Hortorum Cultus 1(1) 2002, 23-30

WPLYW MIKROORGANIZMOW ANTAGONISTYCZNYCH
NA OGRANICZANIE PORAZENIA SOI PRZEZ GRZYBY
CHOROBOTWORCZE PRZEZYWAJACE W GLEBIE

Danuta Pigta, Elzbieta Patkowska, Alina Pastucha, Monika Betkot

Streszczenie. W prezentowanych badaniach okreslono skuteczno$¢ ochronnego dziatania
bakterii i grzybéw jako zaprawy do nasion Glycine max przeciwko grzybom patogenicz-
nym przezywajacym w glebie. Materiat mikrobiologiczny przygotowano ze szczepéw mi-
kroorganizméw antagonistycznych Bacillus spp., Pseudomonas spp., Gliocladium spp.
i Trichoderma spp. Do$wiadczenie zalozono na polu monokultury soi z naturalnie nagro-
madzonym w glebie materiatem infekcyjnym grzybéw. Ochronne dziatanie zastosowanych
mikroorganizméw okreslono na podstawie liczby wyrostych roslin, ich zdrowotnos$ci oraz
wielkosci i jakosci plonu nasion. Uzyskane wyniki wykazaty, ze soj¢ najskuteczniej chroni-
ty Trichoderma viride 254, Trichoderma harzianum 220 i Bacillus sp. 131. Najmniej sku-
tecznymi w ochronnym dziataniu okazaty si¢ Gliocladium roseum 246, G. catenulatum 49
oraz Zaprawa Oxafun T.

Stowa kluczowe: soja, bakterie i grzyby antagonistyczne, biologiczne zwalczanie

WSTEP

Jedna z metod ochrony roslin przed fitopatogenami jest biologiczne zwalczanie, po-
legajace migdzy innymi na wykorzystaniu mikroorganizmdéw antagonistycznych do
ograniczania wystgpowania populacji drobnoustrojéw chorobotwérczych.

W ostatnich latach wzrosto zainteresowanie mozliwoscia wykorzystania tych mikroor-
ganizméw jako komponentéw preparatéw mikrobiologicznych stosowanych do zaprawia-
nia materiatu rozmnozeniowego [Seasan i in. 1998, Singh i Mukhopadhyay 2000].

Doniesienia z literatury wskazuja na efektywne dziatanie Trichoderma spp., Gliocla-
dium spp., Bacillus spp. i Pseudomonas spp. w ochronie przed grzybami przezywajacymi
w glebie [Ahmed Sid Ahmed i in. 2000, Fiddman i in. 2000, Mc Quilken i in. 2001].

Celem prezentowanym badan byto okreslenie skutecznosci ochronnego dziatania
bakterii 1 grzybéw jako zaprawy do nasion Glycine max przeciwko grzybom patoge-
nicznym przezywajacym w glebie.
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MATERIAL IMETODY

Badania przeprowadzono w latach 1999-2001 na polu Gospodarstwa Doswiadcza-
nego w Czeslawicach z naturalnie nagromadzonym w glebie materiatem infekcyjnym,
po 6-letniej monokulturze soi. Przedmiotem badan byta soja odmiany ‘Polan’, ktérej
nasiona zaprawiano materiatem mikrobiologicznym sporzadzonym z grzybow: Gliocla-
dium catenulatum 49, Gliocladium fimbriatum 151, Gliocladium roseum 246, Tricho-
derma harzianum 220, Trichoderma koningii 202, Trichoderma viride 254 oraz bakterii
Bacillus sp. 131 i Pseudomonas sp. 151. Kolonie tych mikroorganizméw uzyskano
w wyniku analizy mikologicznej nieporazonych organéw soi. Zabieg zaprawiania na-
sion soi materiatem mikrobiologicznym wykonano wedtug metody opisanej przez Piete
i Patkowska [1997]. Dla poréwnania uwzgledniono réwniez kombinacj¢ z chemicznym
zaprawianiem nasion Zaprawa Oxafun T. Kontrol¢ stanowita soja bez zadnego zapra-
wiania. Dla kazdej kombinacji do$wiadczenia uwzgledniono 4 poletka o pow. 1,25 m?
(4 powtdrzenia), na ktére wysiewano po 100 nasion soi dobrze wyksztalconych, bez
przebarwien na okrywie nasienne;j.

