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Biological activity of Trichoderma spp. in greenhouse and in vitro studies

Biologiczna aktywnos¢ Trichoderma spp. w badaniach szklarniowych oraz in vitro

Altynai Mambaeva’, llona Swierczyriska?*, Katarzyna Pieczul?, Kenzhali Khidirov?,

Amankeldy Sadanov?, Olga Shemshura3, Bozena tozowicka*

Summary

Study of the biological activity of Trichoderma included 4 isolates of T. asperelleum, T. harzianum, T. atroviride and plant pathogens:
Fusarium avenaceum, F. culmorum, F. graminearum, F. poae, Oculimacula yallundae and Rhizoctonia cerealis. The cultures were grown
as dual culture (pathogen/antagonist) under the laboratory conditions and the linear growth of the fungi was compared in the following
days. In the greenhouse experiment, the influence of Trichoderma fungi on the mass of aboveground parts of maize, winter wheat and
rapeseed was evaluated. Trichoderma isolates showed significant antagonistic activity to the pathogens tested in in vitro experiment. In
both greenhouse tests, the beneficial effect of Trichoderma spp. was found on the mass of aboveground parts of plants in combination
with wheat and oilseed rape. The results obtained in combination with maize showed no significant differences.
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Streszczenie

W badaniach biologicznej aktywnosci grzybow rodzaju Trichoderma wykorzystano 4 izolaty T. asperellum, T. harzianum, T. atroviride
oraz patogeny roslinne: Fusarium avenaceum, F. culmorum, F. graminearum, F. poae, Oculimacula yallundae i Rhizoctonia cerealis. W do-
$wiadczeniu laboratoryjnym prowadzono hodowle bikultur (patogen/antagonista), porownujgc w kolejnych dniach wzrost liniowy grzy-
bow. W czesci szklarniowej doswiadczenia oceniano wptyw grzybdw z rodzaju Trichoderma na mase czesci nadziemnej kukurydzy, pszeni-
cy ozimej oraz rzepaku. W doswiadczeniu in vitro izolaty Trichoderma wykazaty istotne dziatanie antagonistyczne w stosunku do badanych
patogendéw. W obu wariantach testu szklarniowego stwierdzono korzystny wptyw Trichoderma spp. na mase czesci nadziemnej roslin
w kombinacji z pszenicg i rzepakiem. Wyniki uzyskane w kombinacji z kukurydzg nie wykazaty istotnych réznic.

Stowa kluczowe: Trichoderma spp., biologiczna aktywnos¢, patogen, antagonista
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Wstep / Introduction

Grzyby z rodzaju Trichoderma naleza do grupy mikro-
organizméw odgrywajacych znaczaca role w $rodowisku
naturalnym, wystepuja powszechnie na calym $wiecie za-
siedlajac glebe i materi¢ organiczna (Howell 2003). Wiele
gatunkéw tego rodzaju, miedzy innymi: Trichoderma aspe-
rellum, Trichoderma atroviride, Trichoderma hamatum,
Trichoderma harzianum, Trichoderma koningi, Trichoder-
ma virens, Trichoderma viride zalicza si¢ do silnych anta-
gonistow ograniczajacych rozwdj wielu gatunkow grzybow
patogenicznych (Zafari i wsp. 2008; Piegza i wsp. 2009;
Rajeswari i Kannabiran 2011; Gaikwad i wsp. 2018). Ich
dziatanie przeciwko patogenom opiera si¢ posrednio na ry-
walizacji o skladniki pokarmowe i przestrzen do wzrostu
oraz bezposrednio poprzez wytwarzanie metabolitow anty-
biotycznych i mykopasozytnictwo (Howell 2003; Benitez
i wsp. 2004; Wojtkowiak-Gebarowska 2006). Grzyby z ro-
dzaju Trichoderma zasiedlajace strefe ryzosfery mogg ko-
rzystnie wptywac na wzrost i rozwdj roslin. Potwierdzaja to
wyniki licznych badan (Akladious i Abbas 2012; Hermosa
i wsp. 2012; Zhang i wsp. 2013). Stymulacja wzrostu moze
odbywac si¢ migdzy innymi poprzez zwigkszenie dostgpno-
sci sktadnikéw pokarmowych i ich przyswajalnosci przez
rosliny (Altomare i wsp. 1999; Wojtkowiak-Ge¢barowska
2006; Shoresh i Harman 2008). Trichoderma spp. moga tak-
ze indukowa¢ odporno$¢ roélin oraz produkowaé zwigzki
stymulujace ich wzrost i rozwoj (analogi hormondéw roslin-
nych) (De Meyer 1 wsp. 1998; Benitez i wsp. 2004; Vinale
i wsp. 2008a).

