

Doswiadczenie prowadzono w hodowlach
wazonowych w miesigcach kwiecien, maj, obser-
wacje polowa kontynuowano do sierpnia 2014.
Do doswiadczen wykorzystywano preparat TRI-
FENDER WP producenta: Bioved — mikrobiolo-
giczny preparat wspomagajacy uprawe roslin, za-
wierajacy konidia grzyba antagonistycznego 7ri-
choderma asperellum oraz wybrany szczep T12
Trichoderma viride izolowany z gleby. Z podtoza
niekomercyjnego pochodzacego spod hodowli
pomidoréw wyizolowano 8 szczepoéw Trichoder-
ma spp., natomiast z zamierajacych pedéw pomi-
dorow uzyskano szczep patogenny Fusarium sp.
Izolacje i selekcje grzybow przeprowadzano na
autorskiej pozywce mineralnej o nastepujacym
skladzie:
agar25 g
glukoza 15 g
maltoza2 g
winian amonu 0,5 g
KH,PO, 0,1 g
ZnSO, (1:500 roztwor) 0,5 ml
tiamina 30 mg
H,O destylowana do 1000 ml

Namnazanie grzybow stuzacych do sporza-
dzenia preparatu przeprowadzono na pozywce
glukozowo-ziemniaczanej. Metoda szalkowg wy-
konano selekcje opartg na antagonizmie szczepu
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z rodzaju Trichoderma w stosunku do grzyba z

rodzaju Fusarium. Testowane grzyby wszczepia-

no parami — inokula dwutygodniowych hodow-

li umieszczano w odleglosci 3 cm od siebie na

wczesniej przygotowana i zestalong pozywke. Do

dalszych badan wybrano szczep oznaczony jako

T12 cechujacy si¢ najwigksza wirulencjg i wy-

kazujacy silne cechy antagonistyczne w stosun-

ku do szczepu Fusarium sp. Grzyby hodowano
powierzchniowo na szalkach Petriego w tempe-
raturze 22 °C doprowadzajac do zarodnikowania.

Zarodniki wraz z grzybnig napowietrzng zmywa-

no z powierzchni roztworem soli fizjologicznej, a

nastgpnie wirowano w gradiencie soli fizjologicz-

nej. Zageszczony osad rozcienczano w sterylnej
wodzie do uzyskania stezenia aplikacyjnego za-

rodnikéw na poziomie 10® cfu/ ml.

Preparat Trifender stosowano wg instrukcji.
Rozpuszczano 2 g w 10 1 wody, roztwor stuzyt
zaréwno do oprysku roslin, jak i ich podlewania.
Wedtug producenta preparat zawiera zywe orga-
nizmy. Rozpuszczone w wodzie i rozpryskane
zarodniki lokalizujg si¢ wokot korzeni, dziatajac
korzystnie na rozwoj roslin.

Hodowle wazonowa prowadzono w warun-
kach kontrolowanych: temperatura 25 °C, wil-
gotnos¢ 70%, fotoperiod 14 h dzien/ 12h noc.
Do wszystkich wariantow doswiadczenia uzyto
komercyjnej ziemi ogrodniczej niesterylizowa-
nej. Nasiona pomidorow odmiany (Stonka) F1
kietkowano w fitotronie (Biosell) na pozywce
MS (Sigma — Aldrich) z dodatkiem 0,8% agaru i
1% sacharozy. Dwutygodniowe siewki pikowano
do pojemnikow 250 cm® z ziemig. Po tygodnio-
wym czasie adaptacyjnym wykonywano staranny
oprysk calej czgsci nadziemnej roslin i podlanie
do przelania pojemnikéw w nastepujacych kom-
binacjach:

e siewki kontrolne — bez oprysku podlewane
woda wodociggowa,

e siewki opryskane i podlewane roztworem za-
wierajacym zarodniki Fusarium sp.

e siewki opryskane i podlewane roztworami za-
wierajacym zarodniki Fusarium sp. i Tricho-
derma viride,

e siewki opryskane i podlewane roztworami za-
wierajgcym zarodniki Fusarium sp. i Tricho-
derma asperellum (Trifender).

W wariancie 3 i 4 oprysk Fusarium sp. wy-
konano po 10 dniach od zastosowania preparatow
Trichoderma spp. W kazdej grupie wariantowej
uzyto do badan 50 roslin.
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Po 6 tygodniach wzrostu wykonano odczyt
parametréw wzrostowych sadzonek z uwzgled-
nieniem: suchej i $wiezej masy sadzonek, ilosci
nekroz na lisciach, dtugosci czgsci nadziemnej i
podziemne;j roslin.