W kazdym roku badan okreslono liczebno$¢ oraz zdrowotnos¢ siewek i roslin
soi w fazie kwitnienia. Rosliny z objawami nekrozy na korzeniach i podstawie todygi
pobierano do laboratorium w celu wykonania analizy mikologicznej, wg metody opisa-
nej przez Piete [1988]. Po zbiorze roslin okreslano réwniez wielkos$¢ i jakos¢ plonu
nasion soi.

Uzyskane wyniki dotyczace liczebnosci, zdrowotnosci siewek i roslin w fazie kwit-
nienia oraz plonowania opracowano statystycznie, a istotnos$¢ réznic okreslono na pod-
stawie przedzialéw ufnosci Tukeya [Oktaba 1987].

WYNIKI

Uzyskane wyniki dotyczace liczebnosci i zdrowotnosci siewek soi oraz roslin w fazie
kwitnienia wykazaly, ze mikroorganizmy antagonistycznie w duzym stopniu wplywaja
na ograniczenie choréb korzeni i podstawy todygi soi powodowanych przez grzyby
odglebowe.

Podczas pierwszej obserwacji przeprowadzonej po szesciu tygodniach od wysiewu
nasion zanotowano zréznicowane wschody soi w poszczegdlnych kombinacjach do-
Swiadczenia (tab. 1). Istotnie lepsze wschody byty na poletkach obsianych nasionami
soi zaprawionymi materiatem mikrobiologicznym, anizeli w kontroli. Ponadto skutecz-
no$¢ ochronnego dziatania materiatu mikrobiologicznego byta taka sama, jak preparatu
chemicznego Zaprawa Oxafun T, a niekiedy nawet wyzsza. Najwigcej siewek wyrosto
na poletkach obsianych nasionami soi zaprawionymi Trichoderma viride 254 ($rednio
79,7%), Trichoderma koningii 202 (79%) i Zaprawa Oxafun T (79%). Nieco stabsze
wschody uzyskano w przypadku zaprawiania nasion Gliocladium catenulatum 49
(75,7%), G. fimbriatum 151 (74%) i Bacillus sp. 131 (73%). Natomiast najmniej siewek
(srednio 19,7%) wyrosto w kontroli, tj. bez Zadnego zaprawiania (tab. 1).

W obrebie badanych siewek wystapity réwniez takie o zahamowanym wzroscie oraz
wyraznych plamach na korzeniach i podstawie todygi. Najwiecej porazonych siewek
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obserwowano na poletkach obsianych nasionami zaprawionymi G. roseum 246, G.
catenulatum 49, Zaprawe Oxafun T oraz w kontroli. Sredni udzial porazonych siewek
w wymienionych kombinacjach doswiadczenia wynosit odpowiednio 7,7, 6,0, 5,8 oraz
50,7% (tab. 1). Natomiast najmniej porazonych siewek zanotowano w kombinacji
z Bacillus sp. 131 (2,2%) oraz Trichoderma viride 254 (2,5%).

Tabela 1. Liczebnos¢ i zdrowotnos¢ siewek soi
Table 1. Number and healthiness of soybean seedlings

Liczba siewek — Number of seedlings Sredni udziat
Kombinacia doswiadczenia Ogodlna liczba siewek Liczba porazonych siewek porazonych siewek
Experimefl tal combination Total number of seedlings Number of infected seedlings Mean participation
Srednia Srednia of infected se-
1999 2000 2001 Mean 1999 2000 2001 Mean edlings
Gliocladium catenulatum 49~ 55° 86 86 757 3" 2®  9¢ 4,60 6,0°
Gliocladium fimbriatum 151~ 65%  78° 79 74> 2 3k 9a 2,3 3,1®
Gliocladium roseum 246 63¢ 76" 78" 723" 4 4* o 5,6° 7,7°
Trichoderma harzianum 220 40° 924 914 743* 1* 2 2 1,6° 2,1*
Trichoderma koningii 202 55¢ 924 90  79¢ 5 1t 5° 3,6™ 4,5°
Trichoderma viride 254 65¢ 884 86 79,7° 1* 18 4 28 2,5%
Bacillus sp. 131 43> 90 g6 73* 1* 10 3 1,6 2.2
Pseudomonas sp. 151 37°  84% 83k 68° 0* 1* 5° 28 2,9
Zaprawa Oxafun T 77 80 80 79°  1* 4™ o 4,6° 5,8°
Kontrola Control e 16t 32* 19,7* 4 5 21¢ 10° 50,7

