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Trichoderma viride strains stimulating the growth
and development of winter rapeseed (Brassica napus L.)

Szczepy Trichoderma viride stymulujgce wzrost
i rozwoj rzepaku ozimego (Brassica napus L.)

Zuzanna Znajewska, Grazyna B. Dabrowska*, Olga Narbutt

Summary

The aim of the study was to examine the potential of Trichoderma viride as a factor stimulating the growth of winter rapeseed
(Brassica napus L.). It was proved that T. viride strains that differ in growth rate and represent various antagonism towards plant patho-
gens, stimulate root growth and inhibit the elongation of hypocotyls of winter rapeseed seedlings. It was found that the presence of
T. viride in winter rapeseed promoted the intense development of lateral roots. Treating seeds of winter rapeseed with spores of T. viride
154 and T. viride DARS had a positive effect on the growth and development of plants in the pot experiment. It was demonstrated
that both Trichoderma strains increased fresh and dry biomass. Higher than fourfold increase of the fresh biomass and three and
a half increase of dry biomass of winter rapeseed were recorded in the presence of T. viride DARS in comparison to the control plants.
Population density of bacteria was higher while the fungi lower in the rhizosphere of winter rapeseed plants treated with T. viride as
compare to the control.
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Streszczenie

Celem badan byto sprawdzenie potencjatu Trichoderma viride do stymulowania wzrostu rzepaku ozimego. Wykazano, ze szczepy
T. viride rdznigce sie tempem wzrostu i wykazujgce rézny antagonizm w stosunku do patogendw roslin, stymulujg wzrost korzeni, a ha-
mujg elongacje hypokotyli siewek rzepaku. Stwierdzono, ze obecnos¢ T. viride u rzepaku promowata intensywny rozwaj korzeni bocznych.
Szczepienie nasion rzepaku sporami grzybéw T. viride 154 i T. viride DARS wptywato pozytywnie na wzrost i rozwdj roslin w eksperymencie
donicowym. Wykazano zwiekszenie Swiezej i suchej biomasy przez oba szczepy Trichoderma. W obecnosci T. viride DAR5 zanotowano po-
nad czterokrotny wzrost swiezej biomasy oraz ponad trzykrotny suchej masy rzepaku w poréwnaniu do roslin kontrolnych. W ryzosferze
roslin rzepaku szczepionych sporami T. viride liczebnos$¢ populacji bakterii byta wyzsza, a grzybéw nizsza w poréwnaniu do kontroli.

Stowa kluczowe: rzepak ozimy; Brassica napus; szczepienie nasion; Trichoderma; stymulacja wzrostu roslin
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Wstep / Introduction

Uprawy rzepaku (Brassica napus L. spp. oleifera) sta-
nowia 95-97% upraw roslin oleistych w Polsce (Izdebski
iwsp. 2014). Polska jest czwartym w Europie producentem,
przetworca i eksporterem rzepaku. Chiny wytwarzaja naj-
wigcej, bo az ponad 80% $wiatowej produkcji rzepaku. Ko-
lejni producenci to Indie oraz Kanada (Wang i wsp. 2009).
Rosliny uprawne sg narazone na dziatanie czynnikow $ro-
dowiskowych, takich jak: nadmierne zasolenie gleby, nie-
dobor wody (Fujita i wsp. 2006), obecnos$é metali cigzkich
(Dabrowska i wsp. 2017) czy mikroorganizméw ryzosfero-
wych (Dabrowska i wsp. 2014), a w tym rowniez patoge-
néw (Maczynska 1 wsp. 2001).

