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Investigations showed that Gliocladium catenulatum, G. roseum, Tricho-
derma koningii and T. viride are mycoparasites for Sclerolinia sclerotiorum.
Most effective turned out to bhe mycoparasite T. koningii. This fungus com-
pletely inhibited the development of S. sclerotiorum mycelium, furthermore,
in the case of parasitizing on the sclerotia it caused their destruction after
four weeks,

WSTEP

Polifagiczny charakter fitopatogena, Sclerotinia sclerotiorum, utrud-
nia jego zwalczanie poprzez zmianowanie roslin. W przypadku potrzeby
ochrony upraw ogrodniczych przed tym czynnikiem chorobotworezym
szczegolnie efektywne byloby =zastosowanie biologicznego zwalczania
z wykorzystaniem mikopasozytow, dla ktorych cialo wegetatywne oraz
sklerocja stanowia substrat odiywezy (Curle 1982). Takimi mozliwo-
§ciami wyrdiniaja sie grzyby z rodzajow Trichoderma i Gliocladium (L e-
bied iin. 1978; Huang 1978; Tu 1980; Elad i in. 1980; Sali-
na 1981; Dos Santos, Dhingra 1982). Obecnos¢ wymienionych
grzybow w zespolach mikroorganizméow wskazuje na przygotowanie sie
gleby do biologicznego oczyszczania z patogenéw przezywajacych w sro-
dowisku uprawnym (Lacicowa iin. 1983).

Prezentowane badania mialy na celu okreslenie oddzialywania Tri-
choderma koningii, T. viride, Gliocladium catenulatum i G. roseum
w stosunku do Sclerotinia sclerotiorum. Wymienione grzyby wystapily
w glebie srodowiska uprawnego fasoli, dla ktorej S. sclerotiorum jest
szcezegblnie szkodliwym patogenem (Wong 1in. 1980).
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MATERIAL I METODY BADAN

Przy analizowaniu oddzialywania T. koningii, T. viride, G. catenula-
tum i G. roseum w stosunku do S. sclerotiorum wzorowano sie na bada-
niach Huanga (1978) oraz Dos Santosa i Dhingra (1982)
W tym celu z 21-dniowych kultur badanych grzybéw wzrastajacych na
agarowej pozywee glukozowo-dekstrozowej (PDA — produkt firmy
Oxoid) przygotowywano trzymilimetrowe fragmenty. Na zestalona
w szalkach ~ Petriego pozywke PDA wykladano w odlegloici 5 cm po
jednym z kultury S i jednego
z analizowanych grzybow testowanych. Kontrole stanowily szalki z po-
zywka, na kiéra Ddszczeplann tylko po)edyncze grzyby. Dla kaidej kom-
binacji grzyba oraz kon-
troli, przygnlnwywann m zaszczepmnych szalek, po czym szalki prze-
trzymywano w temp. 21°C przy $wietle rozproszonym. Po 48 godzinach
przeprowadzano codziennie pomiary $rednicy kolonii wyszczepionych
grzybow, a przy wspdlnym wzrocie badano jeszcze ewentualne wyste-
powanie strefy inhibicyjnej oraz w razie przerastania kolonii S. sclero-
tiorum przez testowany grzyb okreslano rowniez Zywotnosé grzybni ba-
danego fitopatogena. W tym celu pobierano fragmenty grzybni S. scle-
rotiorum z kolonii, gdzie zaobserwowano narastanie grzyba testowanego
Nastepnie pobrang grzybnie przenoszono do probéwek ze sterylng woda

i poprzez g zawiesing zawiera-
1164 fragmenty grzybni, Po prreniesieniu kropli takie] zawiesiny na dno
szalek Petriego rozcieficzano jg sterylng woda destylowang i zalewano
nie zestalong pozywka PDA o temp. 40°C. W razie wyrastania kolonii
odszezepiano je na skosy przygotowane z pozywki PDA, a po 7 dniach
rozpoczynano badania majqce na celu okreslenie przynaleznosci gatun-
kowej.

