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Effect of Trichoderma isolates on primordia formation
of crossbred cultures of Agaricus bisporus (Lange) Imbach

Wptyw izolatow Trichoderma na tworzenie zawigzkéw owocnikéw
kultur krzyzéwkowych Agaricus bisporus (Lange) Imbach

Romuald Gorski', Krzysztof Sobieralski?, Marek Siwulski?, lwona Sas-Golak?, Daniel Lewandowski®

Summary

The aim of the studies was determination of Trichoderma effect on primordia formation of crossbred cultures of Agaricus bisporus.
Isolates of two Trichoderma species originated from domestic mushroom farms, ie. T. aggressivum f. europeaum and
T. hamatum were used. The assessment of the primordia formation was carried out in glass cylinders of 600 cm® volume and 10 cm
diameter. It was found that both Trichoderma species influenced significantly the number of primordia formed by strains and
crossbred cultures of A. bisporus. All the T. aggressivum f. europeaum isolates, i.e. T. 361, CBS115901 and T. agg. 29/15 drastically
limited the primordia formation by Agaricus strains and crossbred cultures. It was demonstrated in the case of T. hamatum that isolate
T. ham. 7/33 decreased the number of primordia to a much greater extent than the other two isolates T. ham.3/74 and T. ham. 9/11.
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Streszczenie

Celem badan byto okreslenie wptywu réznych izolatéw Trichoderma na wigzanie zawigzkéw owocnikéw kilkunastu kultur
krzyzéwkowych Agaricus bisporus. Wykorzystano izolaty dwoch gatunkéw Trichoderma pochodzacych z krajowych pieczarkarni:
T. aggressivum f. europeaum oraz T. hamatum. Ocene wigzania owocnikdow przeprowadzono w cylindrach szklanych o pojemnosci
600 cm® i Srednicy 10 cm. Wykazano bardzo duzy wptyw izolatéw obu gatunkéw Trichoderma na ilo$¢ zawigzkdw owocnikow
wytworzonych przez badane odmiany i kultury krzyzéwkowe pieczarki. Izolaty T. aggressivum f. europeaum: T. 361, CBS115901 oraz
T. agg. 29/15 powodowaty drastyczne ograniczenie wigzania owocnikdw przez odmiany i kultury krzyzéwkowe pieczarki. W przypadku
T. hamatum wykazano, ze izolat T. ham. 7/33 w wiekszym stopniu obnizat ilo$¢ wytworzonych zawigzkéw owocnikdw niz dwa
pozostate izolaty T. ham. 3/74 oraz T. ham. 9/11.

Stowa kluczowe: pieczarka dwuzarodnikowa; zawigzki owocnikéw; kultury krzyzowkowe; zielone plesnie
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Wstep / Introduction

Zielone plesnie porazajace uprawy pieczarek w wyniku
wystepowania grzyboéw rodzaju Trichoderma sa w o0s-
tatnich latach bardzo powaznym zagrozeniem (Kredics
i wsp. 2010). Duze straty powodowane przez rézne gatunki
Trichoderma obserwowano w latach 1985-1986 w Wiel-
kiej Brytanii oraz Irlandii (Seaby 1996). Infekcja upraw
pieczarek zielonymi plesniami szybko rozprzestrzeniata
sig, w 1994 roku obserwowano porazenic w Holandii
(Geels 1997), a trzy lata p6zniej w Hiszpanii i Francji
(Hermosa i wsp. 2000; Mamoun i wsp. 2000a). W os-
tatnich latach zidentyfikowano porazenie pieczarki
grzybami rodzaju Trichoderma na Wegrzech (Hatvani
i wsp. 2007), w Polsce (Szczech i wsp. 2008), a takze
Meksyku (Romero-Arenas i wsp. 2009), Australii (Clift
i Shamshad 2009) oraz Chorwacji (Hatvani i wsp. 2012).
Najwigksze straty w uprawie pieczarki powoduje
Trichoderma aggresivum f. europaeum (Szczech 1 wsp.
2008; Sobieralski i wsp. 2009b). Gatunek ten poraza
grzybnig i owocniki (Hermosa i wsp. 2000; Samuels i wsp.
2002) oraz wptywa na obnizenie wielkosci i jakosci plonu
pieczarki (Sharma i wsp. 1999; Mamoun i wsp. 2000b;
Sobieralski i wsp. 2009a). Zrodlo zakazenia stanowi
podloze, okrywa Iub grzybnia (Blazej i Tekiela 2002;
Tekiela 2005; Sobieralski i wsp. 2009b).