Srednie wartosci w kolumnach r6znig si¢ istotnie (przy P < 0,05), jesli nie sa oznaczone ta sama literg
Means in columns differ significantly (P < 0.05), if they are not marked with the same letter

Podczas drugiej obserwacji, tj. w fazie kwitnienia soi, w poszczegélnych kombina-
cjach doswiadczenia zaobserwowano bardzo zblizong liczebnos$¢ roslin oraz niewielki
wzrost liczby roslin porazonych (tab. 2). Najwigkszy sredni udziat porazonych roslin w
fazie kwitnienia wystapit na poletkach kontrolnych (Srednio 58,5% porazonych roslin).
Mniejszy udzial porazonych roslin zanotowano na poletkach obsianych nasionami za-
prawianymi G. roseum 246, G. catenulatum 49 oraz zaprawa Oxafun T, a wynosil on
odpowiednio 10,1, 8,4 oraz 8,1%. Natomiast najmniejszy udziat porazonych roslin soi
wystapil w kombinacjach z zaprawianiem nasion 7. harzianum 220 (Srednio 2,7%),
G. fimbratum 151 (3,5%) i Bacillus sp. 131 (3,6%) (tab. 2).

Po zbiorze roslin z poszczegdlnych poletek ustalono wielkos¢ i jakos¢ plonu nasion.
Najwigkszy plon (Srednio 383,7 g) zebrano z roslin soi, gdzie do zaprawiania nasion
uzyto Trichoderma viride 254 oraz Gliocladium fimbriatum 151 (381 g), a najmniejszy
z roslin kontrolnych (Srednio 165,8 g). Dobrym plonowaniem wyrdzniaty si¢ kombina-
cje doswiadczenia, w ktérych nasiona zaprawiano Gliocladium catenulatum 49 i Za-
prawa Oxafun T (tab. 3). W plonie zebranym z poszczegdlnych kombinacji wystepowa-
ty nasiona z brunatnymi plamami na okrywie, a udziat ich wahat si¢ srednio od 3,7 do
9,9%. Najmniej nasion porazonych uzyskano z roslin wzrastajacych na poletkach, na
ktérych wysiano nasion soi zaprawione Bacillus sp. 131 (Srednio 3,7%) i Pseudomonas
sp. 151 (4,0%). Natomiast najwigkszy udzial nasion z plamami zanotowano w plonie
zebranym z roslin kontrolnych (Srednio 9,9%) (tab. 3).
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Tabela 2. Liczebnos¢ i zdrowotnos¢ roslin soi w fazie kwitnienia
Table 2. Number and healthiness of soybean plants at anthesis

Liczba ro$lin — Number of plants Sredni udziat
Ogélna liczba roslin Liczba porazonych roslin porazonych
Kombinacja do§wiadczenia Total number of plants Number of infected plants roslin
Experimental combination Sredni Sredni Mean participa-
1999 2000 2001 9™ 1999 2000 2001 >FC™? tion of infected
Mean Mean
plants
Gliocladium catenulatum 49 55° 84>  86° 75,0%¢ 5™ 50 9 6,3 8,4
Gliocladium fimbriatum 151~ 63% 78> 79* 733> 2% 3 3 260 3,5°
Gliocladium roseum 246 61« 76" 78" 71,7*  6° st 730 10,1°
Trichoderma harzianum 220~ 38°  92° 914 733> 29 2° 2° 2° 2,7*
Trichoderma koningii 202 55¢ 92¢  90¢ 79¢ 50 2 6% 43 5.4%®
Trichoderma viride 254 65 88 86 79,6 3® 2t 50 330 4,1°
Bacillus sp. 131 41> 90° 86 72,3 2° 20 40 26" 3,6"
Pseudomonas sp. 151 36"  84™ 83* 67,7°  2° 2 6 33" 4,9
Zaprawa Oxafun T 76° 76> 80™ 7734 2% 7° 10¢ 63> 8,1™
Kontrola — Control 100 16 32¢  19,3* 5% 7¢ 0 22¢ 11,34 58,54

Srednie wartosci w kolumnach r6znig si¢ istotnie (przy P < 0,05), jesli nie sa oznaczone ta sama literg
Means in columns differ significantly (P < 0.05), if they are not marked with the same letter

Tabela 3. Wielkos¢ i jakos$¢ plonu nasion soi
Table 3. Weight and quality of soybean seeds yield