Mimo, ze stosowanie $rodkow chemicznych jest naj-
prostsza metoda ochrony roslin uprawnych stale ros$nie za-
interesowanie biologicznymi metodami zwalczania choréb
(Dubey i wsp. 2007). Preparaty ochrony roslin zawierajgce
wyselekcjonowane szczepy mikroorganizmow sg obiecu-
jaca alternatywa dla $rodkéw chemicznych (Monte 2001;
Vinale i wsp. 2008b). Grzyby z rodzaju Trichoderma cha-
rakteryzuja si¢ wysoka aktywnoscig fizjologiczna oraz zdol-
no$cia do hamowania wzrostu wielu gatunkow grzybow pa-
togenicznych, co sprawia ze znajduja si¢ w sktadzie wielu
biologicznych §rodkéw ochrony roslin (Nosir 2016; Kumar
iwsp. 2017; Mambaeva i wsp. 2018). Niektore gatunki z ro-
dzaju Trichoderma sa rdwniez wykorzystywane w roznych
galeziach przemystu, gtéwnie w produkcji enzymow, anty-
biotykow i innych metabolitoéw. Wsrdd grzybow z rodzaju
Trichoderma wyrdzniamy gatunki chorobotworcze dla lu-
dzi i zwierzat (Btaszczyk i wsp. 2014).

Materialy i metody / Materials and methods

W badaniu laboratoryjnym wykorzystano 6 izolatow
antagonistycznego grzyba Trichoderma: T. harzianum

i T. atroviride pochodzace z kolekcji Zaktadu Mykologii

Instytutu Ochrony Roslin — Panstwowego Instytutu Ba-
dawczego oraz 4 izolaty 7. asperellum (T.a. 10, T.a. 30,
T.a. AHT, T.a. M) pochodzace z kolekcji Instytutu Mikro-
biologii i Wirusologii w Atmatach w Kazachstanie oraz
6 kultur grzybow patogenicznych: Fusarium avenaceum,
Fusarium culmorum, Fusarium graminearum, Fusarium
poae, Oculimacula yallundae 1 Rhizoctonia cerealis wy-
izolowanych z pszenicy w Zaktadzie Mykologii Instytutu
Ochrony Roslin — Panstwowego Instytutu Badawczego
w Poznaniu.

Identyfikacja gatunkowa poszczegdlnych izolatow
zostata potwierdzona na podstawie wynikoéw analizy se-
kwencji rybosomalnego DNA. Genomowy DNA testowa-
nych izolatow wyizolowano ze §wiezej grzybni, hodowanej
w temperaturze pokojowej przez 10 dni na pozywce stalej
PDA (Potato Dextrose Agar, Oxoid). Grzybni¢ zeskrobano
z pozywki za pomocg sterylnego skalpela i roztarto w moz-
dzierzu z dodatkiem sterylnego piasku kwarcowego. 1zo-
lacje DNA przeprowadzono przy uzyciu Plant Fungi DNA
Isolation Kit (Norgen Biotek) zgodnie z protokotem produ-
centa. W reakcji PCR (polymerase chain reaction) zastoso-
wano startery ITS 111TS 5 (White i wsp. 1990). Ostateczna
objetos¢ reakcji wynoszaca 12,5 pl zawierata: 0,2 pl 10 uM
starterow ITS 51 ITS 4, 1,25 pl 10-krotnego buforu Dream
Tag (Thermo Fisher Scientific), 0,25 pul 200 pM mieszaniny
dNTP (Thermo Fisher Scientific), 0,05 pl 5 U Dream Taq
DNA polimerazy (Thermo Fisher Scientific), 1,5 ul roz-
tworu DNA o stezeniu 30 ng/h oraz 9,25 pl sterylnej wody
destylowanej. Zastosowano nastepujacy profil termiczny
reakcji PCR: poczatkowa denaturacja przez 4 min w 95°C;
39 cykli ztozonych z: denaturacji 40 s w 94°C, hybrydyzacji
starterow 40 s w 53°C, elongacji 90 s w 72°C; ostateczna
elongacja — 5 min w temperaturze 72°C. Rozdziat elektro-
foretyczny przeprowadzono w buforze 1x TBE przy 60 V
w 2% zelu agarozowym (Basica LE GQT, Pronat) zabar-
wionym Midori Green (Nippon). Fragment DNA kodujacy
600 pz poddano analizie sekwencyjnej (dideoksy Sanger).
Analiz¢ wynikow sekwencjonowania przeprowadzono
w programie MEGA 6.