W krajowych pieczarkarniach najczesciej izolowano
gatunki: T. harzianum, T. atroviride, T. longibrachiatum
oraz T. aggresivum (Szczech 1 wsp. 2008). Do gatunkow
o stosunkowo malej patogenicznosci mozna zaliczy¢:
T. viride, T. aureoviride, T. pseudokoningii oraz T. ha-
matum (Seaby 1996; Fletcher i Gaze 2008). Szereg badan
prowadzonych w roznych osrodkach naukowych wykazato
wystgpowanie  skomplikowanej interakcji  pomigdzy
Agaricus bisporus a grzybami rodzaju Trichoderma
(Krupke i wsp. 2003; Savoie i Mata 2003; Williams 1 wsp.
2003; Largeteau i Savoie 2010).

Celem przeprowadzonych badan byla ocena wpltywu
roznych izolatow grzyboéw rodzaju Trichoderma pocho-
dzacych z krajowych pieczarkarni na wigzanie zawiazkéw
owocnikéw kilkunastu kultur krzyzéwkowych Agaricus
bisporus.

Tabela 1. Pochodzenie izolatéw Trichoderma uzytych do badan

Table 1. Derivation of Trichoderma isolates used in the experiments

Materiaty i metody / Materials and methods

Doswiadczenie przeprowadzone zostalo w laborato-
rium biologicznym Katedry Warzywnictwa Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu. W doswiadczeniu uzyto
kultur krzyzowkowych uzyskanych poprzez krzyzowanie
kultur jednozarodnikowych réznych odmian pieczarki
dwuzarodnikowej A. bisporus. Pordwnanie wzrostu grzyb-
ni kultur krzyzéwkowych oraz odmian przeprowadzono na
pozywce agarowe] standardowej, pozywce obornikowej
oraz w podtozu zastgpczym wedtug metody podanej przez
Sobieralskiego (1998) w 3 powtdrzeniach.

W badaniach wykorzystano izolaty dwoch gatunkow
Trichoderma: T. aggressivum f. europeaum oraz T. ha-
matum. lzolaty pochodzily z kolekcji grzybow Katedry
Warzywnictwa Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu.
Charakterystyke izolatow przedstawiono w tabeli 1.

Oceng wiazania owocnikow prowadzono w cylindrach
szklanych o pojemnosci 600 cm® i érednicy 10 cm.
Cylindry wypetiono do 2/3 ich wysoko$ci grzybnia na
ziarnie pszenicy badanych kultur 4. bisporus. Na gbérna
powierzchni¢ grzybni pieczarki natozono po 5 =ziaren
pszenicy przero$nigtych strzgpkami badanych izolatow
Trichoderma, rozmieszczajac je réwnomiernie na catlej
powierzchni. Nastgpnie nalozono 6-centymetrowa warstwe
okrywy torfowej. Inkubacje prowadzono w temperaturze
25°C, przy wilgotnosci wzglednej powietrza 90-95%, az
do wroénigcia grzybni pieczarki w okrywe do wysokosci
5,5 cm. Po inkubacji temperatur¢ obnizono do 15°C. Na
powierzchni okrywy liczono zawiazki powstate do 16. dnia
od momentu obnizenia temperatury. Liczbg zawiazkow
przeliczano na 1 cm® powierzchni. Kontrole dla kazdej
odmiany i kultury krzyzowkowej stanowita kombinacja
nicinfekowana izolatami Trichoderma. Szczegotowy opis
metody podat Sobieralski (1998).

Doswiadczenie zalozono w uktadzie catkowicie loso-
wym w 4 powtdrzeniach i 2 seriach. Wyniki analizowano
przy uzyciu analizy wariancji dla do$wiadczen czynni-
kowych przy poziomie istotnosci oo = 0,05 (test Newmana-
Keulsa). Wyniki omoéwiono na podstawie wartosci
$rednich uzyskanych z 2 serii dos§wiadczen ze wzgledu na
brak statystycznie istotnych réznic pomigdzy seriami.

