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Summary

The objective of the paper was to establish the protective effect of post-culture
liquids of Trichoderma harzianum G 227 and Gliocladium fimbriatum G 156 for soy-
bean against the soil-borne fungi. The use of those liquids for studies had a positive ef-
fect on the number, healthiness and yielding of soybean plants. Soybean seedlings were
mainly infected by Pythium irregulare, Fusarium spp. and Rhizoctonia solani, while
plants at anthesis were affected by Fusarium spp., Phoma exigua var. exigua, Rhizoc-
tonia solani and Sclerotinia sclerotiorum. The use of post-culture liquids reduced the
infection of plants by these pathogens.

Key words: post-culture liquids Gliocladium fimbriatum, Trichoderma harzianum, soybean di-
seases

WSTEP

Sojauprawiana jest ze wzgleduna duza wartos¢ biologicznaiodzywcza. Dlaroslin
soi w okresie wegetacji duzym zagrozeniem sa grzyby chorobotwdrcze przezywajace
w glebie. Najbardziej szkodliwymi dla kietkujacych nasion, a nastgpnie korzeni i podsta-
wy todygi roslin soi sa Fusarium culmorum (W.G.Sm.) Sacc, Fusarium oxysporum Schl.
f.sp. glycines Amst., Amst., Fusarium solani (Mart.), Phoma exigua Desm., Rhizoctonia
solaniK{ihnorazPythiumspp.(Sinclair i Backman,1989;Pi¢tai Pastucha,
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2002;Pigta i1in.,2002). Powszechniestosowanym zabiegiemdlazabezpieczeniaroslin
przed porazeniem przez fitopatogeny jest przedsiewne zaprawianie nasion preparatami
chemicznymi. W uprawach ekologicznych czy tez tzw. alternatywnych metodach ochro-
ny coraz czesciej wykorzystuje si¢ proby zwalczania chordb roslin przy uzyciu bioprepa-
ratoéw lub materiatu mikrobiologicznego sporzadzonego z grzybow antagonistycznych
tj. Trichoderma spp., Gliocladium spp., oraz bakterii Bacillus spp., i Pseudomonas spp.
(Pastucha,1999;0rlikowski iin.,,2001;Roberti iin.,2001;Dubey,2002;
Saikia i Gandhi, 2003).

Liczne informacje w pismiennictwie dotyczace antagonistycznego oddziatywa-
nia grzybow rodzajow Trichoderma i Gliocladium wskazuja na skuteczne ich dziatanie
przeciwko grzybom chorobotworczym (Gurha,2001;El-Kafrawy,2002;Pigta
iin., 2003). Sa takze, lecz mniej liczne informacje w literaturze, o zwalczaniu grzybow
chorobotworczych ptynami pohodowlanymi wymienionych antagonistow (Roberti
iin., 2001; Indra iThribuvanamala, 2002; Roberti iiin., 2002). Wedlug
Stefanovej iin. (1999) filtraty pohodowlane izolatéw Trichoderma harzianum
A-34 1 Trichoderma viride A-86 zawierajace karboksymetylo-celulaze, chitynaze,
B-1,3 glukanazg, oraz lotny lacton , a takze 6-pentyl a-pyron skutecznie hamowaty
wzrost Phytophthora nicotianae, Rhizoctonia solani i Pythium spp. Podobne dzia-
fanie wystapito w przypadku plynow pohodowlanych 7. harzianum, T. viride i T. vi-
rens, ktore hamowaty wzrost grzybni i kietkowanie sklerocjow Rhizoctonia solani
(Hazarika i Das, 1998.) Wazna rolg u antagonistow odgrywaja enzymy glukana-
za, chitynaza, proteaza powodujace degradacj¢ $cian komérkowych grzyboéw patoge-
nicznych (Roberti iin., 2002). Brak informacji w pismiennictwie dotyczacych sku-
teczno$ci dziatania ptynéw pohodowlanych Trichoderma harzianum i Gliocladium

fimbriatum na grzyby chorobotwoércze dla soi, byt przyczyna podjgcia prezentowa-
nych badan.

