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In the work the effect of culture filtrates of biotic series of 34 species of saprophytic fungi
isolated from roots and root nodules of peas and field peas on the growth of Rhizohium
leguminosarum was determined.

The results obtained proved that the growth of Rhizobium leguminosarum was inhibited
by culture filtrates of saprophytic fungi: Aspergillus niger, A. flavus, C ephalosporium roseum,
Cylindrocarpon radicicola, Fusarium oxysporum, F. solani, Glocladium roseum, Penicillium
notatum, P. janthinellum, Trichoderma lignorum, and T. viride.

WSTEP

Wsrod zwiazkow zachodzacych pomiedzy korzeniami roélin wyzszych a
grzybami najistotniejsza role odgrywaja zwiazki patogeniczne. Wspolzycie
grzybdw w glebie z innymi mikroorganizmami polega gléwnie na konkurencji o
substrat dostarczajacy im zrodia energii oraz na symbiozie i wzajemnym
pasozytnictwie (Balicka 1964). Specyficzna role w oddzialywaniu na
mikroflor¢ gleby odgrywaja korzenie rolin wyzszych. Wydzieliny z korzeni
skladajace si¢ gléwnie z cukrow i aminokwasow ksztaltuja zarowno sktad
gatunkowy, jak i liczebnos¢ mikroflory zasiedlajacej ryzosfere i ryzoplane, przy
czym oddzialywanie wydzielin z korzeni na ksztaltowanie sie mikroflory jest
swoiste dla kazdego gatunku ro$lin uprawnych Buxton 1960 t aci-
cowa 1964, Manka 1974, Truszkowska Dorenda 1971).
Wyniki z badan srodowiska uprawnego wielu gatunkéw roslin wykazaly, ze
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antagonistyczne stosunki zachodzace migdzy grzybami patogenicznymi a
grzybami saprofitycznymi, szczegélnie z rodzajow Penicillium i Trichoderma,
maja duze znaczenie dla zdrowotnosci roélin uprawnych (Czaplinska
1973; Cebrat iin. 1981; Lacicowa 1964, 1973; Manka 1974
Manka Truszkowska 1958, Manka iin 1961, 1971; P u-
detko 1973; Truszkowska Narkiewicz-Jodko 1969).
Buxton (1960, Windels i Kommedahl (1978) wykazali, ze w
srodowisku uprawnym grochu niektore gatunki grzybow saprofitycznych
wykazuja silne antagonistyczne dzialanie w stosunku do ras fizjologicznych
grzyba Fusarium oxysporum fsp. pisi powodujacego chorobe wiedniecia.

W Polsce w uprawie grochu i peluszki coraz wigkszego znaczenia nabiera
potrzeba poznania czynnikdw ograniczajgcych potencjalne mozliwosci plono-
wania tych roslin. Jednym z wielu czynnikéw ograniczajacych potencjalne
mozliwosci plonowania grochu i peluszki moga by¢ stosunki antagonistyczne
zachodzace w $rodowisku uprawnym tych roslin miedzy grzybami zaréwno
patogenicznymi jak i saprofitycznymi a Rhizobium leguminosarum (Harris
1953; Hely iin. 1957, Peterson 1958; Rovira 195; Subba-
-Rao, Vasantha 1965 Stenton 1958; Visona, Tardieux
1964).

W literaturze krajowej brak jest prac dotyczacych stosunkéw biotycznych
migdzy grzybami najobficiej wyosobnianymi ze srodowiska uprawnego grochu i
peluszki a Rhizobium leguminosarum. Temat ten stanowil cel prezentowanej
pracy.

Pragne serdecznie podzickowa¢ Prof. drowi Andrzejowi Nespiakowi za
zyczliwe rady i wskazowki, z ktorych korzystalam podczas wykonywania prezentowanej pracy.