Uzyskane wyniki opracowano statystycznie
przy uzyciu programu STATISTICA 10.0. Nor-
malno$¢ rozktadu sprawdzono testem W Shapiro-
-Wilka a istotno$¢ réznic okreslano przy uzyciu
testu t-Studenta dla prob niezaleznych. Jako istot-
ne statystycznie przyjeto p<0,05.

WYNIKI I DYSKUSJA WYNIKOW

Analiza makroskopowa grzybni drugiej fazy
wzrostowej pozwolita na identyfikacje szczepu
TO8 jako: Trichoderma viride PERS (1829). Wy-
kazano silny antagonizm tego szczepu w stosun-
ku do Fusarium sp. (rys. 1).

stosunku do Fusarium sp. (z prawej). Widoczna strefa
ograniczenia wzrostu tak zwana strefa przejasnienia
Fig. 1. Antibiosis of Trichoderma viride (left) against
Fusarium sp. (right). Visible zone of reduced growth
so-called zone of brightening

Rys. 2. Nekrozy lisci pomidoréw po 6 tygodniach
wzrostu
Fig. 2. Leaves necrosis after 6 weeks of growing
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Wyniki uzyskane po 6 tygodniach od opry-
sku nadziemnych czg¢sci pomidoréw i podlewa-
niu preparatami grzybowymi w kombinacjach
opisanych w metodyce badan analizowano pod
katem obecno$ci nekroz powstalych na lisciach
badanych roslin (rys. 2).

Grupa poddana dziataniu jedynie grzyba pa-
sozytniczego charakteryzowata si¢ obecnoscia
licznych nekroz w poréwnaniu z grupg traktowang
grzybami saprofitycznymi oraz kontrolg (rys. 3, 4).

Kolejnym analizowanym parametrem byla
sucha masa ro$lin (rys. 5). Byla ona wyraznie
wigksza w przypadku serii pomidoréw w ktorych
zastosowano preparaty grzybow saprofitycznych.
Najwyzsza $rednig zawarto$¢ suchej masy roslin
odnotowano dla roslin traktowanych preparatem
zawierajagcym szczep T12 Trichoderma viride.
Jeszcze wyrazniej tendencja ta jest wykazana w
analizie suchej masy korzeni (rys. 6).

Otrzymane wyniki dotyczace zdrowotnosci
i masy wzrostowej korzeni pomidoréw wyka-
zaty, ze mikroorganizmy saprofityczne takie jak
Trichoderma viride 1 Trichoderma asperellum

moga mie¢ wptyw zar6wno na ograniczenie cho-
rob powodowanych przez patogeny roslinne, jak
i wzrost masy hodowanych roslin. Koresponduje
to z licznymi doniesieniami literaturowymi [Hag,
Khan 2000; Mesta i Amaresh 2000; Swierczyﬁ-
ska iin. 2011; Kowalska, Remlein-Starosta, Dro-
zyniski 2012]. W walce z patogenami grzyby z ro-
dzaju Trichoderma wykorzystuja r6zne mechani-
zmy — najlepiej udokumentowana jest produkcja
licznych antybiotykow i toksycznych dla mikro-
organizmow zwigzkow lotnych takich jak: kwas
harzianowy, alamentycyna, tricholin, peptaibole,
6-pentyl-a-pyrol, massoilacton, wiridin, gliowi-
rin, gliotoksyn, glisopreniny, kwas heptelidowy
[Benitez 2004; Vey i in. 2001; Howell 2006; Re-
ino i in. 2008]. Czynniki te tez ograniczaja kon-
kurencje dajac przewage w walce o nisz¢ ekolo-
giczng. Zjawisko to byto obserwowane w toku
doswiadczen niniejszej pracy. Jezeli pomidory
byly w pierwszej kolejnosci opryskane preparata-
mi zawierajagcymi zarodniki Trichoderma, grzyb
patogeniczny wprowadzony na liscie nie wykazy-
wat wirulencji i nie wywotywat zmian nekrotycz-
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Rys. 3. Poréwnanie $redniej ilo$ci nekroz lisci pomidoréw traktowanych preparatem zawierajacym grzyba
z rodzaju Fusarium sp. i wczesniej zabezpieczonych preparatem Trichoderma viride
Fig. 3. Comparison of the average number of necrosis on the tomato leaves treated with Fusarium sp. fungus
and earlier treated with Trichoderma viride
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Rys. 4. Porownanie $redniej ilo$ci nekroz lisci pomidorow traktowanych preparatem zawierajacym grzyba
rodzaju Fusarium sp. 1 wezesniej zabezpieczonych preparatem Trichoderma asperellum (Trifender)
Fig. 4. Comparison of the average number of necrosis on the tomato leaves treated with Fusarium sp. fungus
and earlier treated with 7richoderma asperellum (Trifender)
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Rys. 5. Srednia zawarto$é suchej masy roslin traktowanych preparatami 7. viride i T. asperellum
Fig. 5. Average dry weight of tomato plants treated with 7. viride i T. asperellum mixtures
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Rys. 6. Srednia zawarto$é suchej masy korzeni traktowanych preparatami 7. viride i T. asperellum
Fig. 6. Average dry weight of tomatoes roots treated with 7. viride i T. asperellum mixtures

