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Summary

The possibilities of using antagonistic fungi and bacteria in the limitation of
grapevine stems infection by Phomopsis viticola Sacc. were studied. Trichoderma
koningii Oud.. T. viride Persoon ex S.E., . harzianum Rifai, Gliocladium catenulatum
Gilman and Abbott, G. fimbriatum Gilman and Abbott, Bacillus sp., Pseudomonas
fluorescens and five unidentified isolates of bacteria i.e.: 22a, 35, 40, 45, 66 were
estimated. It was appeared what Trichoderma spp. were the most effective in protec-
tion of grapevine stems against the infection by P. viticola. After these antagonistic
fungi were used on protected grapevine canes not numerous necrosis were observed
and few cultures of pathogen were reisolated from them. Moreover, Trichoderma spp.
survived on the grapevine stems during the period of experiment. The abilities of
other microorganisms tested to protect grapevine cuttings against F. viticola infection
and to exist on the stems were less than Trichoderma spp.
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WSTEP

Phomopsis viticola, powodujgcy nekroze kory winorosli, wystepuje powszech-
nie w réznych rejonach uprawy tej rosliny i moze porazac nie tylko pedy, ale réwniez
lisci 1 owoce (Cavannii 1 in., 1987; Hewitt i Pearson, 1988; Merrin 1 in.,,
1995). Ochrona przed tym patogenem rozpoczyna si¢ od produkeji sadzonek i trwa
przez caly okres wegetacji. Zwykle opiera si¢ na stosowaniu réznych preparatéw
chemicznych i jezeli jest prowadzona prawidlowo przynosi zadawalajgce efekty
(Hewitt i Pearson, 1988; Simon, 1993; Scheper i in, 1997; Castillo-
Pando 1in., 1997).
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W Polsce patogen ten zostal wykryty w ostatnim dziesigcioleciu, a jego szko-
dliwos¢ dla pedéw winorosli uprawianej pod oslonami potwierdzono za pomocy te-
stow patogenicznosci (Machowicz-Stefaniak, 1993; Machowicz-Stefa-
niak i Kuropatwa, 1993). Czgste zasiedlanie przez P. viticola tkanek tozy stano-
wigeej materiat rozmnozeniowy wskazuje na duzg rolg sadzonek w rozprzestrzenia-
niu czynnika chorobotworczego (Kradl, 2003 — w opracowaniu).

Produkcja sadzonek winorosli pod ostonami stwarza korzystne warunki dla
ich ochrony przed P. viticola za pomocg mikroorganizméw antagonistycznych. Sto-
sowanie antagonistéw w warunkach kontrolowanej uprawy roslin daje im sposobnos¢
wykazania pelnych wlasciwosci biotycznych i skutecznej ochrony roslin przed pato-
genami (Redmondt i in, 1987; Wilson 1 Wisniewski, 1989; Fokkema,
1993: Sobiczewski iin. 1996). Kontakt patogena i antagonisty w odpowiednim
czasie, oraz optymalny mikroklimat to idealne dla antagonisty warunki, ktére rzadko
zdarzajy sie w fylosferze roslin wzrastajgcych w naturalnym srodowisku (Fokkema,
1993: Jakobsen 1 Backman, 1993; Elad, 1996).

Celem niniejszej pracy bylo oszacowanie przydatnosci grzybow i bakterii
antagonistycznych do ochrony pedéw sadzonek winorosli przed infekcjg przez
P viticola.

MATERIAL I METODY

Do badai uzyto patogeniczny dla winorosli szczep 197 P. viticola (Macho-
wicz-Stefaniak i Kuropatwa, 1993) oraz mikroorganizmy antagonistyczne:
Trichoderma harzianum Rifai 417, Trichoderma koningii Oud. 1313, Trichoderma
viride Persoon ex. S.F. szczep uzyskany z Bialoruskiego Naukowego Instytutu Ochro-
ny Roslin w Minsku, Gliocladium catenulatum Gilman et Abbott 1440, Gliocladium
fimbriatum Gilman et Abbott 1372 oraz Bacillus sp. 1, Pseudomonas fluorescens 28a
i pig¢ niezidentyfikowanych izolatéw bakterii oznaczonych numerami: 22a, 35. 40,
45, 66. Wymienione mikroorganizmy pochodzily z winorosli i wykazywaly antago-
nistyczne oddzialywanie w stosunku do P. viticola, co wykazano we wczesniej prze-
prowadzonych badaniach (Kuropatwa, 1995; Krél, 2004 — Acta Agrobotanica,
w druku).