MATERIAL I METODY BADAN

Materialem do badan byly dwa szczepy Rhizobium leguminosarum otrzymane
z Katedry Mikrobiologii Rolnej AR-T w Olsztynie oraz 34 gatunki grzybow
charakteryzujacych mikoflore srodowiska uprawnego grochu i peluszki, kto-
rych liczebno$¢ wyosobnienn w poszczegdlnych terminach badan wynosita od
65-75%;, ogodlnej liczby wyosobnien. Gatunki grzybow stanowiace przedmiot
badan podzielono na dwie grupy: A — charakteryzujace wylacznie mikoflore
korzeni grochu i peluszki. B — charakteryzujace wylacznie mik oflore brodawek
korzeniowych grochu i peluszki. Gatunki grzybow stanowigce material badaw-
czy wyosobniono z korzeni i brodawek korzeniowych grochu odmiany Ku-
jawski Wczesny oraz peluszki odmiany Nieznanicka. Korzenie grochu oraz
peluszki pobierano do badan czterokrotnie w ciagu okresu rozwojowego rolin:
w fazie siewek, kwitnienia, straka zielonego oraz straka dojrzalego, natomiast
brodawki korzeniowe pobierano w fazie kwitnienia i straka zielonego.
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Dos$wiadczenie prowadzono w latach badan 1970, 1971 i 1976 na poletku
hodowlanym RZD Pozorty. W trakcie badan stosowano na poletkach o
powierzchni 4,3 m? standardowe nawozenie zasilajace dla grochu i peluszki. W
1970 r. przedplonem dla grochu byt bobik, dla peluszki lucerna, a w 1971 r. dla
grochu — koniczyna czerwona, dla peluszki — tubin zo6ity, natomiast w 1976 r.
analogicznie dla grochu mieszanka traw z lucerna, a dla peluszki ziemniaki.
Obserwowano rowniez przebieg pogody (temperatura i opady) w ciagu trzech lat
badan. Rownoczesnie z kazdego poletka brano probe gleby do analizy jej sktadu
chemicznego i mechanicznego. Skiad mechaniczny gleb oznaczono w Stacji
Chemiczno-Rolniczej w Olsztynie wedtug powszechnie stosowanych metod.

Grzyby z korzeni i brodawek korzeniowych grochu oraz peluszki wyosob-
niono metoda podang przez Harleya i Waida, a szczegdtowo opracowang przez
Manke (Manka 1953; Manka Truszkowska 1958). Korzeniei
brodawki korzeniowe z kolejnego dziewiatego przemycia, po ich osuszeniu
sterylng bibula, cigto z zachowaniem aseptyki na fragmenty o dtugosci 0,5 cm i
wykliadano po 6 na zestalone pozywki agarowe. Zainokulowane szalki Petriego
umieszczano w termostacie o temperaturze 23°C (296 K), a sukcesywnie
wyrastajgce kolonie grzybow odszczepiano na skosy ziemniaczano-gluk ozowe.
Po doprowadzeniu izolatow do formy czystych kultur metoda wielokrotnych
rozcieficzen oznaczano je do gatunku (Barnett, Hunter 1982; Gil-
man 1959; Litvinov 1967). Przy oznaczaniu grzybéw do gatunku
postugiwano sig¢, oprocz pozywka ziemniaczano-glukozowa (M a n k a 1953),
pozywkami standardowymi: Czapek-Doxa (Raper, Fennel 1973), Sa,
Ma, PDA (Neergaard 1945), kompletem pozywek do oznaczania
grzybow z rodzaju Fusarium (Raitto 1950, Booth 1971) oraz 4%
pozywka maltozowa (Raper, Thom 1945 Zycha 1935).