Plon nasion soi, g Udziat nasion z plamami
Kombinacja do§wiadczenia Yield of soybean seeds, g Participation of seeds with spots
Experimental combination 1999 2000 2001 Srednia 1999 2000 2001 Srednia
Mean Mean

Gliocladium catenulatum 49 338° 369% 426° 377,6° 7,8 4,0 5,75%  5,85®
Gliocladium fimbriatum 151~ 495 323" 325° 381° 4.8 6,7° 45 5,3
Gliocladium roseum 246 460° 342° 295°¢ 365,7% 6,0 5,2 4,1* 5,1%
Trichoderma harzianum 220 490 439°  380%  319,7° 52  525°  57® 5.4%
Trichoderma koningii 202 569¢ 327° 181° 359  6,5™ 5,0% 6™ 58"

Trichoderma viride 254 581° 362%™ 208" 3837° 40" 45 6,5" 5,0
Bacillus sp. 131 493° 342° 186°  3403™ 1.8 525% 4 3.7°
Pseudomonas sp. 151 355° 307° 310 324° 1,9 45" 575® 40"
Zaprawa Oxafun T 507°% 334> 288™ 3763 52™ 7.2 8,2 6,9°
Kontrola — Control 153* 1625  180* 1658  10° 925 10,5 9,9¢

Srednie wartosci w kolumnach réznia sig istotnie (przy 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

Analiza mikologiczna wykazata, Zze siewki soi porazone byly gtéwnie przez Alterna-
ria alternata (14,8% wszystkich izolowanych grzybéw), Fusarium oxysporum (69,9%)
i Rhizoctonia solani (21,1%) (rys. 1). Natomiast gtéwna przyczyng wystapienia obja-
wOw chorobowych na roslinach soi w fazie kwitnienia byt Fusarium oxysporum f. sp.
glycines. Ponadto z chorych roslin izolowano réwniez A. alternata (14,3%), F. culmo-
rum (7,9%), F. solani (10,7%), R. solani (7,2%) oraz S. sclerotiorum (3,9%) (rys. 2).
Z analizowanych organéw roélin soi izolowano takze grzyby saprofityczne z rodzajow
Gliocladium, Penicillium i Trichoderma.
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Rys. 1. Udzial poszczegdlnych grzybéw w porazaniu siewek soi
Fig. 1. Participation of particular fungi in the infection of soybean seedlings
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1 — Alternaria alternata; 2 — Botrytis cinerea; 3 — Fusarium culmorum;
4 — Fusarium oxysporum f. sp. glycines; 5 — Fusarium solani; 6 — Rhizoctonia solani;
7 — Sclerotinia sclerotiorum

Rys. 2. Udzial poszczegélnych grzybéw w porazaniu roslin soi w fazie kwitnienia
Fig. 2. Participation of particular fungi in the infection of soybean plants at anthesis
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DYSKUSJA

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze uzycie zaréwno bakterii, jak
i grzyb6éw antagonistycznych miato korzystny wplyw na wschody, zdrowotnos¢ i plo-
nowanie soi. Wykorzystanie pola monokultury soi z naturalnie nagromadzonym mate-
riatem infekcyjnym okazalo si¢ wlasciwym wyborem dla testowania drobnoustrojéw
antagonistycznych. W takich warunkach ustalono efektywnos$¢ ochronnego dziatania
poszczegdlnych mikroorganizméw. Najbardziej skutecznymi w ochronie przed poraze-
niem kietkujacych nasion oraz korzeni starszych roslin przez grzyby przezywajace
w glebie okazaty si¢ Trichoderma harzianum 220, T. viride 254 i Bacillus sp. 131. Do-
bre efekty ochronnego dziatania wykazywaty takze Trichoderma koningii 202 i Glioc-
ladium catenulatum 49.

