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ABSTRACT

Wachowska U., Popicelarczyk C., Duba A., Goriewa K., Kucharska K. 2016. Ocena przydatnosci drozdzy
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556-563.

In the nurseries, Scots pine seedlings that show symptoms of the damping-off usually die. Rhizoctonia
solani, a rapidly growing fungus, is one of the pathogens that infect the roots of plants. The aims
of this study were: (1) to evaluate the susceptibility of R. so/ani and saprotrophic fungi Mortierella
elongata, Trichoderma hamatum and T. rossicum to fungicides, (2) to determine whether yeast isolates
can be used as effective inhibitors of the pathogen’s growth, and (3) to analyze phylogenetic
relationships between filamentous fungi. The Switch 62.5 WG fungicide, containing cyprodinil
and fludioxonil, most effectively suppressed the growth of the tested R. solani isolates, but also
exerted ecotoxic effects on the analyzed saprotrophs. The R. so/ani RS 1 isolate did not respond
to the presence of azoxystrobin in PDA. Most of the 13 yeast isolates tested in the study inhibited
the growth of pathogen colonies, but only one isolate was characterized by inhibitory activity of
59.03% and exerted a strong antagonistic influence on the pathogen. A phylogenetic analysis revealed
that the tested isolates represented three clades: 1) T’ hamatum, 2) T rossicum, and 3) R. solani.
The phylogenetic tree of M. hamatum and T rossicum showing their divergence due to mutations
did not reflect their speciation.
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Wstep
Najwazniejszymi patogenami infekujacymi system korzeniowy siewek i sadzonek sosny zwy-
czajnej (Pinus sylvestris 1.) sa grzyby rodzajéw Rhizoctonia [Betka, Marika 2014], Fusarium [Menkis,
Vasaitis 2011], Cylindrocarpon [Menkis, Vasaitis 2011], Alternaria [Giordano i in. 2009] oraz orga-
nizmy grzybopodobne rodzajéw Phytophthora [Duda i in. 2004] i Pythium [Kwasna, Bateman
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2009]. Brak specyficznych objawéw oraz mozliwos¢ infekcji mieszanych generujg trudnosci w iden-
tyfikacji patogenu, szczegélnie R. solani Kithn, ktéry nie tworzy zarodnikéw konidialnych [Betka,
Marika 2014]. Szybka molekularna identyfikacja utatwia dobér odpowiedniej metody zwalczania,
jednak stosowanie fungicydéw o szerokim spektrum dziatania wptywa ujemnie na srodowisko
przyrodnicze, w tym na mikroorganizmy saprotroficzne.

Od kilku juz lat ktadziony jest duzy nacisk na ograniczenie stosowania chemicznych $rod-
kéw ochrony roslin w gospodarce lesnej oraz zastapienie ich metodami biologicznymi lub pota-
czenie z nimi. W Polsce pierwsze badania dotyczace potencjatu grzybéw rodzaju Trichoderma
w ochronie biologicznej sosny zwyczajnej przed patogenem R. solani zostaly przeprowadzone juz
w 1987 roku [Duda, Sierota 1987]. Innym przyktadem stosowania metod biologicznych w polskich
lasach jest ochrona drewna pniakéw sosny przez Philebiopsis gigantea [Sierota 2013]. Na $wiecie
grzyby rodzaju Trichoderma [Sarojini Chakravarthy i in. 2011] oraz drozdze [El-Tarabily 2004] sg
réwniez wykorzystywane jako ochrona biologiczna. Promuje si¢ tez introdukcje grzybéw ektomy-
koryzowych do ochrony siewek sosny pinia (Pinus pinea) [Machén i in. 2009]. Analizowany jest
takze potencjal biologicznej ochrony upraw lesnych przed szkodnikami [Malinowski 2010].
Opracowanie biologicznych metod do stosowania w szkétkach przyczynitoby si¢ do efektywnej
ochrony siewek przed patogenami bez ubocznego negatywnego wplywu na mikroorganizmy
saprotroficzne.

Celem badan byta identyfikacja molekularna Riizoctonia solani Kithn, Mortierella elongata
Linnemann, Trichoderma hamatum (Bonord.) Bainier i 1richoderma rossicum Bissett, Kubicek &
Szakacs, a takze analiza powigzan filogenetycznych migdzy tymi gatunkami, ocena wrazliwosci
tych izolatéw na wybrane fungicydy oraz mozliwosci ograniczenia R. so/ani metodg biologiczng
z wykorzystaniem izolatéw drozdzy.