Do badan rozpoczetych latem 1999 roku uzyto 1-roczne sadzonki winorosli
odmiany ‘Iza’. Na pedach kazdej z nich wybierano po 4 miejsca (powtérzenia)
w katach lisci, ktére dezynfekowano poprzez przetarcie tamponem waty moczonej
w 95% alkoholu etylowym i nakluwano igly. Aby zapewni¢ jak najdluzszy kontakt
antagonisty z chroniong powierzchnig wokét kazdego nakhucia wykonywano zabez-
pieczenie z plastykowej tasmy. Na tak przygotowane miejsca nanoszono krople za-
wiesiny badanych mikroorganizméw antagonistycznych o obj¢tosci 0,1 ml i ggstosci
10% jtk (jednostek tworzgeych kulture) w mililitrze. W wodnej zawiesinie zarodnikéw
grzybéw znajdowaty sie takze strzgpki.

Kombinacja I - traktowanie pgdow zawiesing antagonisty na 24 godziny przed
ich inokulacjg 0,1 ml kroplg zawiesiny Phomopsis viticola o ggstosci 10° jtk/ml.
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Kombinacja I - traktowanie pgd6w zawiesing antagonisty na 24 godziny przed
ich inokulacjg 3 mm krgzkiem zarodnikujgcej kultury Phomopsis viticola.

Uwzgledniono dwie kontrole pozytywne:

Kontrola I — traktowanie pedéw 0.1 ml kroplg wody destylowanej. a po 24
godzinach zawiesing patogena o gestosci 10° jtk/ml.

Kontrola II - traktowanie pedéw 0.1 ml kroplg wody destylowanej, a po 24
godzinach krgzkiem zarodnikujacej kultury patogena,

oraz Kontrole negatywne tj. nanoszenie 0,1 ml kropli wody destylowanej lub
krazka pozywki agarowej, a po 24 godzinach 0.1 ml kropli kazdego z badanych
mikroorganizméw antagonistycznych.

Dla kazdego badanego mikroorganizmu i dla kazdej kombinacji doswiadcze-
nia uzyto po 2 rosliny, tycznie 48. Zmiany w liczebnosci bakterii z rodzaju Bacillus
i Pseudomonas fluorescens po 24, 48 i 72 godzinach od ich naniesienia na pedy
przebadano na oddzielnych sadzonkach. W tym celu pobierano po 4 fragmenty chro-
nionych pedéw o dlugosci 5 ¢cm. Badania te prowadzono wg metody podanej przez
Sobiczewskiego i Klos (1998).

Sadzonki przetrzymywano w komorze klimatyzacyjnej, w scisle okreslonych
warunkach wilgotnosci, temperatury i oswietlenia.. Wydzielono w ciggu doby cztery
przedzialy czasowe o zréznicowanych parametrach. Od godziny 21% do 4* zapew-
niono roslinom temperaturg 15°C i 92% wilgotnosci powietrza oraz ciemnosc.
W godzinach od 4% do 6™ i od 18" do 21" rosliny przetrzymywano w temperaturze
16°C przy 92% wilgotnosci i przy natgzeniu swiatta ok. 960 lux. W godzinach od 6%
do 10" 1 od 14" do 18" temperatura wynosila 20°C, wilgotnosé 92%, a oswietlenie
ok. 1920 lux, a od 10™ do 14", 24°C, 86% wilgotnosci, a natezenie swiatla 3200 lux.
Obserwacje roslin prowadzono co 2 dni. Efektywnos¢ ochronnego dziatania bada-
nych mikroorganizméw oceniono na podstawie liczby nekroz widocznych w miejscu
inokulacji na chronionych pedach i czestotliwosci izolowania patogena z zakazo-
nych pedow. W tym celu jesienig tj. po 4 miesigcach od inokulacji wykonywano
analiz¢ mikologiczng pedéw metody sztucznych kultur (Machowicz-Stefaniak
1 Kuropatwa, 1993). Do analizy kazdorazowo pobierano 4-5 cm diugosci frag-
menty pedow, zawierajgce ,miejsce inokulacji” i pochodzace z dwéch sposréd czte-
rech badanych powtérzen na 1 roslinie. Kolejne dwa chronione ,,miejsca inokulacji”
pozostawiano na roslinach do wiosny nastgpnego roku tj. do 8 miesigcy od inokula-
¢ji, przy czym rosliny umieszczano na zim¢ w piwnicy w temperaturze 0-4°C. Z kazde-
go pobranego do analizy pedu wyktadano na szalki po 10 inokuléw. Dla kazdej
kombinacji doswiadczenia i kazdego mikroorganizmu wykladano 80 inokuléw
(2 rosliny x 4 miejsca inokulacji x 10 inokuléw).