Nir;f%(i)slzizte Gatunek — Species Pochodzenie — Derivation
T 361 T. aggressivum f. europaeum Viena University of Technology
CBS 115901 T. aggressivum f. europaeum ;rchgSc)elrslflrjg;?lg?;;:;‘g;%iﬁelcultures
T. agg. 29/15 T. aggressivum f. europaeum Poznan
T. ham. 3/74 T. hamatum Ko$cian
T. ham. 7/33 T. hamatum Skierniewice
T. ham. 9/11 T. hamatum Poznan
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Wyniki i dyskusja / Results and discussion

W tabeli 2. przedstawiono wzrost grzybni badanych
odmian i kultur krzyzéwkowych na pozywce agarowej
standardowej i obornikowej oraz podlozu zastgpczym.
Wykazano bardzo duze zréznicowanie wzrostu badanych
odmian i kultur krzyzowkowych zaréwno na pozywkach,
jak i podtozu zastepczym. Srednica pozywki przero$nigtej
przez grzybni¢ na pozywce agarowej standardowej po
okresie inkubacji wahata si¢ od 16 mm (kultura krzy-
zo6wkowa KW./3/71) do 38 mm (odmiana Polmycel 23).
Na pozywce obornikowej stwierdzono takze bardzo duze
zrbznicowanie wzrostu grzybni. Srednica pozywki prze-
ros$nigtej przez grzybni¢ wahata si¢ od 31 mm (kultura
krzyzéwkowa KW./11/24) do 86 mm (odmiana Somycel
91). Na podtozu zastgpczym warstwa podloza przerosnigta
przez grzybni¢ wahata si¢ od 41 mm (kultura krzyzow-
kowa KW./5/149) do 105 mm (kultura krzyzoéwkowa
KW./8/67).

Wykazano bardzo duzy wplyw izolatow T. aggres-
sivum f. europaeum na tworzenie zawiazkow owocnikow
przez badane odmiany i kultury krzyzoéwkowe pieczarki
(tab. 3). Wszystkie trzy izolaty: T. 361, CBS115901 oraz
T. agg. 29/15 powodowaly drastyczne ograniczenie wiaza-
nia owocnikow przez odmiany i kultury krzyzowkowe
pieczarki (0,2-1,0 szt./em®). W kilkunastu przypadkach

odmiany 1 kultury krzyzoéwkowe na skutek infekcji nie
wytworzyly zadnych zawiazkow. Srednia liczba zawiaz-
kéw wytworzonych przez badane odmiany i kultury
krzyzéwkowe zainfekowane w/w izolatami byla bardzo
zblizona.

Uzyskane dane potwierdzaja wczesniejsze wyniki
badan autoro6w odnosnie duzej agresywnosci izolatow
grzybow T. aggressivum f. europaeum, ktore powodowaty
znaczne zmniejszenie tworzenia zawiazkow, a takze
bardzo znaczng obnizk¢ plonu (Sobieralski i wsp. 2010).
Duza agresywno$¢ izolatow T. aggressivum wykazali
wczesniej] m.in. Mamoun i wsp. (2000a), Savoie i wsp.
(2001) oraz Samuels i wsp. (2002).

Izolaty T. hamatum wplywaly takze istotnie na tworze-
nie zawiazkdw owocnikéw badanych odmian i kultur
krzyzowkowych pieczarki. Srednia liczba zawiazkow
owocnikdéw wytworzonych przez odmiany i kultury krzy-
zo6wkowe zainfekowane izolatami 7. hamatum wynosita
0,8 oraz 1,0 szt./em? i byta istotnie nizsza od kontroli
(1,2 szt./em?). Izolat T. ham. 7/33 w wickszym stopniu
obnizat ilo§¢ wytworzonych zawiazkow owocnikdéw niz
dwa pozostate izolaty T. ham. 3/74 oraz T. ham. 9/11.
Szereg autorow zalicza T. hamatum do grzyboéw nie
wywierajacych duzego wpltywu na plonowanie pieczarek
(Seaby 1996; Fletcher i Gaze 2008). Uzyskane wyniki nie
potwierdzaja tych danych.

Tabela 2. Ocena wzrostu grzybni odmian i kultur krzyzéwkowych uzyskanych poprzez krzyzowanie kultur jednozarodnikowych

réznych odmian pieczarki dwuzarodnikowej 4. bisporus

Table 2. Mycelium growth evaluation of strains and crossbred cultures obtained by crossing of 4. bisporus single-spore cultures

