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Trichoderma spp. as a seed dressing bioproduct
against damping-off seedlings of vegetables crops

Trichoderma spp. jako zaprawa nasienna
przeciwko zgorzelom siewek roslin warzywnych

Jan Sobolewski, Aleksandra Gidelska, Magdalena Szczech, J6zef Robak

Summary

The aim of study was to assess the effect of carrot seed dressing with selected isolates of the fungus Trichoderma spp. against
damping-off seedlings of carrots. It was shown that the used isolates of Trichoderma spp. significantly reduced the infection of
germinating seeds and carrots seedlings by the pathogenic fungus species Pythium spp. The use of Trichoderma spp. more efficiently
affected the height and weight of the tested carrot seedlings as compared to thestandart seed dressing Zaprawa Nasienna
T 75 DS/WS, as well as the biopreparation based on Trichoderma harzianum. No effect of phytotoxicity of Trichoderma spp. isolates
used on seed germination and the development of carrot seedlings was started.
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Streszczenie

Badano wptyw zaprawiania nasion marchwi nowymi izolatami grzyba Trichoderma spp. na ograniczenie zgorzeli siewek
spowodowanej przez Pythium spp. oraz wzrost i mase siewek. Wykazano korzystne dziatanie Trichoderma spp. w ograniczeniu infekcji
kietkujgcych nasion marchwi i siewek przez organizm Pythium spp. wystepujacy w podtozu. Obserwowano istotng zwyzke zaréwno
wysokosci, jak i ogdlnej masy siewek marchwi po zastosowaniu izolatéw Trichoderma w stosunku do standardowej zaprawy Zaprawa
Nasienna T 75 DS/WS, a takze w poréwnaniu do komercyjnej zaprawy nasiennej zawierajgcej Trichodrma viride. Badane izolaty nie
miaty fitotoksycznego dziatania na kietkujace nasiona i siewki marchwi.
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Wstep / Introduction

Grzyb Trichoderma spp. jest powszechnie znany jako
organizm antagonistyczny, wykorzystywany do ograni-
czania grzybow patogenicznych w uprawie wielu roslin
(Nederloff 2001; Weber i wsp. 2001; Alfanoi wsp. 2007,
Ebtsam 1 wsp. 2009). Istnieja izolaty tego grzyba, rézniace
si¢ antagonistycznym dziataniem w stosunku do wybra-
nych patogenéw (Benitez 1 wsp. 2004). Jak podaje Howell
(2003) w wielu przypadkach antagonistyczne dziatanie
tych organizméw polega na zdolnoSci do produkceji
antybiotykow, czy pasozytniczego dzialania w stosunku do
patogenéw. Sa tez doniesienia (Harman 2000; Kowalska
iwsp. 2012) o wptywie gatunkéw Trichoderma na sty-
mulacje wzrostu roélin, a takze na zwigkszanie tolerancji
ro$lin na stresy abiotyczne w okresie ich wzrostu. Bylo to
spowodowane stymulacjg rozwoju systemu korzeniowego,
co wplywalo na lepsze pobieranie wody i sktadnikow
pokarmowych. Grzyby zrodzaju Trichoderma sa czgsto
stosowane jako zaprawy nasienne, wplywajac korzystnie
na cechy kondycyjne siewek (Sadowski i wsp. 2005;
Mastouri i wsp. 2010). Przypuszcza sig, ze zabiegi takie
wykazuja korzystne dziatanie krotkoterminowe i niewiele
jest doniesien o dalszym wptywie Trichoderma na roéliny
w trakcie rozwoju. Zwykle nasiona reaguja pozytywnie na
zaprawianie grzybem Trichoderma harzianum (Harman
2000). W ostatnich latach w Polsce obserwuje si¢ nagly
wzrost wystgpowania zgorzeli siewek spowodowany
migdzy innymi przez Pythium spp. na wielu gatunkach
ro$lin warzywnych, powodujac znaczne straty (Sobolewski
i wsp. 2010). Jednym z powoddéw nasilajacego si¢ zagro-
zenia ta choroba sa ograniczone zasoby zapraw grzybo-
bojczych dopuszczonych do stosowania w kraju, w upra-
wie wigkszosci gatunkow roslin warzywnych, szczegdlnie
w integrowanej i ekologicznej ochronie.