Jednym ze sposoboéw ochrony roslin przed stresami
biotycznymi i abiotycznymi jest stosowanie biopreparatow
zawierajacych mikroorganizmy (Martyniuk 2011; Dabrow-
ska i Zdziechowska 2015). Stosowanie $srodkow do ochrony
upraw zawierajacych drobnoustroje jest jednym z elemen-
tow zrownowazonej produkcji rolnej, gdyz ogranicza uwal-
nianie do $rodowiska zanieczyszczen powodowanych nad-
miernym stosowaniem nawozow mineralnych oraz chemicz-
nych $rodkéw ochrony roslin (Mishra i wsp. 2011). Czesto
sktadnikami biopreparatéw sa grzyby z rodzaju Trichoder-
ma (Martyniuk 2011). Grzyby te charakteryzuja si¢ szybkim
tempem wzrostu, obfitym zarodnikowaniem, zdolnoscig do
wytwarzania substancji fungitoksycznych (gtéwnie anty-
biotykow peptydowych) i enzyméw hydrolitycznych (Be-
nitez i wsp. 2004; Nawrocka i Matolepsza 2013). Od wielu
lat grzyby te stosowane sg do ochrony ro$lin przed pato-
genami (Druzhinina i wsp. 2011; Kowalska 2014). Grzyby
z rodzaju Trichoderma charakteryzuja si¢ duzymi zdolno-
$ciami adaptacyjnymi, co umozliwia kolonizacj¢ nisz eko-
logicznych (Okorski i wsp. 2014), zaliczane sg do grzybow
stymulujacych wzrost ro§lin (Plant Growth Promoting Fun-
gi — PGPF) (Keswani i wsp. 2014; Oskiera i wsp. 2015).
Maag i wsp. (2014) wykazali stymulujacy wptyw Tricho-
derma atroviride na wzrost rzepaku. Jednakze w warunkach
nadmiernego rozwoju, grzyby z rodzaju Trichoderma moga
oddziatywaé¢ negatywnie na wzrost i rozwoj roslin (Perek
iwsp. 2013; Kosicka i wsp. 2014; Liu i wsp. 2017). Znane sg
mikroorganizmy ryzosferowe stymulujace wzrost rzepaku
w zalezno$ci od fazy rozwoju czy obecnosci czynnikow
negatywnie oddziatujacych na rosliny (Dabrowska i wsp.
2012, 2014; Farina i wsp. 2012). Mimo, ze w literaturze
jest wiele informacji na temat grzyboéw Trichoderma sp.
i ich znaczenia w uprawach, to jednak niewiele jest danych
dotyczacych wplywu szczepoéw 7. viride na wzrost i 1ozwdj
rzepaku.

Celem pracy byla ocena mozliwo$ci wykorzysta-
nia dwoch szczepdw T. viride (154 1 DARS) do stymulo-
wania wzrostu i rozwoju rzepaku (B. napus spp. oleife-
ra) oraz analiza liczebnosci populacji bakterii i grzybow
w glebie szczepionej T. viride 153 1 T. viride DARS roznia-

cymi si¢ tempem wzrostu i wykazujacymi rozny antagonizm
w stosunku do patogenow roslin.

Materialy i metody / Materials and methods

Materiat badawczy stanowity nasiona B. napus odmia-
ny ozimej Harry oraz dwa szczepy grzyba saprofitycznego
T viride: 154 1 DARS, udostepnione przez prof. Katarzyne
Hrynkiewicz z Zaktadu Mikrobiologii Uniwersytetu Miko-
taja Kopernika w Toruniu. Do badan wybrano dwa szczepy
roznigce si¢ tempem wzrostu. Szczep 7. viride DARS cha-
rakteryzuje si¢ szybszym wzrostem w porownaniu ze szcze-
pem 7. viride 154 (Dabrowska i wsp. 2016).

Przygotowanie inokulum grzybowego

Szczepy Trichoderma hodowano na podiozu stalym
PDA (Potato Dextrose Agar) (LabM, UK) w temperaturze
23°C. Dwutygodniowa grzybni¢ T viride przenoszono ste-
rylnym skalpelem na filtr Miracloth (Millipore Corp., USA)
i przeptukiwano sterylng woda. Zawartos¢ spor w przesaczu
sprawdzano za pomocg hemocytometru. Do do§wiadczenia
przeprowadzonego w warunkach laboratoryjnych przygoto-
wano zawiesiny o gestosci spor: 1 x 107, 1 x 108, 1 x 10%/cm?.
Natomiast zawiesina o gesto$ci zarodnikoéw 1 x 10”/cm? zo-
stata uzyta w eksperymencie donicowym.