nych. Obserwuje si¢ tez synergistyczne dziatanie
antybiotykow i enzyméw hydrolitycznych szcze-
goblnie skuteczne w hamowaniu kietkowania kon-
kurencyjnych konidiow [Rey i in. 2001; Howell
2003]. Chet i Inbar [1994] natomiast wykazali, ze
niektore szczepy sa zdolne do produkc;ji siderofo-
row, wychwytujacych ze srodowiska jony zelaza,
przez co hamowany jest wzrost innych grzybow.
Vitti i wsp. [2014] wykazali, ze Trichoderma ha-
rzianum (T-22) stymuluje reakcje odpornosciowe
z udziatem reaktywnych form tlenu (ROS — reac-
tive oxygen species) u pomidora (Solanum lyco-
persicum var. cerasiforme) przeciwko wirusowi
mozaiki ogorka (CMV). Jednak badania Tucci i
wps. [2011] dowodza iz nie u wszystkich odmian
pomidoréw Trichoderma sp. zwieksza opornosé
na patogeny w takim samym stopniu i ze zalezy
to w duzej mierze od genotypu rosliny. To poka-
zuje jak zlozone sg interakcje pomigdzy Tricho-
derma a pomidorami, i ze modyfikacje genetycz-
ne ro$lin moga mie¢ na nie znaczacy wptyw. Wy-
niki niniejszej pracy potwierdzajg jednak w pelni
dodatni efekt opornos$ci na patogeny, jak i wzro-
stowy korzeni skolonizowanych przez grzyby z
rodzaju Trichoderma. Zwigkszona masa korzeni
pomidoréw pozostajacych pod wptywem grzy-
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bow rodzaju Trichoderma moze by¢ wynikiem
zwigkszonego pobierania sktadnikow pokarmo-
wych jak wykazali Chet i in. [1997]; Benitez i in.
[2004], czy lepsza dostepnoscia mikroelementow
stwierdzang przez Yedida i in. [2001] gdzie trak-
towanie ogorkow 7. harzianum T-203 zwigkszyto
mase korzeni i nadziemnych czgsci roslin. Z kolei
Harman i in. [2004] wskazuja na jeden z mecha-
nizméw prowadzacy do zwigkszenia biodostep-
nosci pierwiastkow. Udowodniono, ze grzyby te
moga wytwarza¢ stabe kwasy organiczne takie
jak kwas glukonowy, cytrynowy czy kumaryno-
wy, dzieki ktorym uwalniane sg fosforany i mi-
kroelementy z ktoérych moga skorzysta¢ rosliny.

PODSUMOWANIE | WNIOSKI

Uwzgledniajac liczne wyniki badan dotycza-
cych dodatnich efektow traktowania roslin pre-
paratami Trichoderma, w tym wyniki niniejszej
pracy, mozna stwierdzi¢, ze grzyby te sa dosko-
nalymi antagonistami w stosunku do patogenow,
oraz ze stymulujg wzrost i odporno$¢ roslin.
Jako czynnik biologiczny mozna je stosowac bez
obaw o skazenie $rodowiska, a dodatkowymi ko-
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rzy$ciami sg polepszenie walorow zdrowotnych
produkcji roslinnej, jak i efektywnos¢ upraw. Za-
stosowanie tego typu biologicznych czynnikow
moze W znacznym stopniu ograniczy¢ uzycie
chemicznych $rodkéw ochrony roélin a tym sa-
mym przyczyni¢ si¢ do szeroko pojetej ochrony
srodowiska. Wstepne wnioski mozna takze wy-
ciggnac odnosnie znaczenia doboru odpowiednie-
go szczepu grzyba. Szczep dziki T12 izolowany
z danego terenu na ktérym hodowano wczesnigj
pomidory wykazat wigksza efektywno$¢ zarow-
no ochronng, jak i wspomagajaca wzrost niz ko-
mercyjny szczep preparatu ,, Trifender”. Sugeruje
to adaptacje grzybow do warunkoéw lokalnych,
terenowych czy moze klimatycznych. Jednak te
przypuszczenia wymagaja kontynuacji badan.
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