0 ile podezas wspolnego wzrostu S. sclerotiorum tworzyla przetrwal-
niki, na ktérych mozna bylo zauwazy¢ rozwéj grzyba testowanego, to
wowezas, oprécz grzybni fitopatogena, pobierano do badai rowniez skle-
rocja. Analizowane sklerocja odkazano przez zanurzemie na 30 sekund
w 1,7% roztworze podchlorynu sodu oraz na 1 minute w 70% etanolu.
Po oplukaniu w trzech kolejnych wysterylizowanych wodach destylowa-
nych wykladano je do szalek Petriego na zestalony 1,5%-owy agar
wodny (5 sklerocjow na szalke) i po 10 dniach przetrzymywania szalek
w temp. 20°C okreslano ich Zywotnosé. W razie wyrastania grzybni

woksl praetr ja na skosy z PDA.
W drugie] seril bada analizowano tylko wplyw grzybow testowanych
na zywotnos¢ S. i przez S. na

pozywee PDA pi i i odkazone iowo sposobem opi-
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sanym wczesniej zanurzano w zawiesinie zawierajacej w 1 ml 10% koni-
diow grzyba testowanego. Zawiesine konidiow sporzgdzono przez opluka-
nie sterylng woda destylowana kultur testowanych grzybow, wzrastajg-
cych przez 9 dni na pozywce PDA. Sklerocja kontrolne zanurzano w ste-
rylnej wodzie destylowanej. Tak przygotowane przetrwalniki umieszcza-
no w glebie spod uprawy fasoli, poddanej weczeéniej analizie mikologicz-
nej wg zmodyfikowanej przez Manke (1964) metody Warcupa (tab. 1).
Taka gleba o 30V, pojemnosci wodnej napelniano doniczki, po czym
analizowane sklerocja umieszczano na glebokosci 5 em. Dla jednego
grzyba testowanego i kontroli badano 40 sklerocjow w 4 doniczkach.
Po 28 i 56 dniach od wprowadzenia sklerocjow do gleby i przetrzymy-
wania doniczek w temp. 25°C wyjmowano po 20 sklerocjow z kaidej
kombinacji doswiadczenia i badano ich Zywotnosé w taki sam sposob,
jak w doswiadczeniu z pierwszej serii badan.

WYNIKI BADAN

Wyniki badan (ryc. 1) wskazuja, ze po trzech dniach wspélnego
wzrostu T. koningii wskutek silnego rozwoju zarosla 3/4 powierzchmi
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Ryc. 1. Oddzialywanie grzybow w stosunku do S. sclerotiorum; wskazana liczba
dni wspdlnego wzrostu: a—e — od dolu w gore
a — mikopazsodyt prrzeros! 14 powlerzehni kolonil S, sclerotiorum; b — mikopasodyt spowo-
dowal obumiecranie grzybni §. sclerotiorum na 1M przerodnigtej powlerzchni kolonii i rozwija
sieg na skleroclach S. sclerotiorum; ¢ — milkopasotyt przerOsl calsy kolonle | rozwija si¢ na
sklerocjach 5. sclerotiorum; d — mikopasolyt spowodowal catkowite ocbumieranie grzybni
8. sclerotiorum: e — mikopasotyt spowodowal destrukcje sklerocjbw S, sclerotiorum;

Tk — Trichoderma koningil, Tv — T. viride; G¢ — Glocladium catenuwlatum; Gr — . Toseum

Interactions between the fungi in relation to S. sclerotiorum; indicated number of

days of common growth; a—e — from the bottom to the top
@« — mycoparasite growing over 14 area of 5. sclerotiorum colony, b — mycoparasite caused
dying away of §. sclerotiorum mycelium In 14 overgrown area and developed on sclerotia
of §. sclerotiorum; ¢ — mycoparasite grew over the whole colony and developed on sclerotia
of 5. sclerotiorum; d — mycoparasite caused total dying away of 5. sclerotiorum mycelium;
¢ — mycoparasite caused destruction of sclerotia 5. sclerotiorum,;
Tk — Trichoderma koningti, Tv — T. viride; Gc — Gliocladium caltenulaium; Gr — G. roseum
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Tabela | — Table |

Wyniki analizy gleboznawcze) i mikoflora gleby uzytej do badad skutecznoici fungicydalnej
analizowanych grzybéw w stosunku do sklerocjdw 5. sclerotiorum

Results of soil analysis and mycoflora of soil used to investigate fungicidal efTiciency of analysed
fungi in relation to sclerotia §. sclerotiorum