WYNIKI

Wykazano, ze zaden z badanych mikroorganizméw antagonistycznych nie
powodowal objawéw chorobowych na sadzonkach winorosli. Natomiast testowane
mikroorganizmy w réznym stopniu chronily pedy sadzonek przed infekcjg przez
P viticola (tab. 1).
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Tabela 1
Liczba nekroz powodowanych przez Phomopsis viticola na pedach winorosli chronionych
mikroorganizmami antagonistycznymi
Table 1
Number of necrosis caused by Phomopsis viticola on the grapevine stems protected
by antagonistic microorganisms

Liczba udanych infekeji na 8§ punktéw inokulacji
Badany mikroorganizm Number of positive infection in 8 sites of inoculation
microorganisms studied Kombinacja 1 Kombinacja IT
combination I combination II n
Trichoderma harzianum 1 2
Trichoderma koningii 2 2
Trichoderma viride 0 2
Gliocladium catenulatum 2 3
Gliocladium fimbriarum 3 4
Bacillus sp. 3 -
Pseudomonas fluorescens 3 5
22a 7 8
35 7 8
40 T 8
45 8 8
60 8 8
Kontrola pozytywna 8 8
positive control

W kazdej kombinacji inokulowano pedy w 8 miejscach (2 rosliny x 4 miejsca inokulacji). Grape-
vine stems were inoculated in the 8 sites in each combination (2 cuttings x 4 sites of inoculation).

Najlepszy efekt ochronny uzyskano w kombinacji I do§wiadczenia po zasto-
sowaniu Trichoderma viride 1 T. harzianum. Wymienione gatunki chronity pedy sa-
dzonek istotnie lepiej od wigkszosci pozostalych mikroorganizmow, bowiem w ich
obecnosei stwierdzono tylko od 0 do 1 nekrozy w miejscu inokulacji (tab. 1). Po
zastosowaniu T. koningii, Gliocladium catenulatum, G. fimbriatum, Bacillus sp., Pseu-
domonas fluorescens efekt ochronny byl stabszy niz po zastosowaniu 7. viride, ale
liczba udanych infekeji pedéw byta mniejsza miz w kontroli pozytywnej tj. uwzgled-
niajgcej inokulacjg pedéw P. viticola (tab. 1). Pozostale badane izolaty bakterii prak-
tycznie nie chronily pedéw sadzonek winorosli przed infekejg przez P. viticola (tab.
1). Zaobserwowano ponadto, ze w kombinacji II doswiadczenia efekt ochronny byt
stabszy niz w kombinacji I, bowiem po zastosowaniu badanych grzybéw antagoni-
stycznych oraz bakterii Bacillus sp. i Pseudomonas fluorescens stwierdzono wigksza
liczb¢ nekroz tj. pozytywnych infekeji w ,,miejscach inokulacji”, ale liczby te byty
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Fot. 1. Nekroza w miejscach inokulacji Phomopsis viticola (kontrola pozytywna)
Fot. 1. Necrosis in the sites of inoculation with Phomopsis viticola (positive control)



114 Ewa Krol

mniejsze niz w kontroli pozytywnej (tab. 1, fot. I). Niezidentyfikowane izolaty bakte-
rii, podobnie jak w kombinacji I, praktycznie nie chronity pgdéw (tab. 1).

Analiza mikologiczna chronionych pedéw winorosli wskazata na duze zrézni-
cowanie w czestotliwosci izolowania patogena z zakazonych pedéw (tab. 2).

Tabela 2
Czgstotliwosé izolowania P, viticola z pgdéw chronionych mikroorganizmami
antagonistycznymi
Table 2
Frequency of P, viticola isolation from grapevine stems protected by antagonistic
microorganisms
po 4 miesiacach od nokulacji | po 8 miesiacach od inokulacji
2 ; 4 months after inoculation 8 months after inoculation
Badany mikroorganizm — —
2 p i Kombinacja Kombinacja
microorganisms studied ot -
combination combination

I I I 1l
Trichoderma harzianum 1 5 4 6
Trichoderma koningii \ 3 6 10
Trichoderma viride 0 4 13 6
Gliocladium catenulatum 8 14 8 12
Gliocladium fimbriatum 14 19 12 19
Bacillus sp. 4 10 10 13
Pseudomonas fluorescens 3 21 8 18
22a 16 22 24 27
35 5] 30 10 35
40 19 38 20 37
45 6 24 15 28
60 7 38 12 36
Kontrola pozytywna 22 43 34 43
positive control

W kazdej kombinacji doswiadczenia analizowano 80 inokuléw (8 miejsc inokulacji
x 10 inokulow)
80 inoculum was analized in each combination of experiment (8 sites of inoculation
x 10 inoculum).