Znane sg liczne przyktady stosowania grzybow z rodzaju Trichoderma, a szczegdlnie
T. harzianum, T. viride i T. koningii, do ochrony réznych roslin przed porazeniem przez
szerokie spektrum patogendéw [Lacicowa i Pigta 1985a, 1985b, 1989, Papavizas 1985,
Seasan i in. 1998, Das i Hazarika 2000, Hag i Khan 2000, Kovach i in. 2000, Mesta
i Amaresh 2000, Mishra i in. 2000, Kredics i in. 2001, Prasad i Rangeshwaran 2000].
Na podstawie uzyskanych wynikéw dotyczacych liczebnosci i zdrowotnosci oraz plo-
nowania roslin mozna stwierdzi¢, ze gatunki z rodzaju Gliocladium okazaty si¢ stab-
szymi antagonistami wzgledem grzybéw chorobotworczych przezywajacych w glebie.
Taka efektywnos$¢ antagonistycznego oddziatywania Trichoderma spp. i Gliocladium
spp. ustalili juz weczesniej w badaniach in vitro i in vivo Lacicowa i Pigta [1985a, 1985b,
1989], Papavizas [1985], Tu [1991], Sarmah [1999] i Mc Quilken i in. [2001]. Papavi-
zas [1985] oraz Yan Sihuang i in. [2000] podaja, ze grzyby z rodzaju Trichoderma maja
wigksze uzdolnienia antagonistyczne, sg bowiem bardziej tolerancyjne na fungicydy,
zwiazki toksyczne, niska temperatur¢ oraz mala lub duza wilgotnos¢ gleby, anizeli
grzyby z rodzaju Gliocladium. Ponadto ich dynamiczny wzrost sprzyja powstawaniu
duzej ilosci biomasy grzyba i powoduje zageszczanie antagonisty wokét korzeni. Yan
Sihuang i in. [2000] wykazali jeszcze, ze Trichoderma harzianum szczegdlnie rozwija
si¢ wokdt wierzchotka korzenia i zabezpiecza go przed patogenami.

Uzyskane wyniki z prezentowanych badan potwierdzilty korzystny wpltyw wczesniej
ustalonego antagonistycznego oddziatywania bakterii saprofitycznych w ochronie roslin
przed grzybami chorobotwérczymi. Fiddman i in. [2000] stwierdzili, ze bakteria Bacillus
subtilis w ochronie sataty przed Botrytis cinerea i Rhizoctonia solani doréwnywata sku-
tecznos$ci preparatéw chemicznych, takich jak Rovral WP i Basilex. Wedlug Ksi¢zniaka
i Kobusa [1993] siderofory wytwarzane przez fluoryzujace Pseudomonas miaty fungista-
tyczny i fungicydalny wptyw na grzyby chorobotwércze w glebie. Badania Manwara i in.
[2000] potwierdzaja takie dziatanie sideroforéw na rozwdj patogenéw pszenicy.

Introdukcja drobnoustrojéw saprofitycznych o antagonistycznym oddziatywaniu do
srodowiska glebowego, poprzez zaprawianie nasion, zwigksza znacznie populacje tych
mikroorganizméw. Wedlug Metzlera [1991] maty udzial antagonistéw ogranicza praw-
dopodobienstwo bezposredniego ich kontaktu z patogenami, a wigc nie hamuje ich
wzrostu i rozwoju. Pokrycie nasion materiatem mikrobiologicznym zapewnia duza ilo§¢
jednostek propagacyjnych antagonistéw bezposrednio zabezpieczajacych kietki i korze-
nie roslin przed fitopatogenami.
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Uwzgledniajac liczne przyklady biologicznego zwalczania choréb roslin oraz pozy-
tywne wyniki prezentowanych badan, mozna zaleci¢ bez obawy skazenia Srodowiska
glebowego, stosowanie najskuteczniejszych antagonistéw, tj. Trichoderma harzianum
220, T. viride 254 i Bacillus sp. 131 do ochrony, roslin przed grzybami chorobotwor-
czymi przezywajacymi w glebie.
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THE INFLUENCE OF THE ANTAGONISTIC FUNGI ON LIMITING
OF SOYBEAN INFECTIONS BY THE SOILBORNE PATHOGENIC FUNGI

Abstract. The efficiency of protective activities of bacteria and fungi as Glycine max seeds dress-
ing against the soilborne pathogenic fungi was evaluated in presented studies.

The microbiological material was prepared from the antagonistic microorganisms strains of Bacil-
lus spp., Pseudomonas spp., Gliocladium spp. and Trichoderma spp. The experiment was estab-
lished in the field with soybean monoculture with infectious material of fungi naturally accumu-
lated in the soil. Protective activities of applied microorganisms were determined on the ground of
the number of grown plants, their healthiness and seeds crop quantity and quality. Obtained re-
sults showed that Trichoderma viride 254, T. harzianum 220 and Bacillus sp. 131 were the most
effective for soybean protection . Gliocladium roseum 246, Gliocladium catenulatum 49 and
Oxafun T Dressing turned out the least effective in their protective activities.

Key words: soybean, antagonistic bacteria and fungi, biological control
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