Wzrost grzybni — Mycelium growth
Nr Odmiany i kultury krzyzéwkowe - [mr]
No. Strains and crosssbred cultures pog’;’;’ﬁi&%ﬁg‘”a pozywka obornikowa podioze zastepeze
standard agar medium manure medium substitute substrate
1. | Somycel 91 37a 86 a 98 a
2. | Hauser A6.5 35a 80 a 102 a
3. |KW./7/141 22 de 48 f 55f
4. |KW./9/76 25¢ 55e 62¢
5. | KW./4/31 27 ¢ 58d 8lc
6. |KW./11/24 18 ef 3lh 50¢g
7. | KW./17/112 32b 67c 93b
8. | KW./8/67 34 ab 85a 105a
9. |KW/3/71 16 f 32h 50¢g
10. | Italspawn F62 32b 64 c 93 b
11. | Polmycel 23 38a 61d 90 b
12. | KW./26/15 18 ef 40g 67¢
13. | KW./18/43 33b 60d 75d
14. | KW./31/17 34 ab 65¢ 8lc
15. | KW./5/149 18 ef 32h 41h
16. [KW./2/110 36a 75b 96 ab
17. | KW./16/168 21d 44 f 68 ¢
18. | KW./33/19 23d 52¢ 72d

Wartosci w kolumnach oznaczone ta sama litera nie rdznia sig istotnie na poziomie o = 0,05
Values in columns marked with the same letter do not differ significantly at o. = 0.05
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Tabela 3. Wplyw izolatow Trichoderma na tworzenie zawiazkéw owocnikow odmian i kultur krzyzowkowych A. bisporus [szt./cm?]
Table 3. Effect of Trichoderma isolates on primordia formation of 4. bisporus strains and crossbred cultures [pes/cm?]

Gatunek
Odmiany, Species
krz;(;(!)tvl;i(};we T. aggressivum f. europaeum T. hamatum Kontrola Srednia
Strains, crossbred nr izolatu nr izolatu Contol Mean
cultures No. of isolate No. of isolate
T.361 | CBS115901 |T.agg.29/15 |T.ham.3/74 | T. ham. 7/33 | T. ham. 9/11

Somycel 91 0,4 0,2 0,4 1,4 1,2 1,6 1,6 1,0 ab
Hauser A6.5 0,2 0,2 0,6 0,8 0,6 1 1,1 0,6 cd
KW./7/141 0 0 0 0,2 0,2 0,2 0,3 0,le
KW./9/76 0,2 0 0,2 0,6 0,4 0,7 0,7 0,4d
KW./4/31 0 0 0 0,8 0,2 0,4 0,8 0,3 de
KW./11/24 0,6 0,4 0,2 1 0,6 1 1,2 0,7¢
KW./17/112 0,2 0,2 0,4 0,6 0,6 0,6 0,8 0,5 cd
KW./8/67 0,4 0,2 0,6 1,8 1,4 1,8 2 1,2a
KW./3/71 0,2 0,6 0,8 1,2 1,2 1,4 1,4 1,0 ab
Italspawn F62 0,4 0,2 0,4 2 1,8 2 2,2 1,3a
Polmycel 23 0,6 0,8 0,6 1,6 1,4 1,8 2 1,3a
KW./26/15 1 0,6 0,8 1,4 1,2 1,4 1,8 1,2a
KW./18/43 0 0 0 0,2 0 0,2 0,2 0,le
KW./31/17 0 0,2 0 0,8 0,2 0,6 0,8 0,4d
KW./5/149 0 0 0 0,2 0 0 0,2 0,1e
KW./2/110 0,6 0,8 0,4 1 1 0,8 1,1 0,8 be
KW./16/168 0,2 0,4 0,4 1,2 1,4 1,2 1,5 0,9b
KW./33/19 0,8 0,8 0,6 1,6 1,5 1,4 1,7 1,2a
Srednia — Mean 0,3d 0,3d 0,4d 1,0b 0,8 ¢ 1,0b 1,2a
Wartosci $rednie oznaczone ta sama litera nie roznig sig istotnie na poziomie o = 0,05
Means marked with the same letter do not differ significantly at oo = 0.05
Whioski / Conclusions
1. Izolaty grzybow T. aggressivum f. europaeum oraz Czg$¢ badawcza pracy zostata sfinansowana ze §rod-

T. hamatum zmniejszaly istotnie liczbe wytworzonych  kow na nauke w latach 2009-2012 jako projekt badawczy
zawiazkéw owocnikow przez badane odmiany oraz  nr NN310 089037.
kultury krzyzéwkowe pieczarki.
2. lzolaty T. hamatum w réznym stopniu ograniczaly
tworzenie zawiazkow owocnikow przez badane od-
miany i kultury krzyzéwkowe.
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