7. pedow, ktore chroniono za pomocg réznych gatunkéw Trichoderma zreizo-
lowano tylko od 0 do 13 kolonii P. viticola, podczas gdy z kontroli pozytywne]
uzyskiwano od 22 do 43 kolonii na 80 mozliwych. Mimo ochronnego dzialania
Gliocladium spp., z chronionych pedow reizolowano od 8 do 19 izolatow F. viticola
(tab. 2). Po zastosowaniu bakterii z rodzaju Bacillus sp. i Pseudomonas fluorescens
uzyskiwano od 3 do 21 kolonii P. viticola, a pozostatych, nieoznaczonych izolatow
bakterii od 5 do 43 izolatow patogena (tab. 2).
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Badane szczepy Trichoderma spp. reizolowano z chronionych pedéw winoro-
sli w kazdej kombinacji doswiadczenia. Gliocladium catenulatum uzyskiwano takze
z pedow w kazdej badanej kombinacji, ale z mniejszg czestotliwoscig niz Trichoder-
ma spp. Natomiast G. fimbriatum reizolowano w kombinacji I doswiadczenia tylko po
8 miesigcach od inkubacji i w kombinacji IT tylko po 4 miesigcach (tab. 3). Z pedéw
eksperymentalnych nie reizolowano kultur bakterii.

Tabela 3
Przezywanie gatunkow antagonistycznych na chronionych pedach
Table 3
Survival of antagonistic microorganisms on the protected stems
Gatunki grzybow 4 miesiace po inokulacji 8 miesigce po od inokulacji
antagonistycznych 4 months after inoculation 8 month after inoculation
Kombinacja Kombinacja
Antagonistic fungi species combination combination
I 1I 1 11
Trichoderma harzianum 7 11 12 16
Trichoderma koningii 8 13 10 19
Trichoderma viride 12 15 10 12
Gliocladium catenulatim 2 4 3 3
Gliocladium fimbriatum 0 4 1 ]

Do grzybéw towarzyszacych wystgpowaniu Trichoderma spp. i Gliocladium
spp. na pedach winorosli, po okresie ich przechowywania, nalezaly Alternaria alter-
nata, Cladosporium cladosporioides, Epicoccum purpurascens, Botrytis cinerea oraz
Fusarium spp. i Penicillium sp.

Wykazano ponadto, ze w warunkach prowadzenia doswiadczenia, po 24 go-
dzinach od wprowadzenia bakterii Bacillus sp. i Pseudomonas fluorescens na pedy
winorosli, ich liczebnos¢ znacznie si¢ obnizyta (tab. 4).

Tabela 4

Liczebnos¢ bakterii antagonistycznych na pedach sadzonek winorosli
Table 4

Numbers of antagonistic bacteria on the stems of grapevine cuttings

Godziny po
wprowadzeniu bakterii Liczba bakterii na 1 cm dhugosci pedu

. Numb iaperlcml ste
Hours after introduced umber of bacteria p m long of the stem

of bacteria
Bacillus sp. Pseudomonas fluorescens
24 3,6x 10’ 29x 10°
48 72 x 10* 54 x 10*
72 48x10* 3,8x 10°

Po 48 godzinach zaobserwowano jednak wzrost liczebnosci komérek bakterii, a po
72 ponownie ich liczba zmniejszyta sig (tab. 4).
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DYSKUSJA