Wzrost siewek rzepaku w obecnosci Trichoderma viride
w warunkach laboratoryjnych

Nasiona rzepaku ozimego odmiany Harry sterylizowa-
no zgodnie z procedura opisang w pracy Mierek-Adamska
i wsp. (2018). Wysterylizowane nasiona umieszczano na
10 minut w sterylnej wodzie (préba kontrolna) lub w zawie-
sinach zawierajacych spory 7. viride 154 lub T. viride DARS
o gestosciach spor: 1 x 107, 1 x 108, 1 x 10°cm?. Nastepnie
wyktadano po 30 nasion na ptytki Petriego zawierajace ste-
rylng bibule nasaczong 8 ml sterylnej wody i inkubowano
przez 6 dni w ciemnosci w temperaturze 23°C. W ramach
kazdego wariantu w taki sam sposob przygotowano po trzy
powtorzenia. Po zakonczeniu hodowli zliczano skietkowane
nasiona, mierzono dtugos¢ korzeni i hypokotyli siewek oraz
wazono $wiezg 1 suchg biomase¢. Suchg biomase¢ oznaczano
na podstawie wagi materialu ro§linnego suszonego przez
48 godzin w temperaturze 105°C. Doswiadczenie wykona-
no w trzech powtdrzeniach technicznych i trzech biologicz-
nych.

Analiza wzrostu rzepaku szczepionego Trichoderma
viride — eksperyment szklarniowy

W donicach o objetosci 2000 dm?® wypetnionych zie-
mig ogrodowg (K: 250-350 mg/l, N: 150-250 mg/l,
P: 100-200 mg/1, pH 6,0-6,5) umieszczano nasiona rzepaku
ozimego odmiany Harry, ktére inkubowano przez 10 mi-
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nut w zawiesinie spor 7. viride 154 lub T. viride DARS lub
w wodzie (proba kontrolna). W kazdej donicy umieszcza-
no po szes¢ nasion, po ich skietkowaniu w donicy pozo-
stawiono trzy rosliny w tym samym stadium rozwojowym.
Dla kazdego wariantu przygotowano 10 donic. Rosliny
B. napus rosty w warunkach szklarniowych przez 16 tygodni,
w miesigcach od Iutego do czerwca, w temperaturze
23-25°C. Przez caly okres wegetacji, w donicach kontro-
lowano wilgotno$¢ gleby, ktérg utrzymywano na pozio-
mie 70-75% pelnej pojemnosci wodnej. Po zakonczeniu
doswiadczenia oceniano dhlugo$¢ czesci nadziemnej roslin
i korzeni, liczbe migdzywezli oraz §wiezg i sucha biomase.
Dla kazdego wariantu analizowano po 30 roslin.

Liczebnos$¢ mikroorganizméw w glebie z ryzosfery
rzepaku z eksperymentu donicowego

W celu sprawdzenia liczebno$ci mikroorganizmow
w glebie z ryzosfery rzepaku, z poszczeg6lnych donic pobie-
rano po 10 g gleby ze strefy korzeniowej, ktora przenoszo-
no do 90 cm?® sterylnej wody, a nastgpnie wytrzasano przez
10 minut. Zawiesing glebowa, metoda seryjnych rozcien-
czen doprowadzono do rozcienczenia 107. Posiewy lane
wykonano dla bakterii na podlozu R2A (Difco, USA)
z nystatyng o koncowym ste¢zeniu 100 pM, a dla grzybow
na podtozu statym PDA (LabM, UK) z tetracykling o kon-
cowym stezeniu 100 uM. Do zliczenia kolonii bakteryj-
nych wybrano rozcienczenia: 10° 105, 107, a grzybow 10°,
10* oraz 10°. Testowano rozne rozcienczenia, aby zopty-
malizowaé metode tak, aby mozliwe byto uzyskanie na po-
szczegolnych ptytkach kolonii. Ptytki inkubowano w tem-
peraturze 23°C, a kolonie bakterii i grzyboéw zliczano w 3,
7110 dniu wzrostu.