Celem badan bylo okreslenie wpltywu zaprawiania
nasion marchwi nowymi izolatami grzyba Trichoderma
spp. na ograniczenie zgorzeli siewek spowodowanej przez
Pythium spp. oraz na wzrost i masg siewek. Istnieje
konieczno$¢ poszukiwania nowych $rodkow pochodzenia
naturalnego. Oceniano takze ich wplyw na kondycje
siewek marchwi i mozliwosci toksycznego wplywu na
siewki. Pracownia Mikrobiologii Instytutu Ogrodnictwa
Oddziat Warzywnictwa umozliwita przetestowanie wybra-
nych izolatow Trichoderma, jako preparatow do zapra-
wiania nasion marchwi.

Materialy i metody / Materials and methods

W latach 20122013 przeprowadzono dwa cykle dos-
wiadczen =z marchwia. Przyjeto ogoélny schemat
stosowanych zapraw, w ktorym wariantem porownawczym
(standardowym) byta konwencjonalna Zaprawa Nasienna
T 75 DS/WS oraz zaprawa pochodzenia naturalnego T22,
ktorej substancja czynna jest grzyb 7. harzianum. Do
zaprawiania nasion zastosowano trzy wyselekcjonowane
izolaty Trichoderma spp. lzolaty pochodzity z Pracowni
Mikrobiologii Instytutu Ogrodnictwa Oddzial Warzywnic-
twa. Kazdy izolat stosowano w formie zawiesiny zarod-
nikéw w trzech nastepujacych koncentracjach: 1 x 10%, 10°

i 10° zarodnikéw/ml. Doswiadczenie kontenerowe zatozo-
no w 4 powtorzeniach, w uktadzie losowanych blokow.
Ogotem byto 14 kombinacji. Na jeden kontener o wymia-
rach 30 x 25 x 7 cm, stanowiacy powtorzenie, przypadato
100 nasion marchwi. Przed wysiewem nasiona zaprawiono
na mokro, stosujac dawke¢ 10 g nasion, na 50 ml zawiesiny
zarodnikow o zaggszczeniu zgodnym ze schematem
doswiadczenia. Czas zaprawiania wynosil pig¢ minut.
W przypadku Zaprawy Nasiennej T 75 DS/WS $rodek na
nasiona nanoszono na sucho w dawce 5 g/kg nasion,
zgodnie z etykieta. Po 24 godzinach suszenia nasion na
bibule filtracyjnej wysiewano je po 100 sztuk do konte-
nerow z ziemia kompostowa inokulowana Pythium spp.
Zakazenia gleby dokonano poprzez wymieszanie 10 ml
zawiesiny Pythium spp. z 1 kg gleby mineralnej. Zawiesing
inokulum przyrzadzono zgodnie z metodyka, jaka podaje
Sivan i wsp. (1984). Po 14 dniach inkubacji grzybni hodo-
wanej na pozywce ziemniaczanej PDA (Potato Dextrose
Agar) w temperaturze 30°C dokonano homogenizacji
pozywki z grzybnia przez 5 minut przy pomocy miksera.
Uzyskana zawiesina inokulanta zawierata 5 x 10° oospor
w 1 ml. Kontenery z wysianymi nasionami utrzymywano
w szklarni, w temperaturze 20°C zapewniajac optymalny
wzrost siewek 1 patogeniczno$¢ Pythium spp. (Trujillo
i wsp. 1967; Thompson i wsp. 1971). Oceng liczby siewek
wzeszlych oraz siewek martwych, porazonych przez
Pythium spp. dokonano po 2 tygodniach od siewu. Dane te
przeliczono na $redni procent siewek zdrowych i mart-
wych. Po 6 tygodniach wykonano pomiary wysokoSci
siewek i ich $wiezej, calkowitej masy. Ponadto szacowano
stopien wplywu badanych izolatéw na fitotoksycznosé
siewek, wedlug skali 0—5° (0° — brak efektow fitotoksycz-
nych, 5° — 100 procent uszkodzenia siewek) (Sobolewski
i wsp. 2010). Wyniki opracowano analiza wariancji, istot-
nos$¢ roznic oceniono testem Newmana-Keulsa.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Wykazano, ze zaprawianie nasion marchwi badanymi
izolatami spowodowato istotny wzrost liczebnosci siewek
zdrowych w stosunku do kombinacji kontrolnej, w ktorej
wysiewano nasiona niezaprawiane. Po zaprawieniu nasion
zarodnikami pochodzacymi z izolatow: Nr 2 i Nr 3 grzyba
Trichoderma spp. uzyskano najwyzsza liczbg siewek.
Zaprawianie nasion zarodnikami Trichoderma spp. miato
rowniez istotny wplyw na zwigkszenie masy ogolnej
miodych roslin. Najwyzsza mas¢ roslin zanotowano
w kombinacji, w ktorej nasiona zaprawiono izolatem Nr 3
przy najwyzszym poziomie zaggszczenia zarodnikow
1 x 10°/ml. Zastosowanie Trichoderma przy roznym zagesz-
czeniu zawiesiny zarodnikow w zakresie 1 x 10*=1 x 10° nie
mialo istotnego wplywu na wysoko§¢ wschodow siewek,
ich masg i wysoko$¢. W doswiadczeniu nr 1 (2012 r.),
w poréwnaniu do standardowej zaprawy Zaprawa Nasien-
na T 75 DS/WS (2012 r.) stwierdzono istotna zwyzke
wschodow siewek zdrowych jedynie po zaprawieniu
nasion zawiesing zarodnikow 1 x 10°1 1 x 10%ml grzyba
Trichoderma — izolat Nr 2 oraz zawiesing zarodnikoéw
o koncentracji 1 x 10°ml — izolat Nr 3. Po zaprawianiu
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Tabela 1. Wplyw zaprawiania nasion marchwi izolatami 7richoderma na wschody, zdrowotno$¢ siewek i ich wzrost
Table 1. Influence of Trichoderma seed treatment on emergence, health and growth of carrot seedlings
Doswiadczenie nr 1 — Experiment No. 1, Skierniewice 2012