W celu przebadania wptywu przesaczéw z plynnych kultur badanych
grzybow na wzrost Rhizobium leguminosarum wykonano do$wiadczenie w
warunkach laboratoryjnych metoda podana przez Subba-Rao i Va-
santha (1965). Do$wiadczenie przeprowadzono na szalkach Petriego o
srednicy 10 cm, na standardowej pozywce dla wzrostu Rhizobium leguminosarum
(Harris 1953; Subba-Rao, Vasantha 1965). Na zainokulo-
wane Rhizobium leguminosarum szalki Petriego wykladano 3 krazki bibuty
filtracyjnej (0,25 cm) uprzednio nasaczone przesaczami z plynnych kultur
grzybow. Kontrolg stanowily krazki bibuly filtracyjnej nasaczone wyjatlowiong
wodag Subba-Rao, Vasantha 1965). W celu uzyskania przesaczy z
ptynnych kultur grzybow, izolaty wybranych gatunkéw rozmnozono na ptynnej
pozywce Czapek-Doxa w kolbach Erlenmayera o pojemnosci 500 cm?3. Do
zaszczepienia plynnej pozywki Czapek-Doxa uzywano zawiesiny zarodnikow,
przygotowanej z 14-dniowych jednozarodnikowych kultur grzybéw, wyhodo-
wanych na agarze glukozowo-ziemniaczanym (M a i k a 1953). Do badan
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uzywano przesaczy z 12-tygodniowych kultur grzybow. Grzyby hodowano w
temperaturze pokojowej 22-27°C (295-300 K). Przesacze uzyskiwano filtrujac
ptynne kultury grzybow przez filtr Seitza. Celem zwigkszenia toksycznosci
przesaczOw odparowywano je na fazni wodnej (Subba-Rao, Vasan-
t h a 1965). Doswiadczenie wykonano w 4 powtorzeniach dla jednego grzyba.
Obserwacje nad wplywem przesaczow z pltynnych kultur badanych grzybéw na
wzrost Rhizobium leguminosarum przeprowadzono po 10 dniach od zalozenia
doswiadczenia. Uwzgledniono w nich wystepowanie i szeroko$é strefy inhibi-
cyjnej, co okreslano liczbowo wedlug nastepujacej skali:

0 — brak hamujgcego wplywu grzyba saprofitycznego na wzrost R. leguminosarum,
1-2 — nieznaczne ograniczajgce dzialanie grzyba saprofitycznego na wzrost R. leguminosarum,
3 — silne ograniczajace dzialanie grzyba saprofitycznego na wzrost R. leguminosarum (S u b-
ba-Rao, Vasantha 1965).

WYNIKI BADAN

W tabelach 1, 2 i 3 podano gatunki grzybow najobficiej wyosobniane z
korzeni i brodawek korzeniowych grochu oraz peluszki. Wplyw przesaczow z
ptynnych kultur grzybow charakteryzujacych mikoflore korzeni i brodawek
korzeniowych badanych rolin na wzrost R. leguminosarum przedstawiono w
tabeli 4.

Przebieg pogody w latach 1970, 1971 i 1976 przedstawiono (tab. 5) wediug
stacji metorologicznej RZD w Pozortach. Rok 1970 byt chtodny i deszczowy.
Poza czerwcem $rednia temperatura wszystkich miesigcy byly nizsza od sredniej
z wielolecia, a suma opadOw znacznie wyzsza od przeci¢tnej, przy rownoczesnie
bardzo nieré6wnomiernym rozkladzie w poszczegdlnych miesiacach. Zaleganie
okrywy $nieznej az do 9 kwietnia, znacznie nizsza od normy $rednia temperatura
i duza liczba opadoéw w tym miesiacu spowodowaly opdznienie prac polowych.
Chtodna i deszczowa pogoda, zwlaszcza w lipcu i sierpniu, przediuzyly okres
wegetacji roélin.

Rok 1971 byt cieply i suchy. Charakteryzowat si¢ do$¢ znacznymi wahaniami
temperatury, zwlaszcza w kwietniu, a takze bardzo nierownomiernym rozkla-
dem opadow. Poza wyjatkowo deszczowym czerwcem (ponad dwukrotnie
wigksze opady od $rednich z wielolecia), niewielkie opady odnotowano jeszcze w
kwietniu. Znacznie suchsze w stosunku do innych lat i §redniej z wielolecia byly
takze pozostale miesigce, szczegdlnie maj i lipiec.

Na podstawie danych meteorologicznych za rok 1976 mozna stwierdzic, ze
ilo§¢ opadow w okresie wegetacji byla znacznie nizsza od $redniej sumy opadow
z wielolecia. Nierownomierny byl rowniez rozkiad opadow. W poczatkach
kwietnia i trzeciej dekadzie czerwca opady w ogodle nie wystapily. W pozniej-
szych miesigcach roznice migdzy opadami rzeczywistymi a $rednimi z wielolecia
byly dos¢ duze. W lipcu ilos¢ opadow wynosita 30,5 mm, gdy srednia z wielolecia
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Tabela 4 — Table 4
Skala oddzialywania przesaczéw z plynnych kultur grzybéw wyosobnionych z korzeni i brodawek
korzeniowych grochu oraz peluszki na wzrost Rhizobium leguminosarum

Scale of influence of culture filtrates of the saprofitic fungi isolated from peas and field peas roos and
root nodules on Rhizobium leguminosarum