MATERIAL I METODY

Badaniaprowadzono w latach 2002—2004 na polu Gospodarstwa Doswiadczalnego
w Czeslawicach k/Natgczowa z naturalnie nagromadzonym materialem infekcyjnym po
osmioletniej monokulturze soi. Przedmiotem badan byty rosliny soi odmiany Mazowia
wyrosle z nasion zaprawianych pltynami pohodowlanymi 7richoderma harzianum G 227
iGliocladium fimbriatum G 156.Kolonietych grzybowuzyskanozglebyryzosferowejsoi.
Plyn pohodowlany wymienionych antagonistéw uzyskano w wyniku hodowli grzybow
w kolbach Erlenmayera na ptynnej pozywce PDB (Difco) w temp. 22°C, przez osiem dni
(Mishra i Behr, 1976). Po o$miu dniach hodowli nasiona soi dobrze wyksztat-
cone bez widocznych objawéw chorobowych, moczono przez 5 minut w uzyska-
nych ptynach pohodowlanych 7. harzianum G 227 i G. fimbriatum G 156. W bada-
niach uwzgledniono réwniez kombinacje z chemicznym zaprawianiem nasion Za-
prawa Oxafun T oraz kombinacj¢ kontrolng tj. bez zadnego zaprawiania. Kazda
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kombinacja doswiadczenia obejmowata 4 powtorzenia (4 poletka) o powierzchni
1,25m?, na ktére wysiewano po 100 nasion. W okresie wegetacji w kazdym roku
badan na poletkach poszczegoélnych kombinacji przeprowadzono dwukrotne ob-
serwacje polowe tj. w fazie siewek oraz w fazie kwitnienia roslin. Podczas tych ob-
serwacji okreslano liczebno$¢ i zdrowotno$¢ roslin w poszczegélnych fazach ich
rozwoju. Siewki oraz rosliny z widocznymi objawami chorobowymi pobierano do
laboratoryjnej analizy mikologicznej, ktora wykonano wg metody opisanej przez
Pastuchg (1996).

Uzyskane wyniki dotyczace liczebno$ci, zdrowotnos$ci oraz plonowania roslin
opracowano statystycznie, a istotno$¢ réznic okreslono na podstawie potprzedziatow
ufnosci Tukeya (Oktaba, 1987).

WYNIKI

Przeprowadzone badania polowe w latach 2002-2004 wykazaty zréznicowany
wplyw pltynow pohodowlanych grzybow antagonistycznych na ograniczenie choréb
grzybowych, a tym samym na liczebno$¢ i zdrowotno$¢ roslin soi oraz na wielkos¢
i jako$¢ plonu.

W wyniku pierwszej obserwacji polowej przeprowadzonej w fazie siewek tj. po
szesciu tygodniach od wysiewu nasion, zanotowano zréznicowane wschody na polet-
kach poszczegolnych kombinacji (ryc. 1). Najwigeej siewek srednio 87% wyrosto na po-
letkach obsianych nasionami moczonymi w plynie pohodowlanym 7. harzianum G 227
1 zaprawianych Zaprawa Oxafun T $rednio 85%, a najmniej siewek wyrosto na polet-
kach w kombinacji kontrolnej (ryc. 1). Podczas tej lustracji zaobserwowano siewki
zahamowane we wzroscie 1 z nekrotycznymi plamami na korzeniach i podstawie to-
dygi. Najmniej siewek porazonych zaobserwowano na poletkach obsianych nasionami
zar6wno moczonymi w plynie pohodowlanym 7. harzianum G 227 jak i G. fimbriatum
G 156 oraz zaprawionymi Zaprawa Oxafun T. Natomiast najwigcej siewek z widocz-
nymi objawami chorobowymi, bo §rednio 70% zanotowano w kombinacji kontrolnej

(ryc. 2).

Przeprowadzona obserwacja podczas kwitnienia roslin wykazata, ze liczebnos¢
ro$lin na poletkach poszczegdlnych kombinacji byta zblizona do wynikow uzyskanych
z pierwszej obserwacji, natomiast wzrosto znacznie porazenie roslin. Najwigkszy udziat
ro$lin porazonych zanotowano w kombinacji kontrolnej (ryc. 2). Duzo ro$lin z objawa-
mi chorobowymi, bo $rednio 3,7% byto na poletkach obsianych nasionami zaprawiony-
mi Zaprawa Oxafun T. Najmniejszy udziat roslin porazonych w fazie kwitnienia roslin
zanotowano na poletkach w kombinacji z ptynem pohodowlanym 7. harzianum G 227
i wynosit on $rednio 1,92% (ryc. 2).
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Rye. 1. Liczebnoéé roslin soi (Srednie z lat 2002-2004)
Fig. 1. Number of soybean plants (mean 2002-2004)

124 c
% iewki dli —_ faza kwitnienia -

1|]-/ stewki seedlings plants at anthesis

8. b

6 T b

4 £

247 a a ° -_. =

P — =

1 2 3 4 1 2 3 4
0,67 | 0,75 7 1,92 | 2,7 3.7 10,5

1 — plyn poh. T harzianum, post-culture hiquids of T. harzianum

2 — plyn poh. G. fimbriatum, post-culture liquids of G. fimbriatum
3 — Zaprawa Oxafun T

4 —kontrola, control

* srednie wartosci dla poszczegolnych faz rozwoju roslin oznaczone ta sama litera nie rozma sig 1stotnie
przy (P =0,05)