Lp. Gatunek | Liczba izolatow

No Species ! MNumber isolates

T— Y N N ST R —— = I

| Alternaria alternata (Fr.) Keissler | 4
| Chaetomium globosum Kunze 1
| Chaetomium indicum Corda . 2
| Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries 1
| Papularia sphaerosperma (Pers.) Hohn. 3
K
6
|
3
3

Penicilliurm janthinelium Biour.
| Penicilfium vermiculatum Dang.
' Trichoderma kowningii Oud.
| - Trichoderma viride Pers.: 5. F. Gray
| Grzybnia ciemna nie owocujaca
Mycelium dark not sporulating
,!_ 3. AR >
' Total

S 0 0 =] % LA i W bk =

-

14

 e— — e ——— — —

?Iﬂw.lrtuﬁi przyswajalnych | Zawartosl

| Typ gleby oH | CaCO, | form w mg/ Imlg_gh’:b}' mikroelementow (ppm)
] Type of soil | o, | Content of assimilable Content

| form in mg/100 g soil of microelements (ppm)

PO, | KO | Mg | B | Cu | Mn| Zn |

Gleba brunatna | |
| na glinach 65 | 007 | 220 | 177

| | ] 94 | 035| 22 | 580 70
| i

Soil brown on |
clays

szalki, przerosta inokulum S. sclerotiorum 1 calkowicie sparalizowala
rozwoj tego fitopatogena. W przypadku T. viride po szesciu dniach wy-
tworzyla sie strefa inhibicyjna szerokosci 5 mm pomiedzy kolonia tego
grzyba, a kolonig S. sclerotiorum (ryc. 2a). Po dziesieciu dniach T. viride
rozpoczela wzrost na S sclerotiorum i na 21 dzien przerosta 1/4 po-
wierzchni kolonii badanego fitopatogena. Po dwu nastepnych dniach
stwierdzono zarodnikowanie gatunku T. viride na sklerocjach S. sclero-
tiorum. Dwudziestoczterodniowy wspolny wzrost spowodowal zarosnigcie
calej powierzchni szalki przez T. viride oraz catkowite obumarcie grzybni,
a po czterdziestu dniach rowniez destrukcje sklerocjow S. sclerotiorum

(ryc. 2c).

Sposob oddzialywania obydwu grzybow, G. catenulatum i1 G. roseum
w stosunku do S. sclerotiorum, by! podobny (ryc. 2b). Po dziewiegciu



Ryc. 2. a — Kolonie S. sclerotium i T. viride po szesciu dniach wspélne

b — Kolonie . selerotiorum iach wspbine

zarodnikujaca grzybi na powierachni kolon
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Tabela 2 — Table 2
Grzyby uzyskane re sklerocjow 8. sclerotiorum badanych w dodwiadczeniv wazonowym
Fungi obiained from the sclerotia 8. scleroriorem mvestigated in the pot experiment

Liczba dni

| Liczba Liczba sklerociow, |
prl'::trzym:.r- | badanych z ktorych wyrosly grzyby |
| wania sclero- | o nbinacja doswiadczenia | sklerocjow MNumber of sclerotia |
0w i glebie Combination experiment Number of which fungi grew
- ?‘u:lulnlla kept | of analysed |- .
in soil-number | sclerotia Tk T ' Ge Gr Sz |
. of days |
| | Trichoderma komingii | 20 | 20 0o| o] o o
Oud. | | | |
. | Trichoderma viride 20 | 0 20 0 0| 0
' Pers.: S.F. Gray '
28 | Glloctadhu catemplatens 20 | 0| 0| 20 o | o
Gilman et Abbout | | |
Gliocladium roseuwm 20 0O | O 0 20 0
- Bainier |
| Kontrola — Control | 20 0| O [F 9 0 20
| Trichoderma kowningii ': 20 20 | o| o 0 0
Oud. ] '
| Trichoderma viride 20 0 | 20 0 0 0
i Pers.: S.F. Gray | |
56 | Gliocladium catenwlatem | 20 0 o | 20 ol o
| Gliman et Abbott !
Gliocladium roseum 20 0 0| O 20 0
Bainier . ' |
Kontrola — Control | 20 ] 0| 0] O 20 |