A | B | ¢

Gatunek :
Species Skala oddzialywania
Scale of influence

Alternaria alternata (Fr.) Keis. 0 0
Aspergillus niger v. Tiegh. - At
Aspergillus flavus Link — -
Aspergillus repens (Corda) de Bary - -
Aspergillus ustus (Bainier) Thom et Church - -
Aspergillus nidulans (Eidam) Wint.
Cephalosporium roseum Oudem.
Cephalosporium acremonium Corda
Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries
Cladosporium herbarum (Pers.) Link: Fries
Cylindrocarpon radicicola Wollenw.
Cylindrocarpon didymum (Hart.) Wollenw.
Fusarium oxysporum Schl.

Fusarium avenaceum (Fr.) Sacc.

Fusarium culmorum (W.G.S.) Sacc.

Fusarium lateritium Nees

Fusarium solani App. et Wr.

Fusarium accuminatum EIll. et Ever.
Fusarium equiseti (Corda) Sacc.

Fusarium moniliforme Sheld.

Fusarium graminearum Schwabe

Fusarium scirpi Lamb et Fautr.

Gliocladium roseum (Link.) Thom
Mortierella polycephala Coemans

Mortierella vinacea (Dixon) Stewar.
Mortierella alpina Peyr.

Mucor hiemalis Wehmer.

Penicillium lilacinum Thom

Penicillium notatum West.

Penicillium frequentans West. -
Penicillium janthinellum Biourge -
Penicillium granulatum Bainier -
Trichoderma lignorum (Tode) Harz -
Trichoderma viride (Pers. ex Fries) - T )
Grzybnia nie zarodnikujaca ruda ,R™
Mycelium non sporulating rusty ,R”
Grzybnia nie zarodnik ujgca ciemna ,,C”
Mycelium non sporulating dark ,,C”

= SR
_t W | w | SR
[ T L B P e L7 i P T P

|

|

b O e — = — |
|

b S b O e o e o o e L) e e b L BD |

|
s

|

et L
fd e e = g L b2

(=]
|
I

Objasnienia tabeli (Explanations): A — gatunki grzybow wyodobnione z korzeni grochu (Species of fungi isolated from the peas
roots); B — gatunki grzybow wyosobnione z korzeni peluszki (Species of fungi isolated from the field peas roots) C - gatunki greybow
wyosobnione z brodawek korzeniowych (Species of fungi isolated from the roots nodules)
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Tabela 6 — Table 6

Sktad chemiczny i mechaniczny gleby spod uprawy grochu i peluszki (RZD Pozorty)
Chemical and mechanical composition of soil under peas and fodder peas crops. Experiment Station,

Pozorty
Procentowa zawartos¢ frakcji
mechanicznych
Fractions in %
Wyszczegolnienie
Explanations gleba gleba gleba
lekka srednia cigzka
light medium heavy
soil soil soil
czgscl szkieletowe 1.9 0,6 1,3
skeleton
piasek gruby 1,0—0,5 mm 9,6 4.6 3,0
coarse sand
piasek $redni 0,5—0,25 mm 16,5 5,5 33
medium sand
4 piasek drobny 0,25—0,1 mm 549 379 25,0
3z o £ fine sand
o = b -
S 5 £ 8 | suma piaskéw 1,0—0,1 mm 81,0 48,0 31,3
Y]
sand total
pyt gruby 0,1 — 0,05 mm 9,7 17,7 87
veryline sand
pyl drobny 0,05 0,02 mm 2,7 11,7 17,0
coarser silt
sumy pytow 0,1 — 0,02 mm 12,4 294 257
silt total
it pylowy gruby 0,02— 0,005 mm 1,8 7.6 14,7
coarse silt
it pylowy drobny 0,005 — 0,002 mm 1.8 5,0 11,3
fine silt
2 _. | it koloidalny 0,002 mm 30 10,0 17,0
%'g = 5 | clay
S & @ 2| suma itow 0,02 mm 6.6 226 43,0
o “ | total
grupa mechaniczna piasek glina glina
mechanical group stabo lekka $rednia
gliniasty pylasta
coarse sandy medium
sandy soil | silt loam loam
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wynosita 82 mm. W sierpniu opady wystapily tylko w dwoch pierwszych
dekadach w niezbyt duzych ilo§ciach. Temperatura w okresie wegetacji nie
odbiegata znacznie od $redniej z wielolecia, jedynie w ostatniej dekadzie lipca
przekraczata 20°C.