Testowane grzyby wyszczepiano parami (patogen
/antagonista) na przygotowang wczesniej pozywke PDA
na ptytkach Petriego 90 mm. W tym celu wyciete korko-
borem krazki (5 mm) z inokulum odpowiedniego grzy-
ba przenoszono, umieszczajac je po przeciwnych stro-
nach plytki Petriego w odlegtosci okoto 5 mm od brzegu.
W kombinacji kontrolnej wyszczepiano poszczegolne
grzyby pojedynczo. Hodowle prowadzono w temperaturze
21°C. Co dwa dni od momentu inokulacji mierzono pro-
mienie kolonii grzybow, poréwnujac wzrost liniowy poje-
dynczych kultur na ptytkach kontrolnych ze wzrostem li-
niowym kolonii w bikulturach. W kazdej kombinacji zasto-
sowano 3 powtorzenia. Do analizy wykorzystano pomiary
wykonane po 10 dniach. Wyniki uzyskane w do§wiadcze-
niu opracowano statystycznie za pomocg analizy wariancji
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dwuczynnikowej przy uzyciu testu Duncana, na poziomie
istotnosci a = 0,05.

Doswiadczenie szklarniowe przeprowadzono w dwoch
wariantach z wykorzystaniem 3 gatunkow roslin upraw-
nych: kukurydzy, pszenicy ozimej i rzepaku oraz 3 gatun-
kéw antagonistycznego grzyba Trichoderma: T. asperellum
(izolat T.a. 30), T. harzianum oraz T. atroviride. Rosliny
wysiewano do donic wypelionych ziemiag do wysiewu
i pikowania Kronen w ilo$ciach po 25 (pszenica, rzepak) lub
15 (kukurydza) sztuk nasion na donicg. Uzyte w doswiad-
czeniu grzyby z rodzaju Trichoderma zastosowano w for-
mie zawiesiny, ktora otrzymano przez sptukiwanie woda
destylowang zarodnikow wraz z grzybnig powierzchniowa
z wyhodowanych wczeéniej tygodniowych kultur. Otrzy-
mane zawiesiny rozcienczano do uzyskania st¢zenia za-
rodnikéw na poziomie 10%/ml. W wariancie pierwszym,
nasiona wykorzystanych w do$wiadczeniu roslin zapra-
wiano zawiesing zarodnikéw poszczegoélnych gatunkow
Trichoderma spp. W tym celu moczono nasiona przez
10 minut w zawiesinie zarodnikdw i nastgpnie wysie-
wano do donic. W wariancie drugim, ro$liny wysiewano
i po uptywie tygodnia za pomocg pipety podlewano kaz-
da siewke zawiesing zarodnikow Trichoderma spp. w ilo-
$ci 1,5 ml na rosling. Dla kazdej kombinacji zastosowano
3 powtdrzenia. Doswiadczenie szklarniowe w obu warian-
tach prowadzono w temperaturze 25°C utrzymujac przez
caly czas wyrownane warunki wilgotnosciowe. Po uptywie
4 tygodni wzrostu dokonano oceny doswiadczenia. Od-
dzielono czgs¢ nadziemna badanych roslin i zwazono. Uzy-
skane wyniki opracowano statystycznie za pomocg analizy
wariancji dwuczynnikowej przy uzyciu testu Duncana, na
poziomie istotnosci a = 0,05.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Oznaczenia taksonomiczne wszystkich badanych izola-
tow zostaly potwierdzone na podstawie analizy sekwencji
rybosomalnego DNA (rejon ITS 1 — 5,8 rDNA — ITS2).