* means for individual growth stage of plants not differ significantly if they marked with the same letter,
(P<0,03)

Rye. 2. Udzial roslin porazonych (Srednie z lat 2002-2004)
Fig. 2. Percentageed of infected plants (mean 2002-2004)
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Po zbiorze roslin z poletek poszczegdlnych kombinacji okre§lano wielko$¢ i jakos¢
plonu nasion soi. Najwigkszy plon nasion z poletka uzyskano z roslin wyrostych z nasion
zaprawianych ptynem pohodowlanym 7. harzianum G 227 oraz G. fimbriatum G 156.
Najmniejszy plon zebrano z roslin w kombinacji kontrolnej oraz po zastosowaniu Zapra-
wy Oxafun T (tab. 1). W zebranym plonie wystgpowaly nasiona z brunatnymi plamami
na okrywie, a udziat ich wahat si¢ od 1,25% (w kombinacji z ptynem pohodowlanym
T. harzianum G 227) do 7,4% (w kombinacji kontrolnej) (tab. 1).

Tabela 1
Wielkos¢ i jakos¢ plonu nasion soi

Table 1
Weight and quality of soybean seeds yield

Plon nasion soi w g Procent porazenia nasion
Kombinacja doswiadczenia Yield of soybean seeds in g Percentage of infected seeds
Experimental combination : : . .
2002 | 2003 | 2004 | S99 | 2002 | 2003 | 2004 | Srednia
mean mean

Nasiona moczone w ptynie
pohodowlanym T harzianum G 227
Seeds soaked in post-culture liquids
of T harzianum G 227

3697 | 495¢ | 387° | 417 | 0,75 | 2,00 | 1,0° 1,25

Nasiona moczone w ptynie
pohodowlanym G. fimbriatum G 156
Seeds soaked in post-culture liquids
of G. fimbriatum 156

312¢ | 550¢ [ 342¢ [ 401° 1,o* | 2,00 | 2,0® | 1,67*

Nasiona zaprawiane Zaprawa Oxafun

T Seeds dressed with 224° | 369 [ 240° 277° | 4,75° | 3,75 | 2,75 [ 3,75°
Zaprawa Oxafun T
Kontrola Control 108 | 200* | 156° 147¢ [ 7,75¢| 8,0c | 6,5 7,4¢

* $rednie wartosci w kolumnach rdéznig sig istotnie (P < 0.05), jesli nie sa oznaczone ta sama litera
* means in columns differ significantly (P<0.05), if they are not marked with the same letter

W wyniku laboratoryjnej analizy mikologicznej porazonych siewek uzyskano 589
kolonii grzybow zaliczanych do 18 gatunkow (tab. 2). Sposrod grzybow patogenicz-
nych najczg$ciej izolowano grzyby rodzaju Fusarium, bowiem jego izolaty stanowity
27,3% wszystkich uzyskanych kolonii. Czgsto takze wyosabniano Pythium irregulare,
a izolaty tego gatunku stanowity 11,4% ogotu uzyskanych grzybow (ryc. 3). Ponadto
z porazonych siewek izolowano Alternaria alternata, Acremonium roseum, Cladospo-
rium cladosporioides, oraz gatunki rodzajow Gliocladium, Penicillium 1 Trichoderma
(tab. 2).
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Ryec. 3. Udzial grzybéw patogenicznych w porazaniu soi
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W wynikuanalizy mikologicznej porazonychros$linsoi w faziekwitnieniauzyskano
503 kolonii grzybow reprezentowanych przez 18 gatunkow (tab. 3). Podczas kwitnienia
roslin za gtéwnego sprawce choréb soi uznano Fusarium oxysporum f. sp. glycines, bo-
wiem jego izolaty stanowity ok. 15,3% wszystkichuzyskanych grzybow (ryc. 3). Ponadto
licznie izolowano Fusarium solani (11,1%) oraz F. culmorum (8,3% wszystkich wyosob-
nien) (ryc. 3). Z porazonych korzeni i podstawy todygi soi w fazie kwitnienia ro$lin izolo-
wano takze 4. alternata, B. cinerea, S. sclerotiorum, R. solani oraz P. exigua (tab. 3). Spo-
$rod grzybow saprotroficznych izolowano gatunki rodzajow Gliocladium, Penicillium

i Trichoderma (tab. 3).