Literatura dostarcza wielu informacji o ograniczaniu patogendow przez wpro-
wadzenie do fylosfery mikroorganizméw antagonistycznych (Redmond 1in., 1987,
Fokkema, 1993; Elad iin., 1996). Natomiast w dostgpnej literaturze brakuje do-
niesien o oddzialywaniu mikroorganizméw antagonistycznych na wzrost i rozwdj
P viticola oraz. o mozliwosci ich wykorzystania do ochrony pedéw przed tym patoge-
nem. Stwierdzona w przedstawionych badaniach mata liczba nekroz na pgdach chro-
nionych przez Trichoderma spp. oraz niewielka czgstotliwos¢ reizolowania patogena
z tych organéw pozwala przypuszczac. ze grzyby te mogg skutecznie zapobiegac
zakazaniu pedow przez P viticola 1 ograniczac rozwdj grzybni patogena w tkankach
lozy, w badanych warunkach wzrostu roslin.  Uzyskane wyniki potwierdzajg wcze-
sniejsze informacje o ograniczaniu przez Trichoderma spp. rozwoju P. viticola na
fragmentach pedéw winorosli (Krél, 2004 — Acta Agrobotanica, w druku) i sy zbiez-
ne z obserwacjami autoréow, informujgcych o skutecznym ograniczaniu wzrostu in-
nych patogenéw krzewow i drzew owocowych przez Trichoderma spp. i Gliocladium
spp. (Papavizas, 1985 Adams, 1990: Fokkema, 1993: Machowicz-Ste-
faniak 1 Kuropatwa, 1996; Sesan i in., 1995). Z literatury wiadomo, ze Tricho-
derma spp. wykazujg nie tylko dziatanie ochronne, ale i lecznicze w stosunku do
niektorych patogendéw powodujgeych zamieranie drzew i krzewdéw. Wprowadzenie
Trichoderma viride do pni 1 galgzi chorych drzew przyczynito si¢ do zmniejszenia
wystepowania objawéw chorobowych lub do catkowitego ich zaniku (Papavizas,
1985). O duzej skutecznosci Trichoderma spp. 1 Gliocladium spp. decyduje zapewne
fakt, 7ze sg one mikopasozytami, wytwarzajg substancje toksyczne dla innych grzy-
bow i sy w stanie konkurowaé o pokarm i nisze ekologiczng (Papavizas, 1985;
Lacicowa, 1989: Jakobson i Backman, 1993). Zaobserwowana w doswiad-
czeniu wigksza czestotliwosé reizolowania kultur P, viticola z pedéw winorosli po 8
miesigcach od inokulacji niz po 4 miesigcach, pozwala przypuszczac, ze podczas
dluzszego kontaktu z patogenem stabnie ochronne oddzialywanie badanych mikro-
organizmow antagonistycznych. Potwierdzeniem tym przypuszczen jest duza liczba
nckroz w kombinacji 11 doswiadczenia, gdzie uzyte do inokulacji krazki grzybni
patogena zapewnity mu diugotrwaty kontakt z tkankami pgdéw. Ponadto wraz z upty-
wem czasu grzybnia P viticola przemieszeza sig w glab tkanek pedow i prawdopo-
dobnie unika kontaktu z niektérymi mikroorganizmami antagonistycznymi, zwlasz-
cza 7 bakteriami, na co wezesniej zwrocili uwage inni autorzy (Fokkema, 1993).
Znalazlo to potwierdzenie w duzej liczbie nekroz na pgdach chronionych przez wigk-
$z08¢ izolatéw bakterii oraz w reizolowaniu z takich pedéw licznych kultur patogena.
Niezadawalajgce wlasciwosel ochronne bakterii wynikajg zapewne z faktu, Ze nano-
szone populacje sg mniej niz grzyby przystosowane do zmiennych czynnikéw srodo-
wiska i ich liczebnosé szybko si¢ zmniejsza (Fokkema, 1993; Sobiczewski
i Klos, 1998), co zaobserwowano réwniez w obecnej pracy. Przeprowadzone bada-
nia wskazujg, ze z dwéch grup testowanych mikroorganizmdéw antagonistycznych,
perspeklywiczne w ochronie pedow winorosli przed P, viticola wydaja si¢ grzyby,
zwlaszcza z rodzaju Trichoderma.
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Streszczenie

W pracy przebadano mozliwos¢ wykorzystania antagonistycznych grzybow
i bakterii do zapobiegania porazaniu pedow sadzonek winorosli przez Phomopsis
viticola. Uwzgledniono Trichoderma koningii, T. viride, T. harzianum, Gliocladium
catenulatum, G. fimbriatum, Bacillus sp., Pseudomonas fluorescens 1 5 izolatéw nie-
zidentyfikowanych bakterii oznaczonych numerami: 22a, 35, 40, 45, 66. Okazato si¢,
ze Trichoderma spp. najefektywniej chronity pedy przed zakazaniem przez P. vitico-
la. Po ich zastosowaniu stwierdzono nieliczne nekrozy pedéw i reizolowano niewiele
kultur patogena. Stwierdzono ponadto, ze Trichoderma spp. przezywaty na pegdach
sadzonek winorosli przez 8 miesigey . przez caly czas trwania doswiadezenia. Zdol-
nosc pozostatych badanych mikroorganizméw do ochrony pedéw przed infekcja przez
patogena, jak réwniez do przezywania na chronionych pedach byta mniejsza niz
Trichoderma spp.
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