Badane izolaty Trichoderma charakteryzowaly si¢ szyb-
kim tempem wzrostu. Po 10 dniach od momentu zatozenia
doswiadczenia grzybnie pokrywaty cata powierzchnig pty-
tek Petriego zaréwno w bikulturach, jak i monokulturach
(proby kontrolne). Wolniejszym tempem wzrostu wykazat
si¢ tylko jeden izolat T asperellum (T.a. AHT) (tab. 1).
Jest to istotna cecha ze wzgledu na mozliwos¢ konkurencji
o przestrzen do wzrostu badanych szczepdow Trichoderma
z koloniami patogendow (Popiel i wsp. 2008). W bikulturach
grzybnie patogenow rozwijaly sie¢ do momentu zetknie-
cia z grzybnig antagonisty lub do momentu zblizenia obu
grzybni i wytworzenia strefy hamowania (tab. 2). Po
10 dniach hodowli izolaty 7. asperellum (T.a. 1M, T.a. 10
oraz T.a. 30) catkowicie porosty grzybni¢ wszystkich pato-
genow silnie ograniczajac ich wzrost. Najmniej inwazyjny
okazat si¢ izolat T.a. AHT. Wolny wzrost grzybni tego izo-
latu pozwolil na szybszy przyrost kolonii grzyboéw patoge-
nicznych, jednak znacznie mniejszy w poréwnaniu z kon-
trola w monokulturach. Izolaty 7. harzianum i T. atroviride
po 10 dniach inkubacji porosty cala powierzchni¢ pozywki
do granicy z kolonig patogena lub zostawiajac niewielka
strefe hamowania. Szybko rosnacy R. cerealis byt jedno-
czesnie najmniej odporny na agresywne dziatanie 7. harzia-
num i T. atroviride, gdyz jako jedyny patogen w bikulturach
z tymi antagonistami zostal przez nie porosnigty (tab. 1, 2).
Skuteczne ograniczanie wzrostu i zarastanie grzybni pato-
gendéw przez Trichoderma spp. w bikulturach potwierdza-

Tabela 1. Promien grzybni Trichoderma spp. w bikulturze z patogenem [mm)]
Table 1. Mycelium radius of Trichoderma spp. in bicultures with pathogen [mm]

Trichoderma Trichoderma Trichoderma Trichoderma . .
Gatunek grzyba Trichoderma Trichoderma
Speci £ fun asperellum asperellum asperellum asperellum harzi rovirid
pec €S 01 Tu gus 10 30 lM AHT arzianum atroviride
Fusarium 75,00 ¢ 75,00 ¢ 75,00 ¢ 44,00 be 75,00 75,00
avenaceum
Fusarium 75,00 e 75,00 e 75,00 e 3833 a 75,00 e 75,00
culmorum
Fusarium 75,00 ¢ 75,00 ¢ 75,00 ¢ 4733 cd 75,00 ¢ 75,00 ¢
graminearum
Fusarium 75,00 75,00 75,00 e 40,33 ab 75,00 e 75,00 e
poae
Oculimacula 75,00 e 75,00 75,00 e 50,00 d 75,00 ¢ 75,00 ¢
vallundae
Rhizoctonia 75,00 75,00 ¢ 75,00 e 46,33 ¢d 75,00 e 75,00 €
cerealis
Kontrola 75,00 ¢ 75,00 ¢ 75,00 ¢ 40,00 ab 75,00 ¢ 75,00 ¢
Control

Srednie oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢ istotnie przy poziomie o = 0,05
Mean values marked with the same letters were not statistically significant o = 0.05
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Tabela 2. Promien grzybni patogena w bikulturze z Trichoderma spp. [mm]
Table 2. Mycelium radius of pathogen in bicultures with Trichoderma spp. [mm]