. . Srednia masa
Srednia i
Sredni procent Sredni procent wysokos¢ roslin
ro$lin porazonych zdrowych siewek ro$lin W kontener.ze
Average weight
The average .percentage The average percgntage Average of plants per
Badany $rodek of plants infected of healthy seedlings plant height container
Treatment [em]
[g]
1 tydzien 2 tygodnie 1 tydzien 2 tygodnie 6 tygodni 6 tygodni
po wysiewie | po wysiewie | po wysiewie | po wysiewie | po wysiewie po wysiewie
1 weeks 2 weeks 1 weeks 2 weeks after 6 weeks 6 weeks
after sowing | after sowing | after sowing sowing after sowing after sowing
Kontrola — Control 22a 42 a 585¢g 55,5¢ 75¢g 10,2 f
g%‘;{;,‘;’{ I\;a;len“a 175 0b 0b 72,8 def 73,5d 9,9 f 19,1 ¢
T22-10* 0b 0b 60,3 g 62,0 e 10,5 bed 27,2 cd
T22 - 10° 0b 0,1b 72,8 ef 74,3 d 11,1 f 28,3 bed
T22 - 10° 0b 0,2b 73,0 def 75,0 cd 11,8a 30,1 be
Izolat Nr 1 — 10* 0b 0,1b 71,8 ef 74,0d 10,4 bed 28,6 bed
Izolat Nr 1 — 10° 0Ob 0b 75,8 cdef 77,0 bed 10,4 bed 31,0 bc
Izolat Nr 1 — 10° 0b 0b 77,0 bede 78,0 abed 10,8 ab 29,9 bed
Izolat Nr 2 — 10* 0b 0,1b 78,3 bed 78,0 abed 10,2 £ 37,5 be
Izolat Nr 2 — 10° 0b 0b 80,3 abc 81,0 abc 10,7 ef 39,8b
Izolat Nr 2 — 10° 0b 0b 82,0 ab 82,0 ab 11,7 ab 399b
Izolat Nr 3 — 10* 0b 0b 713 f 73,3d 10,3 ¢ 35,7b
Izolat Nr 3 — 10° 0b 0b 74 def 74,8 d 11,6 be 36,5b
Izolat Nr 3 — 10° 0b 0b 83,0a 83,3a 11,9a 434 a

Wartosci liczbowe w kolumnach oznaczone ta sama litera nie r6znig sig istotnie przy p = 0,05 wedtug testu Newmana-Keulsa
The mean numbers with the same letter are not significantly different at p = 0.05, Newman-Keuls test

Tabela 2. Wplyw zaprawiania nasion marchwi izolatami 7richoderma na wschody, zdrowotno$¢ siewek i ich wzrost
Table 2. Influence of Trichoderma seed treatment on emergence, health and growth of carrot seedlings
Doswiadczenie nr 2 — Experiment No. 2, Skierniewice 2013