Analiza statystyczna

Analize statystyczng uzyskanych wynikéw wykonano
przy uzyciu oprogramowania PAST (Hammer i wsp. 2001).
Istotno$¢ statystyczng uzyskanych wynikdéw sprawdzono
za pomocg jednoczynnikowej analizy wariancji (one-way
ANOVA) oraz testu post-hoc Tukeya. Za prog istotnoSci
przyjeto wartos¢ p < 0,05.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Wzrost i rozwdéj siewek rzepaku w obecnosci grzybow
Trichoderma w warunkach laboratoryjnych
i w eksperymencie donicowym

W eksperymencie laboratoryjnym sprawdzono wplyw
szczepienia nasion zawiesinami spor 7. viride 1541 T. viride
DARS o gestosciach: 1 x 107, 1 x 108, 1 x 10%cm? na wzrost
i rozwdj siewek rzepaku ozimego. Oba szczepy charakte-
ryzujg si¢ antagonizmem w stosunku do patogendw roslin
(Thiem i wsp. 2014; Dabrowska i wsp. 2016). Wykazano,

ze obecnos¢ T. viride DARS powodowata zwigkszenie licz-
by skietkowanych nasion niemal o 20% w pordéwnaniu do
nasion nieszczepionych (dane nieprezentowane). Wszystkie
zastosowane rozcienczenia zawiesiny spor szczepu 7. viri-
de 154 oddziatywaly pozytywnie na wzrost korzeni siewek
rzepaku, najlepsze efekty obserwowano przy inokulum
1 x 107cm*i 1 x 10%cm®. W przypadku szczepu 7. viri-
de DARS korzenie roslin byly istotnie dtuzsze w warian-
cie, w ktorym wykorzystano zawiesing spor o gestosci
1 x 107/em?, w stezeniach o mniejszej ilo$ci spor nie za-
obserwowano dtuzszych korzeni w stosunku do ros$lin
kontrolnych. Obecnos$¢ obu szczepdéw 7. viride hamowata
elongacj¢ hypokotyli siewek (rys. 1). Podobnie Sobolewski
iwsp. (2013) wykazali korzystny wptyw zaprawiania nasion
izolatami Trichoderma spp. na wysoko$¢ siewek marchwi
i ich mas¢. W pracy Ali i wsp. (2014) w badaniach in vitro
opisano stymulujacy wplyw Trichoderma (T. harzianum,
T. viride 1 T. koningii) na kietkowanie nasion, dtugos¢ ko-
rzeni i pedow siewek ciecierzycy. Natomiast szczepienie
nasion chili 7. harzianum zwigkszato liczbe skietkowanych
nasion w warunkach laboratoryjnych i wzrost roslin w wa-
runkach polowych (Asaduzzaman i wsp. 2010).

Oceniono takze wpltyw izolatow 7. viride 154 1 T. viride
DARS na wzrost i rozwoj roslin rzepaku w eksperymen-
cie donicowym (tab. 1). Wykazano, ze rosliny szczepione
T viride 154 1ub T. viride DARS charakteryzowaty si¢ dtuz-
szymi korzeniami, pedami i liczba miedzywezli. Korzenie
i pedy roslin szczepionych grzybami byly niemal dwu-
krotnie dtuzsze niz roslin kontrolnych. Obecnos$¢ grzybow
stymulowata rozwoj korzeni bocznych, zwlaszcza w przy-
padku szczepienia 7. viride DARS. Wykazano, ze grzyby
z rodzaju Trichoderma, wystepujace w ryzosferze zdolne sa
do syntetyzowania kwasu indolilooctowego, co przyczynia
si¢ do stymulowania wzrostu korzeni (Nieto-Jacobo i wsp.
2017). Stymulujacy efekt 7. atroviride na wzrost korzeni
i pedow oraz biomas¢ rzepaku, pokazaly badania Maag
i wsp. (2014), chociaz szczep ten nie indukowat systemicz-
nej opornos$ci na Plutella xylosella u tej ro$liny.