W wyniku analizy mikologicznej nasion uzyskano 387 kolonii réznych gatunkow
grzybow (tab.4). Zporazonychnasionsoinajliczniejizolowano Phomopsis sojae bowiem
jegoizolaty stanowity (11,9% ogoétu uzyskanych kolonii grzybow) (ryc. 3). Ponadto dos¢
licznieizolowano F. oxysporum (8,3%), F. sporotrichioides (9,3%) oraz Phoma exigua var.
exigua (9,4% wszystkich uzyskanych kolonii) (ryc.3). Z nasion soi uzyskiwano ponadto
A. alternata, B. cinerea, R. solani, S. sclerotiorum, oraz G. fimbriatum, P. expansum,
C. cladosporioides, a takze gatunki rodzaju Trichoderma (tab. 4).
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DYSKUSJA

Skuteczno$¢ ochronnego dziatania ptynéw pohodowlanych 7. harzianum G 227
1G. fimbriatum G 156 przeciwko grzybom chorobotworczym przezywajacym w glebie
okazata si¢ efektywna podobnie jak stosowanie materiatu mikrobiologicznego sporza-
dzonego z zarodnikow tych grzybow (Pigta iin.,2002; Pigta iin.,2003). Ptyny po-
hodowlane G. fimbriatum G 156 oraz T. harzianum G 227 zastosowane do przedsiewne-
go zaprawiania nasion soi okazaly si¢ skuteczne w zabezpieczaniu kietkujacych nasion,
a nastepnie korzeni i podstawy todygi siewek oraz starszych roslin przed porazeniem
przez grzyby przezywajace w glebie. Na takie dziatanie ptynow pohodowlanych wska-
zuja dobre wschody, zdrowotnos¢ roélin oraz ich plonowanie. Wezesniejsze ustalenie
wiasciwosci ochronnego dziatania Trichoderma spp. i Gliocladium spp. jest podykto-
wane antagonistycznym dzialaniem na fitopatogeny poprzez konkurencjg, antybiozg
i nadpasozytnictwo (Liu, 1989; Avent iin., 1993; Harman iin., 1993; Haran
iin., 1995). Nalezy przypuszczac, ze obecne w ptynie pohodowlanym enzymy, swo-
iste zwiazki toksyczne, antybiotyki wytwarzane przez gatunki rodzajow Trichoderma
1 Gliocladium mogly skutecznie chroni¢ przed porazeniem roslin soi przed grzybami
chorobotworczymi. Obecnos¢ w ptynie po hodowli Gliocladium spp. i Trichoderma spp.
takich enzymow jak chitobiaza, chitynaza, glukanaza, proteaza powodowata degrada-
cje Scian komorkowych F. avenaceum, F. culmorum i F. graminearum (Roberti iin.,
2002). Wedhug Stefanovej iin., (1999) oraz Ktictik i Kivanc (2003), meta-
bolity zawarte w ptynach pohodowlanych 7. harzianum wykazywaty duza efektywnosc
przeciwko F. culmorum, F. oxysporum, F. moniliforme, R. solani, Sclerotium rolfsii,
Gaemannomyces graminis var. tritici, Drechslera sorokiniana oraz Phytophthora nico-
tianae. Stosowanie filtratow pohodowlanych 7. viride przeciwko Ustilago segetum var.
tritici powodujacego glowni¢ pylaca pszenicy hamowato kieltkowanie chlamydospor
i redukowato rozwdj choroby (Rashmi iin., 2001). Wedtug Singha (1998) filtra-
ty hodowlane T'viride i T. harzianum stosowane w warunkach in vitro i in vivo przeciw-
ko Sclerotinia sclerotiorum wystgpujacej na rzepaku i gorczycy sarepskiej skutecznie
hamowaty rozwdj tej choroby.

Wyniki uzyskane z prezentowanych badan potwierdzity skuteczno$¢ ochronnego
dziatania ptynéw pohodowlanych w biologicznym zwalczaniu chordb roslin co wy-
kazali inni badacze (Roberti iin., 2001;Indra i Thiribuvanamala, 2002;
Roberti iin., 2002). Mozna zatem zaleci¢ do praktyki wykorzystanie ptynéw poho-
dowlanych uzyskanych z T. harzianum G 227 i G. fimbriatum G 156 do ochrony roslin
soi przed grzybami chorobotwodrczymi.
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Streszenie

Celem pracy byto okreslenie skutecznosci ochronnego dziatania ptynéw poho-
dowlanych Trichoderma harzianum G 227 i Gliocladium fimbriatum G 156 dla soi
przeciwko grzybom przezywajacym w glebie. Wykorzystanie tych ptynow do badan
wplynegto korzystnie na liczebnos¢, zdrowotno$¢ i plonowanie roslin soi. Siewki soi
porazane byty gtownie przez Pythium irregulare, Fusarium spp. oraz Rhizoctonia
solani, a ro$liny w fazie kwitnienia przez Fusarium spp., Phoma exigua var. exigua,
Rhizoctonia solani 1 Sclerotinia sclerotiorum. Zastosowanie plynow pohodowlanych
zredukowato porazenie roslin przez te patogeny.
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