Material i metody

Izolaty uzyskano z korzeni zamierajgcych siewek sosny zwyczajnej (Pinus sylvestris) wykazuja-
cych objawy porazenia z bryly gleby przylegajacej do korzeni, ze szkétki lesnej nalezacej do
Regionalnej Dyrekeji Laséw Padstwowych w Biatymstoku (23'10'E 53°08'N). Fragmenty korzeni
wyktadano na podloze glukozowo-ziemniaczane (PDA, ang. Potato Dextrose Agar) na ptytki
Petriego (o $rednicy 9 cm) po uprzednim ich powierzchniowym odkazeniu w roztworze podchlo-
rynu sodu o stgzeniu 1,5%. Bryly gleby przylegajace do korzeni sosny umieszczono w szklanych
pojemnikach o pojemnosci 1 dm?. Zastosowano zmodyfikowang metode pulapkows do izolacji
z gleby grzybéw wykorzystujgeych celuloze jako 7rédto wegla [Paulitz, Schroeder 2005]. W tym
celu w glebie umieszczono na glebokosci 2 cm po 20 réwnomiernie rozmieszczonych pionowo
zapatek. Plytki z materiatem roslinnym i gleb¢ inkubowano w temperaturze 24°'C przez 48 godzin.
Najdynamiczniej rosngce strzgpki grzybéw pasazowano trzykrotnie w celu otrzymania czystych
kultur.

Wstepng identyfikacje izolatéw wykonano przy pomocy mikroskopu (Nikon Eclipse E200,
Japonia). Materialem do izolacji DNA byly strz¢pki izolatéw grzybéw rosngce w ptynnym pod-
tozu (ekstrakt wotowy 0,1% (w/v), pepton sojowy 0,5% (w/v), chlorek sodu 0,5% (w/v), glukoza
1% (w/v), ekstrakt drozdzowy 0,7% (w/v), woda destylowana) w kolbkach o pojemnosci 50 cm?,
ktére byly inkubowane 48 godzin w temperaturze 24°C. Nastepnie strzgpki izolatéw grzybéw
umieszczono w sterylnych probéwkach (Eppendorf) i przechowywano w temperaturze —20°C.
Izolacj¢ DNA przeprowadzono za pomocg zestawu Bead-Beat Micro AX Gravity (A&A Biotech-
nology, Polska) wedtug procedury zamieszczonej w zestawie. 1los¢ i jakos¢ wyizolowanego DNA
sprawdzono za pomocg pomiaru absorbancji przy dtugosci fali 260 oraz 280 nm (NanoDrop 2000,
Thermo Scientific, Polska).
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Amplifikacje regionu I'TS malej podjednostki 18S rDNA zawierajacego 5,8S rDNA
przeprowadzono za pomocg starteréw ['TS4 i ['TS5 [White i in. 1990]. Do tego celu wykorzystano
zestaw FailSafe PCR System (Epicentre, Stany Zjednoczone). Mieszanina reakcyjna zawierata
takze 20 ng wyizolowanego DNA i dwa startery (markery): I'TS 5 forward GTATCGGACGGA-
GATCCAGC oraz ITS 4 reverse TTGCTCAGTGCATTGTCGG (synteza — Sigma, Polska).
Amplifikacje przeprowadzono w termocyklerze (Mastercycler Ep Gradient, Eppendorf). Profil
termiczny reakcji ustalono wedtug schematu: denaturacja wstgpna w 95°C (3 min), nastgpnie 34
cykle: denaturacja 95°C (1 min), hybrydyzacja 58°C (1 min), wydtuzanie 74°C (3 min), w ostat-
nim etapie 74°C przez 10 minut [White i in. 1990]. Elektroforeza produktéw PCR o wielkosci
630 bp zostata przeprowadzona w 1-procentowym Zelu agarozowym (Prona Basica LE, Hiszpania)
w obecnosci barwnika midori green (Nippon, Japonia) w buforze TBE (Sigma, Polska). Zdjecia
rozdziatu produktéw w zelu agarozowym wykonano przy pomocy transiluminatora (MultiDoc-It,
UVP, Stany Zjednoczone). Produkty amplifikacji zsekwencjonowano w Instytucie Biofizyki i Bio-
chemii PAN (Warszawa). Identyfikacja na podstawie podobieristwa sekwencji zostata wykonana
za pomocg narz¢dzia BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) w bazie NCBI.