Tk- T. koningii, Tv-T. viride, Ge- G, carenulrtum, Gr- G. roseum, 53-8, sclerotiorum

dniach wspoélnego wzrostu kolonie S. sclerotiorum zetknely sie z kolo-
niami Gliocladium spp. 1 wydawalo sie, ze badany fitopatogen ogranicza
rozwoj swoich partnerow w -2° skali opracowanej przez Manke 1 Ko-
walskiego (1968). Podczas nastepnych kolejnych dni Gliocladium
spp. zaczely sie jednak rozwija¢ na S. sclerotiorum i po jedenastu dniach
przerosty 1/4 powierzchni kolonii tego fitopatogena (rye. 2b). W ciagu
nastepnych trzech dni w przypadku G. catenulatum i czterech dni W przy-
padku G. roseum zaobserwowano dalsze przerastanie kolonii S. sclero-
tiorum przez te grzyby (ryc. 2e¢) 1 ich rozwdj na sklerocjach (rye. 2d).
W nastepstwie rozwoju Gliocladium spp. na grzybni i sklerocjach S. scle-
rotiorum dochodzilo sukcesywnie do utraty Zywotnosci strzepek i de-
strukeji sklerocjéw badanego fitopatogena.

Z przetrzymywanych w naturalnej glebie przez 28 dni sklerocjow
S. sclerotiorum z naniesionymi na powierzchnie zarodnikami grzybow
testowanych nie wyrosla na agarze wodnym zZadna kolonia badanego
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fitopatogena. Natomiast za kazdym razem obecne byly kolonie Tricho-
derma spp. lub Gliocladium spp. (tab. 2). Ponadto okolo 60Y, sklerocjow
w seril doswiadczenia z T. koningit ulegla destrukcji. W tym samym cza-
sie w przypadku kombinacji kontrolnej zawsze wyrastala z badanych
przetrwalnikéw typowa dla S. sclerotiorum grzybnia z formujgcymi sie
w niej sklerocjami (tab. 2).

Ponowne badania mikologiczne sklerocjow przetrzymywanych w za-
stosowanych warunkach przez 56 dni potwierdzily wczesniejsze wyniki
uzyskane z pierwszej serii badan. Po tym czasie sklerocja z kombinacji
doswiadezenia z T. viride 1 Gliocladium spp. nie roznily sie pokrojem od
sklerocjow kontrolnych (ryc. 2e). Natomiast wszystkie sklerocja zapra-
wione zarodnikami T. Koningii po oSmiu tygodniach od tego zabiegu
ulegly catkowitemu rozpadowi (ryc. 2f).

Do badan majacych na celu okreslenie oddzialywania wybranych
grzybow testowanych w stosunku do sklerocjow S. sclerotiorum uzyto
naturalng glebe. Byla to gleba brunatna na glinach o odezynie lekko
kwasnym (pH 6,9) i sredniej zawartosci makro- 1 mikroelementow (tab. 1).
Glebe pobrano w grudniu z pola, na ktérym w tym samym roku upra-
wiano fasole. Zbiorowiska grzybow wystepujacych w glebie reprezento-
walo dziewiec gatunkéw i ciemna grzybnia nie owocujgca. Wsrod wy-
osobnionych grzybow wystepowaly rowniez T. koningii 1 T. wvirude
(tab. 2).