Srednia
Srednia masa ro$lin
Sredni procent ro$lin porazonych Sredni procent zdrowych siewek wysokos¢ roslin w kontenerze
The average percentage The average percentage Average Average weight
i of plants infected of healthy seedlings plant height of plants per
Ba?an}; srociek [cm] container
reatmen [e]
1 tydzien 2 tygodnie 1 tydzien 2 tygodnie 1 tydzien 2 tygodnie
po wysiewie po wysiewie po wysiewie po wysiewie po wysiewie po wysiewie
1 weeks 2 weeks 1 weeks 2 weeks 1 weeks 2 weeks
after sowing after sowing after sowing after sowing after sowing after sowing
Kontrola — Control 3,1a 43a 53,5b 60,2 b 102 g 10,5 f
%a%ragvsaﬂf]%s‘_e‘;ng 0c 0b 62,0 ab 65,5 ab 10,6 £ 173 ¢
T22-10* 02b 0,1b - - - -
T22-10° 0,1b 0,1b - - - -
T22 - 10° Oc 0b - - - -
Izolat Nr 1 — 10* Oc 0,1b 67,0 a 70,0a 11,4 be 29,2 cd
Izolat Nr 1 — 10° Oc 0b 673 a 69,3 a 11,5 be 30,7 bed
Izolat Nr 1 — 10° Oc 0b 65,5a 66,0 a 11,5 bc 259d
Izolat Nr 2 — 10* Oc 0,2b 66,8 a 69,0 a 11,0 cdef 35,9 abc
Izolat Nr 2 — 10° Oc 0b 70,7 a 72,5a 11,3 cde 39.5a
Izolat Nr 2 — 10° Oc 0b 70,2 a 72,0 a 11,4 bed 38,4 ab
Izolat Nr 3 — 10* Oc 0,1b 71,7 a 732a 10,8 ef 33,3 abed
Izolat N 3 — 10° 0c 0b 67,7 a 68,7 a 11,5 be 35,0 abe
Izolat Nr 3 — 10° Oc 0b 75,2 a 76,7 a 12,1 a 39,6 a

Wartosci liczbowe w kolumnach oznaczone ta sama litera nie roznig sig istotnie przy p = 0,05 wedtug testu Newmana-Keulsa
The mean numbers with the same letter are not significantly different at p = 0.05, Newman-Keuls test
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nasion marchwi pozostalymi izolatami w zr6znicowanym
zageszczeniu zarodnikow uzyskano podobna liczebnosé
wschodoéw do kombinacji z zaprawianiem nasion $rodkiem
standardowym Zaprawa Nasienna T 75 DS/WS. Stwier-
dzono istotne zwigkszenie masy ogdlnej siewek po zapra-
wieniu nasion wszystkimi badanymi izolatami Tricho-
derma w stosunku do kombinacji z zaprawianiem nasion
srodkiem Zaprawa Nasienna T 75 DS/WS (tab. 1). W dos-
wiadczeniu nr 2 nie udowodniono istotnego wplywu
zaprawiania nasion badanymi izolatami Trichoderma
i zaprawa Zaprawa Nasienna T 75 DS/WS na liczebnos¢
wschodow siewek. Stwierdzono istotne zwigkszenie masy
ogolnej siewek w stosunku do kombinacji, gdzie stoso-
wano stanardowy $rodek Zaprawa Nasienna T 75 DS/WS.
Zaprawianie nasion badanymi izolatami nie wywotato
efektow fitotoksyczno$ei na siewkach (tab. 2). Jak donosi
Ozbay i Newman (2004), podobnie korzystny wptyw na
ro§liny wykazat izolat T. harzianum stosowany w za-
geszczeniu 1 x 107 zarodnikow w 1 ml. Spowodowat
istotna poprawe wzrostu siewek wyrazong w zwigkszeniu
liczby lisci wlasciwych, a takze zwigkszeniu $wiezej masy
ro$lin.

Mastouri i wsp. (2010) udowodnili, ze Trichoderma
spp. stosowana w formie zaprawiania nasion pomidora
spowodowata poprawe kielkowania nasion narazonych na
stres 1 ograniczyla zgorzel siewek spowodowany przez
Pythium ultimum. Zaprawianie nasion zmniejszyto groma-
dzenie nadtlenkéw lipidow w siewkach i izolat 7. harzia-
num T22 zwigkszyt wigor siewek oraz indukowat ich efekt
obronny przed warunkami stresowymi. W badaniach
wlasnych uzyskano takze poprawe kietkowania i ograni-
czenie porazenia siewek marchwi przez Pythium spp.
Korzystny wpltyw grzyba z rodzaju Trichoderma na
poprawe rozwoju i zdrowotno$ci truskawki wykazata
Kowalska i wsp. (2012). Khalil i wsp. (2009) stosowali
mieszaning 7. polysporum 1 T. harzianum do podlewania
ros$lin pomidora, co powodowalo zmniejszanie nasilenia
zgorzeli wywolane przez Pythium spp., Phytophthora
cryptogea i Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici
w uprawie pomidoréw. Podobny, pozytywny wpltyw
T. harzianum na ograniczenie zgorzeli siewek marchwi
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