Gatunek grzyba Fusarium Fusarium Fusarium Fusarium Oculimacula Rhizoctonia
Species of fungus avenaceum culmorum graminearum poae yallundae cerealis
Trichoderma 1,67 a-c 3,00 a-e 1,00 ab 6,67 d-g 0,00 a 21,67
asperellum 10
Trichoderma 2,33 a-d 1,67 a-c 1,67 a-c 6,67 d-g 0,00 a 20,33
asperellum 30
Trichoderma .
asperellum 1M 4,00 a-f 8,00 fg 2,67 a-d 8,33 fg 0,00 a 19,33 ij
Trichoderma .
asperellum AHT 6,00 c-g 18,00 h-j 9,67¢g 14,67 h 1,67 a-c 31,00 k
Trichoderma 2,00 a-d 8,33 fg 5,67 b-g 8,67 fe 0,00 a 18,00 h-j
harzianum
Trichoderma . .
.. 2,67 a-d 15,33 hi 3,00 a-e 7,67 e-g 0,00 a 19,67 4

atroviride
Kontrola 1033 g 68,67 m 31,33k 44,001 2,00 a-d 75,00 n
Control

Srednie oznaczone tymi samymi literami nie roznia si¢ istotnie przy poziomie o = 0,05
Mean values marked with the same letters were not statistically significant o = 0.05

ja prace innych autorow (Zafari i wsp. 2008; Piegza 1 wsp.
2009; Rajeswari i Kannabiran 2011; Gaikwad i wsp. 2018).
Izolaty Trichoderma spp. moga rozni¢ si¢ jednak stop-
niem ograniczania wzrostu tego samego patogena (Popiel
i wsp. 2008; El-Komy i wsp. 2015). W badaniach szczepoéw
T asperellum i T. album wyizolowanych z ryzosfery roslin
warzywnych wykazano wyzsza aktywno$¢ antybiotyczna,
jak i mykopasozytniczg T. asperellum (Mambaeva i wsp.
2018). Ommati i Zaker (2012) stwierdzili hamujaca aktyw-
nos$¢ szczepow Trichoderma brevicompactum, Trichoderma
asperellum i Trichoderma longibrachiatum na wzrost Fusa-
rium sp. — patogena ziemniaka. Antagonistyczna aktywnos¢
izolatow Trichoderma zostala rdwniez potwierdzona prze-
ciwko szarej ple$ni wywotanej przez grzyb Botrytis cinerea,
ktory jest patogenem wielu upraw (Bogumit i wsp. 2013).
Podczas makroskopowej oceny kondycji roslin nie od-
notowano objawow chorobowych na podstawach lodyg
i korzeniach zaréwno roslin kontrolnych, jak i traktowanych
Trichoderma spp. Na podstawie przeprowadzonych badan
stwierdzono korzystny wptyw Trichoderma spp. na mas¢
lisci pszenicy. Srednia masa 25 ro$lin wyrostych z nasion
zaprawianych wczesniej zawiesing zarodnikow 7. aspe-
rellum (T.a. 30) i T atroviride byta wigksza niz w kontroli
odpowiednio o 3,10 i 2,43 g (tab. 3). Podlewanic zawie-
sing zarodnikéw, tygodniowych siewek pszenicy, pozwoli-
o uzyska¢ wicksza mase czesci nadziemnej w przypadku
T harzianum i T. atroviride — odpowiednio 0 3,03 12,40 g
wigkszg niz w probie kontrolnej (tab. 3). Pozytywny wpltyw
T harzianum na parametry wzrostu siewek pszenicy w wa-
runkach kontrolnych oraz w warunkach zasolenia podtoza
stwierdzit Rawat i wsp. (2011) oraz Zhang i wsp. (2013,
2016) badajac w podobnych warunkach 7. longibrachiatum.
Roéwniez inni badacze stwierdzili korzystny wptyw Tricho-
derma spp. na suchg mase siewek pszenicy (Shivanna i wsp.
1996; Zafari i wsp. 2008). Donoso i wsp. (2008) zaobser-

wowali pozytywny wptyw 7. harzianum na wielkos$¢ suchej
masy pszenicy w warunkach deficytu wody.