Wiasciwosci fizyczno-chemiczne gleby spod uprawy grochu i peluszki
przedstawiono w tabeli 6. Peluszka w latach badan 1970, 1971 i 1976 byta
uprawiana na glebie lekkiej i §redniej, groch natomiast na glebie cigzkie;.

Gleba lekka pochodzita z warstwy ornej o glebie brunatnej V klasy (grupe
mechaniczng stanowil piasek stabo gliniasty), cechowata ja wysoka zawartosé
P,05 1 K,0 (wg PTG) oraz srednia — Mg (wg Schatschabela).

Gleba $rednia pochodzita z warstwy ornej o glebie brunatnej (klasy IVa, o
skiadzie mechanicznym gliny lekkiej pylastej). Charakteryzowata si¢ najwigksza
zasobnoscig w P,Oj5, srednio wysoka w K,0 i Mg oraz zasadowym odczynem i
niewielka zawarto$cia prochnicy. Gleba cigzka spod uprawy grochu byta
brunatna, wylugowana, klasy IVa, o sredniej zasobno$ci w makroelementy, o
odczynie obojetnym. Zawarto$¢ prochnicy byla wyzsza niz w pozostatych
glebach, jednak rowniez niezbyt wysoka, charakterystyczna dla typu gleb
brunatnych.

Wyniki uzyskane z przeprowadzonych badan wskazuja, ze wiekszo$é z
badanych grzybow wykazywata ograniczajace dziatanie na wzrost Rhizobium
leguminosarum. Stwierdzono zroéznicowane oddzialywanie przesaczow z plyn-
nych kultur badanych grzybow na wzrost R. leguminosarum. Wzrost i rozwoj
R. leguminosarum najsilniej hamowaly przesacze z plynnych kultur grzybow:
Aspergillus niger, A. flavus, Cephalosporium roseum, Cylindrocarpon radicicola,
Fusarium oxysporum, F. solani, Gliocladium roseum, Penicillium notatum, P. jan-
thinellum, Trichoderma lignorum 1 T. viride.

Stabym hamowaniem wzrostu R. leguminosarum charakteryzowaly si¢
natomiast grzyby: Alternaria alternata, Cladosporium cladosporioides, C. herba-
rum, Aspergillus repens, A. ustus, A. nidulans, Penicillium frequentans, P. granu-
latum i grzyby z rodzaju Fusarium: F. lateritium, F. accuminatum, F. moniliforme,
F. graminearum i F. scirpi. Brak hamowania wzrostu Rhizobium leguminosarum
stwierdzono natomiast w przypadku Mortierella polycephala i grzybni nie
zarodnikujacych.

WNIOSKI

Na podstawie wynik 6w uzyskanych z przeprowadzonych badan wyciagnie-
to nastgpujace wnioski:

I. Przesacze z ptynnych kultur grzybow charakteryzujace mikoflore korzeni
i brodawek korzeniowych grochu oraz peluszki wykazywaly zréznicowane
oddzialywanie na wzrost Rhizobium leguminosarum.
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2. Wzrost Rhizobium leguminosarum najsilniej hamowaly przesacze z ptyn-
nych kultur grzybow: Aspergillus niger, A. flavus, Cephalosporium roseum,
Cylindrocarpon radicicola, Fusarium oxysporum, F. solani, Gliocladium roseum,
Penicillium notatum, P. janthinellum, Trichoderma lignorum i T. viride.

3. Dominujace w mikoflorze korzeni grochu i peluszki grzyby z rodzaju
Mortierella 1 grzybnie nie owocujace nie wywieraly hamujacego wplywu na
wzrost Rhizobium leguminosarum.

4. Wigkszo$¢ z badanych grzybow wykazywata ograniczajace dziatanie na
wzrost R. leguminosarum, co sugeruje, ze stosunki antagonistyczne w §rodowisku
uprawnym grochu i peluszki pomigdzy grzybami zaréwno saprofitycznymi i
patogenicznymi a R. leguminosarum moga ogranicza¢ potencjalne mozliwosci
plonowania tych roslin.
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