Izolaty T viride 154 1 T. viride DARS zastosowane dona-
siennie wptywatly na istotny wzrost $wiezej i suchej bioma-
sy rzepaku. W przypadku szczepu T. viride 154 stwierdzono
ponad trzykrotny wzrost §wiezej biomasy, a w przypadku
suchej biomasy wzrost o ponad dwa i pot razy wigkszy
w poréwnaniu do roslin nieinokulowanych sporami. Na-
tomiast §wieza i sucha masa ro$lin szczepionych 7. viride
DARS byla niemal czterokrotnie wigksza w poréwnaniu
do roslin kontrolnych. Podobnie w przypadku innych ro-
$lin uprawnych, buraka ¢wiktowego i marchwi, stosowanie
grzybow Trichoderma sp. jako zaprawy nasiennej wplywato
pozytywnie na kietkowanie nasion i stan siewek (Sadowski
i wsp. 2005; Sobolewski i wsp. 2013). Mastouri i wsp.
(2010) wykazali korzystny wptyw zaprawy nasiennej, za-
wierajacej Trichoderma sp. na kietkowanie i wzrost pomi-
dora, rowniez w warunkach stresu biotycznego.
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Rys. 1. Dlugos$¢ hypokotyli i korzeni 6-dniowych siewek Brassica napus nieinokulowanych (kontrola) lub inokulowanych zawiesi-
nami spor szczepow (A) Trichoderma viride 154 i (B) Trichoderma viride DARS, o gesto$ciach spor: 1 —1 x 107, 2 — 1 x 108,

3 -1 x10%cm?

Fig. 1. Length of hypocotyl and roots of 6-day seedlings of Brassica napus, untreated seeds (control) or treated with spores of (A) Tricho-
derma viride 154 and (B) Trichoderma viride DARS, spore density: 1 —1 x 107,2—1 x 108 3 -1 x 10%cm®

Tabela 1. Wplyw szczepow Trichoderma viride 154 1 Trichoderma viride DARS na wzrost i rozwdj oraz biomase 16-tygodniowych roslin

rzepaku (n = 30)

Table 1. Effect of Trichoderma viride 154 and Trichoderma viride DARS on the growth, development and biomass of 16-week winter
rapeseed plants (n = 30)
. , o . Liczba fo .
Dhugos¢ pedow Dhugos¢ korzeni miedzvwezli Swieza biomasa Sucha biomasa
Length of shoot Root length eazywe Fresh biomass Dry biomass
[cm] [cm] ntemodes [2] [g]
per plant
Kontrola — Control 29,5+49b 6,1£19b 8+£1,32b 2,48+1,37b 0,24 0,18 b
Trichoderma viride 154 422+5,1a 122427 a 9 +1,09 ab 793 +332a 0,63 £0,27 a
Trichoderma viride DARS 453+33a 11,5+1,6a 9+1,00 a 10,67 £3,29 a 0,82+0,32a

W tabeli zestawiono wartosci $rednie + odchylenie standardowe. Wyniki oznaczone réznymi literami roznig si¢ istotnie statystycznie przy p < 0,05
The table summarizes the mean + standard deviation. Values indicted by the different letters differ are significantly different at p <0.05
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Rys. 2. Liczebnos$ci bakterii i grzybow w glebie z ryzosfery
rzepaku z eksperymentu donicowego. Stupki przed-
stawiajg Srednig z trzech powtdrzen do$wiadczenia
+ odchylenie standardowe, p < 0,05

Population density of bacteria and fungi in the soil from
rhizosphere of winter rapeseed plants from the pot ex-
periment. The bars represent the average of three repli-

cates of experience =+ standard deviation at p < 0.05

Fig. 2.