Badania rzepaku wykazaty wyraznie korzystny wpltyw
T. asperellum (T.a. 30) na otrzymang masg¢ cz¢sci nadziem-
nej roslin. W probie, w ktorej podlewano tygodniowe siew-
ki zawiesing zarodnikow uzyskano $rednig mase¢ 25 roslin
wigksza 0 6,93 g niz w kontroli. Jednak zaprawianie na-
sion rzepaku zawiesing zarodnikéw T. asperellum T.a. 30
nie przyczynito si¢ do zwigkszenia masy roslin. Wyniki
traktowania nasion/siewek rzepaku zawiesing zarodnikow
pozostatych gatunkow Trichoderma nie roznity si¢ istotnie
w poréwnaniu z probag kontrolng (tab. 3). W badaniach Maag
i wsp. (2014) stwierdzono pozytywny wptyw 1. atroviride
na parametry wzrostu roslin rzepaku ozimego. Obserwo-
wany byt takze korzystny wptyw niektorych metabolitow
wtornych Trichoderma spp. na wzrost ro$lin rzepaku (Vina-
le i wsp. 2008a).

W badaniach Sankar i Sharma (2001) zaobserwowano
poprawe wszystkich danych biometrycznych i sktadnikow
plonu kukurydzy po uprzednim traktowaniu nasion 7. viri-
de. Podobnie w badaniach Akladious i Abbas (2012), za-
stosowanie 7. harzianum poprzez wprowadzenie do gleby
lub zaprawianie nasion kukurydzy przyczynito si¢ do wzro-
stu wszystkich mierzonych parametrow. W niniejszym do-
$wiadczeniu w obu wariantach nie zaobserwowano korzyst-
nego wptywu badanych gatunkow Trichoderma na masg
roslin kukurydzy (tab. 3). Roéwniez Abd El-Hamed i wsp.
(2011) badajac wptyw Trichoderma spp. na procent kiet-
kowania nasion kukurydzy nie stwierdzili istotnej roznicy
mig¢dzy probg doswiadczalng a kontrolng. W badaniu Mao
i wsp. (1997), siewki kukurydzy wyroste z nasion trakto-
wanych uprzednio 7. viride i wysiewanych do niezainfeko-
wanej gleby, nie wykazaly wickszej masy 1 wysoko$ci niz
siewki w probie kontrolnej. Podobnie Macek i Celar (1990)
stwierdzili, ze traktowanie nasion kukurydzy 7. longibra-
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Tabela 3. Srednia waga 25 ro$lin traktowanych zawiesing Trichoderma spp. w dwéch wariantach [g]
Table 3. The average weight of 25 plants treated with Trichoderma spp. suspension in two variants [g]

Antagonista Zaprawianie Podlewanie Kontrola
Antagonist Seed treatment Sprinkling Control

Kukurydza — Maize

Trichoderma asperellum T.a. 30 84,20 a 76,40 a
Trichoderma harzianum 79,00 a 78,43 a 87,37 a
Trichoderma atroviride 83,93 a 79,10 a

Pszenica — Wheat

Trichoderma asperellum T.a. 30 21,30 b 19,63 ab
Trichoderma harzianum 20,40 ab 21,23 b 18,20 a
Trichoderma atroviride 20,63 b 20,60 b

Rzepak — Oilseed rape

Trichoderma asperellum T.a. 30 27,00 a 34,70 b
Trichoderma harzianum 30,83 ab 31,53 ab 27,77 a
Trichoderma atroviride 28,97 ab 29,57 ab

Srednie oznaczone w rzedach tymi samymi literami nie roznig si¢ istotnie przy poziomie a = 0,05
Mean values marked in rows with the same letters were not statistically significant o= 0.05

chiatum nie miato jednolitego wplywu na zielong mas¢ 2. Najsilniejsze wasciwosci mykopasozytnicze odnotowa-
1 wysokos¢ ro$lin. no dla 3 szczepow T. asperellum.
3. Odnotowany zostal korzystny wplyw zaprawiania na-

sion Trichoderma spp. na zielona masg¢ pszenicy i rzepa-
Whnioski / Conclusions ku.

1. Izolaty Trichoderma zastosowane w doswiadczeniu
laboratoryjnym wykazaly antagonistyczne dziatanie
w stosunku do badanych patogendw.
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