DYSKUSJA I WNIOSKI

Biologiczne zwalczanie fitopatogenow polega na redukeji gestosci
inokulum lub oslabienia uzdolnien czynnika infekcyjnego w fazie aktyw-
nej wzglednie spoczynkowej, dokonanej za pomocs jednego lub wieksze]
liczby organizméow (Baker, Cook 1974). Biologiczne zwalczanie fito-
patogenow opiera sie na roiznych zjawiskach, a giéwnie konkurencji,
antybiozie i pasoiytnictwie. Dla uzyskania wickszego postepu w dziedzi-
nie biologicznego zwalczania czynnikéw chorobotworczych roslin przezy-
wajacych w glebie, obok analizy gleboznawcze] potrzebna jest analiza
mikrobiologiczna. Wyniki takiej analizy pozwalaja dopiero okresli¢ udzial
organizmow wrogich dla patogendéw w zespolach agrobiocenotycznych.
Autorki przedstawionego opracowania prowadzac badania nad wplywem
uprawy fasoli na mikoflore srodowiska glebowego zwrocily uwage na
wystepowanie w nim grzybow z rodzajow Trichoderma 1 Gliocladium,
ktore wg informacji z pis$miennictwa wyrozniajg sie szezegolnymi uzdol-
nieniami antagonistycznymi (Lebied i in. 1978; Huang 1978, Tu
1980: Elad i1 in. 1980: Salina 1981: Dos Santos, Dhingra
1982). Obecnos¢ tych grzybow zasygnalizowala wiec potrzebe podjecia
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badan okreslajgcych ich potencjalne mozliwosei w niszczeniu materialu
infekcyjnego S. sclerotiorum. Sklerocja omawianego patogena wytwa-
rzajg owocniki w nastepnym sezonie wegetacji, a uwalniane z nich za-
rodniki workowe dokonywaja pierwszych zakazen roslin (A bawi,
Grogan 1970; Cook 1 in. 1973). Zarodniki workowe stanowisg szcze-
golne zagrozenie chorobowe dla fasoli, poniewaz grzybnia S. sclerotio-
rum tworzona przez sklerocja nie poraza omawianej rosliny (A bawi,
Grogan 1970). Dlatego mikopasozyly, ktore hamujg tworzenie skle-
rocjow, wzglednie powodujq ich rozkliad w pasywnym okresie zycia pato-
gena uniemozliwiaja wytwarzanie owocnikow i przez to przyczyniaja sie
do zanikania jednostek propagacyjnych.

Przeprowadzone badania wykazaly, ze wszystkie analizowane gatunki,
tj. G. catenulatum, G. roseum, T. koningii 1 T. viride, odgrywaja role
mikopasozytéw w stosunku do S. sclerotiorum. Wskazuje na to pasozyto-
wanie tych grzyboéw zaréwno na grzybni jak i1 na sklerocjach. Najbar-
dziej efektywnym mikopasozytem okazal sie gatunek T. koningit, ktory
poprzez bardzo dynamiczny wzrost i kolonizowanie S. sclerotiorum ha-
mowal rozwdj tego patogena i przez to uniemozliwial tworzenie sklero-
cjow. Natomiast w przypadku pasozytowania na sklerocjach mikopasozyt
ten powodowatl ich destrukeje juz po czterech tygodniach. Grzyby z ro-
dzaju Trichoderma cechuje szczegdolna aktywnos$é antagonistyczna w sto-
sunku do fitopatogenow. Wynika ona z duzych uzdolnien konkurencyj-
nych, wytwarzania substancji antybiotycznej odpowiadajgcej pod wzgle-
dem chemicznym kwasowi 6-aminopeniciliowemu (Lebied i in. 1978)
oraz swoistego sposobu pasozytowania poprzez lize i przerastanie strze-
pek (Elad iin. 1980).

Informacje w pisSmiennictwie dotyczacym mikopasozytnictwa T. viride
w stosunku do 5. sclerotiorum sa kontrowersyjne. Jones i Watson
(1969) oraz Huang (1980) uznali ten grzyb za mikopasozyta omawia-
nego patogena, natomiast w badaniach Dos Santos 1 Dhingra
(1982) okazal si¢ on apatogeniczny. Dyskutowane badania potwierdzaja
role T. viride jako mikopasozyta S. sclerotiorum i1 wskazujag za Dos
Santos i Dhingra (1982) na potrzebe dolaczenia do wykazu miko-
pasozytow S. sclerotiorum gatunku T. koningii.

Sposrod analizowanych grzybow, ktore byly przedmiotem omawia-
nych badan okazaly sie mikopasoiytami S. sclerotiorum rowniez G. cate-
nulatum i1 G. roseum, uznane wczesniej za posozZytujgce na sklerocjach
tego fitopatogena (Barnett, Lilly 1962, Huang 1978). Podobna
szkodliwosé obydwu gatunkéw wynikajagca z wykorzystywania grzybni
1 sklerocjow jako podloza pokarmowego wskazuje na taki sam sposéb
pasozytowania. Pasozytowanie grzybom z redzaju Gliocladium poprzez
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zasiedlanie i penetracje strzepek oraz skleroecjow ulatwiaja wydzielane
enzymy 1 zdolnosé¢ do wytwarzania przylg (T u 1980).