Liczebnos$ci mikroorganizmow w glebie z ryzosfery
rzepaku z eksperymentu donicowego

Sprawdzono liczebno$¢ mikroorganizmow w glebie
z ryzosfery rzepaku ozimego, pochodzacej z eksperymen-
tu donicowego. Liczebno$¢ bakterii byta wigksza w glebie,
w ktorej rosty rosliny szczepione 7. viride 154 i DARS
niz w kontroli (rys. 2). Natomiast w glebie nieszczepionej
obserwowano najwicksza liczebnos¢ grzybdéw. Podobnie,
ograniczenie liczebnosci grzybow w glebie, w ktorej rost
rzepak stwierdzono w badaniach Janczak i wsp. (2018). Ob-
serwowany wzrost liczebnosci bakterii moze by¢ spowodo-
wany korzystnym wptywem rzepaku, rosliny nietworzacej
mikoryz na autochtoniczne bakterie glebowe. Obecno$é¢
grzybow z rodzaju Trichoderma w glebie moze powodowac
obnizenie jej odczynu i przyczynia¢ si¢ do ograniczania
rozwoju innych mikroorganizméw, a jednocze$nie wptly-
wac¢ na zwigkszenie dostgpnosci sktadnikow odzywczych
(Smolinska i wsp. 2014). Mar Vazquez i wsp. (2000) spraw-
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dzili wptyw Trichoderma sp. na liczebnos$¢ innych organiz-
moéw glebowych w ryzosferze kukurydzy. Liczba grzybow
w glebie wzrastata istotnie statystycznie po inokulacji gleby
szczepami Trichoderma sp. takze w obecnosci arbuskular-

koryz. Wyniki przeprowadzonych do§wiadczen wykazuja,
ze potencjalne biopreparaty zawierajace 7. viride 154 lub
T viride DARS moga znalez¢ zastosowanie w uprawach
rzepaku.

nych grzybow mykoryzowych. Jednakze inokulacja Tricho-
derma sp. nie prowadzila do wzrostu liczebno$ci Pseudo-
monas 1 Azospirillum w ryzosferze.

Istnieje potrzeba opracowania nowych rozwigzan i pre-
paratow pochodzenia biologicznego, jako odpowiedz i al- l.
ternatywa na wcigz stosowane chemiczne $rodki ochrony
ro$lin. Zastosowane w badaniach szczepy T. viride moga 2.
stanowi¢ sktadniki biopreparatow stymulujacych wzrost
i rozw0j rzepaku. Kolejnym etapem bedzie przeprowadze-
nie badan w warunkach polowych w celu potwierdzenia ich
skuteczno$ci w warunkach naturalnych i w obecnosci stresu
solnego lub suszy. Przeprowadzone badania pozwolity na
zidentyfikowanie izolatow T viride, ktore prawdopodobnie
naleza do istotnych czynnikow odgrywajacych wazna rolg
w $§rodowisku wzrostu rzepaku, rosliny nietworzacej my-

Whioski / Conclusions

Szczepy T. viride stymuluja wzrost siewek i wplywaja
na wzrost suchej i $wiezej biomasy rzepaku ozimego.
W glebie, w ktorej rost rzepak wysiany z nasion szcze-
pionych izolatami grzybow z rodzaju Trichoderma li-
czebno$¢ bakterii glebowych wzrastata, a zmniejszata
si¢ populacja grzybow.

Praca finansowana z dzialalno$ci statutowej Uniwersy-
tetu Mikotaja Kopernika w Toruniu.
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