Oceng¢ wrazliwosci grzybéw strzgpkowych na fungicydy przeprowadzono na podtozu PDA,
na plytkach Petriego o srednicy 9 cm. Podloze zawierato fungicydy w stezeniach odpowiada-
jacych stezeniu preparatu gotowego do uzycia podanego przez producenta na etykiecie. Wynosito
ono 1,3% dla fungicydu Switch 62,5 WG (substancje aktywne: cyprodynil i fludioksonil, Syngenta,
Polska), 0,67% dla preparatu Gwarant 500 SC (chlorotalonil, Arysta LifeScience, Polska) i 2%
dla preparatu Amistar 250 SC (azoksystrobina, Syngenta, Polska). Kontrol¢ stanowily ptytki
wypelnione podlozem PDA bez fungicydéw. Na ptytki wyktadano 5-milimetrowe krazki PDA
przero$nicte 48-godzinnymi strz¢pkami izolatéw grzybéw strz¢pkowych wymienionych w tabeli 1.
Materiat biologiczny inkubowano 4 doby w temperaturze 24°C.

Wplyw izolatéw drozdzy na rozwdj kolonii izolatéw grzybéw strzgpkowych oceniono
metodg pomiaru wielkosci i ksztattu kolonii tych grzybéw. Izolaty drozdzy pochodzity z ziarna
i lisci pszenicy ozimej odmiany Bogatka oraz owocéw jabtoni i §liwy. Izolaty drozdzy wysiewano
na podloze PDA w odlegtosci 2 cm od wylozonego krgzka PDA przerosnigtego 48-godzinng
kolonig patogenu. Kolonie kontrolne R. so/ani rosnace bez obecnosci drozdzy mialy powierzch-
ni¢ 63 cm? i ksztatt kota (wspétezynnik eliptycznosci=1). Kultury inkubowano 4 doby w tempe-
raturze 24°C.

Tabela 1.
Molekularna identyfikacja badanych grzybéw strzgpkowych
Molecular identification of investigated filamentous fungi

Najblizsza sekwencja w bazie Pokrycie szukanej sekwencji /
Izolat (numer akcesji w GenBank) Homologia sekwencji
Isolate Closest database match q
(GenBank accession number) Query cover / Identity
RS 22 Rhizoctonia solani (EU730865.1) 100% | 99%
RS 35 Rhizoctonia solani (F]J492073.2) 100% [ 100%
T9 Trichoderma rossicum (JQ666652.1) 100% / 99%
M 10 Mortierella elongata (KC018241.1) 100% [ 99%
T 11 Trichoderma rossicum (HQ342419.1) 100% / 100%
T 14 Trichoderma hamatum (KM491889.1) 99% | 98%
T 36 Trichoderma hamatum (KF856960.1) 100% [/ 100%
T 37 Trichoderma hamatum (EF596960.1) 100% [ 100%

T 38 Trichoderma hamatum (KF922332.1) 100% / 100%
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Program MEGA 6 postuzyt do poréwnania sekwencji izolatéw wilasnych oraz referencyj-
nych w celu ustalenia pokrewiernistwa ewolucyjnego. Do konstrukeiji kladogramu zostata wykorzy-
stana metoda Neighbour-Joining (N], metoda najblizszego sasiada). Wiarygodnos¢ drzew zostata
oszacowana z uzyciem testu samoprébkowania (2000 replikacji, im wyzsza warto$¢ testu, tym
wicksze pokrewieristwo). Kolonie grzybéw strzgpkowych i drozdzy sfotografowano (Sony Alpha
DSLR-A330), a ich obrazy wprowadzono do pamigci komputera (PC, Integrit, Polska). Obrazy
analizowano programem graficznym Image] 1.49 w celu pomiaru powierzchni kolonii grzybni.
Cecha ta postuzyta do okreslenia skutecznosci fungicydéw w ograniczaniu rozwoju grzybéw
wedtug wzoru:

100% — bla - 100%
gdzie:
a — powierzchnia kolonii préby kontrolnej,
b — powierzchnia kolonii rosngcej na podtozu z fungicydem.