Nadpasozytnictwo jest zjawiskiem szczegélnie korzystnym, o ile za-
chodzi potrzeba zmniejszania ilosci jednostek propagacyjnych fitopato-
genow o polifagicznym charakterze, przezywajacych w Srodowisku gle-
bowym. Do takiego typu czynnikow chorobotwoérezych nalezy wilasnie
S. sclerotiorum. Z przeprowadzonych badan wynika, 7e omawiane miko-
pasozyty moga by¢ wykorzystywane do zwalczania biologicznego S. scle-
rotiorum. Obydwa gatunki z Trichoderma spp. i Gliocladium spp. oka-
zaly sie bowiem skutecznymi mikopasozytami, a ich zaletami s3: szybki
wzrost, obfite zarodnikowanie i latwe rozprzestrzenianie sie.

Ponadto wyniki omawianych badan upowainiaja do wnioskowania,
ze grzyby te po wprowadzeniu do gleby nie sa wypierane z tego srodo-
wiska przez inne mikroorganizmy. W przypadku zagrozenia chorobowego
upraw rolniczych i ogrodniczych przez S. sclerotiorum zwiekszanie sie
populacji Trichoderma spp. i Gliocladium spp. w glebie pod wplywem
stosowanych roslin na polu plodozmianu mozna uznac¢ za wskaznik ko-
rzystnych zmian przyczyniajacych sie do obniZzania potencjalu inckula-
cyjnego.

LITERATURA

Abawi G. 5, Grogan R. G, 1975, Source of primary inoculum and effects of
temperature and moisture on infection of beans by Whetzelinia sclerotiorum.
Phytopathology 65 ; 300 - 309,

Baker K. F, Cook R. J., 1974, Biological control of plant patogens, San Fran-
cisco.

Barnett H. L., Lilly V. G. 19862 A destructive mycoparasite Cliocladium
roseum. Mycologia 54 : 72 - T7.

Cook G.E., Steadman J. R.,, Boosalis M. G. 1875, Survival of Whetzelinia
sclerotiorum and initial infection of dry edible beans. Phytopathology 635 : 250 -
- 754

Curl E. A, 1982, The rhizosphere: relation to pathogen behavior and root disease,
Plant Diszease 66 : 623 - 630.

Dos Santos A, F,, Dhingra 0. D, 1982, Pathogenicity of Trichoderma spp.
on the sclerotia of Sclerotinia sclerotiorym. Can. J. Bot. 60 ; 472 - 475,

Elad Y., Chet J., Katan J. 1980, Trichoderma harzianum: a biocontrol agent
effective against Sclerotium rolfsii and Rhizoctonia solani., Phytopathology
T0:119-121.

Huang H., 1978, Gliocladium caienulatum: hyperparasite of Sclerotinia sclerotio-
rum and Fusarium species. Can. J, Bot. 52 : 2243 - 2246,

Jones D, Watson D, 19689, Parasitism and lysis by fungi of Sclerotinta scle-
rotiorum (Lib.) de Bary, a phytopathogenic fungus. Nature 224 : 287 - 288.
Lebied E. 5., Nowikova N. D, Kuzn'ecov W. D. 1978, Obrazowanie
penicillinov i G-aminopenicillianovoj kisloty nekotorymi wvidami roda Tricho-

derma. Mikol. 1 Fitopat. 12 : 103 - 106.



133

MAKKS K. to0s Prthy. dultiess loakcpslenla siodviikowase] metody Waseuon
Buwai) iy 2 gleby. PTPN, Pr. Kom.
29~

wante K, alski S, 1968, Wplyw zespolow grzybow glebowych z dwu
szkolek lmycn sosnowe) | jesionowej na rozwdj grzyba zgorzelowego Fusa
rium ozysporum Schl. Pozn. Tow. Przyj. Nauk 25 : 197 - 205.

Salina O. A, 1881, Vidy gribov roda Trichoderma Fr. w pofwach litowskoj SSR.
Mikol. | Fitopat, 15:101 -

Tu J. C, 1980, Gliocladium R destructive mycoparas
tiorum. Phytopathology 70670~

Wong 3 &, Gox % o ynard 3, R 20t Wtalfosoda grémiiere
research progress, J. Agr. Tosman 511108~

of Sclerotinia sclero~




		2014-09-03T19:47:20+0200
	Polish Botanical Society