W eksperymencie z przydatnoscig drozdzy do ograniczenia rozwoju patogenu, obok powierzchni
kolonii patogenu, dodatkowo zmierzono srednice jego kolonii w dwéch prostopadtych kierunkach.
Wspétezynnik eliptycznosci kolonii obliczono, dzielgc krétszg Srednicg przez dhuzsza. Na potrzeby
badan przyjeto, ze przy wartosci tego wspélczynnika na poziomie powyzej 0,69 dany izolat drozdzy
nie miatl istotnego antagonistycznego wptywu na rozwdéj kolonii. Po sprawdzeniu warunku nor-
malnosci rozkltadu wykonano analiz¢ wariancji za pomocg programu Statistica 12 (ANOVA).
Istotnos¢ réznic migdzy srednimi oszacowano testem Duncana (p<0,01).

Wyniki
Kolonie grzyb6w R. solani, M. elongata i T hamatum byty typowe dla tych gatunkéw pod wzgledem
morfologii i tempa wzrostu. Mikroskopowa identyfikacja M. elongata i T. hamatum na podstawie
zarodnikowania zostata potwierdzona molekularnie. Po przeprowadzeniu analizy sekwencji ampli-
konu o wielkosci okoto 630 bp, reprezentujacego regiony I'TS 4 i I'TS 5 rDNA, zidentyfiko-
wano dwa izolaty gatunku R. so/ani: RS 22 i RS 35 (tab. 1). Sekwencje analizowanych amplikonéw
izolatéw grzybéw saprotroficznych pokrywaty si¢ w co najmniej 98% z sekwencjami izolat6w refe-
rencyjnych.

Analiza drzewa filogenetycznego skonstruowanego na podstawie wybranych sekwencji nukleo-
tydowych izolatéw grzybéw wlasnych i referencyjnych wykazata, ze izolaty wiasne 7" hamatum
(T 36, T 37,'T 14, T 38) i referencyjne (numery akcesyjne: EF596960.1, KF922332.1, KM491889.1,
KF856960.1) grupujg si¢ blisko siebie (ryc.). Wzorcowy izolat 7. rossicum (HQ342419.1) grupowat
si¢ z izolatem wlasnym tego samego gatunku (T 11). Izolaty R. solani (F]J492073.2, EU730814.1,
RS 22, RS 35) grupowaly si¢ w bliskiej odlegtosci. Kolejng grupg stanowit izolat M. elongata
(KC018241.1) grupujacy si¢ bezposrednio z izolatem 1. rossicum (JQ666652.1, T 9) oraz posrednio
z parg izolatéw M. elongata (M 10) i T rossicum (T 9). Grupe zewngtrzng stanowit gatunek Hypocrea
aureoviridis (AF194021.1).

Fungicyd zawierajgcy cyprodynil i fludioksonil (Switch 62,5 WG) najskuteczniej ograniczat
wzrost wszystkich testowanych izolatéw patogenu R. solani, a skutecznosé preparatu z chlorotalo-
nilem (Gwarant 500SC) oszacowano na poziomie od 88,95 do 93,63% (tab. 2). Najmniej efektywny
w redukeji rozwoju kolonii R. so/ani byt fungicyd z azoksystrobing (Amistar 250 SC). Dodatkowo
izolat R. solani RS 1 okazal si¢ niewrazliwy na jego obecnos$¢ w podtozu. Wszystkie testowane
fungicydy znaczgco ograniczyly wzrost grzybéw saprotroficznych (tab. 2). Takie ekotoksyczne
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84 T hamatum 'T'36
85 T hamatum 'T'37
98 T hamatum T14
70 1. hamatum 'T'38
72 T hamatum EF596960.1

T hamatum KF922332.1
45 76 E T hamatum KM491889.1
91 T hamatum KF856960.1

— I hamarum HQ342319.1
75— T rossicum T11

99 R. solani FJ492073.2 Rye.
44—: R. solani EU730865.1 Okreslone metodg laczenia sgsiedz-
_: R. solani RS22 kiego (N]) pokrewienstwo filogenety-
99 R. solani RS35 czne pomigdzy gatunkami grzybéw
99 M. elongara KC018241.1  zidentyfikowanymi przy pomocy mar-
99 T rossicum JQ666652.1 ker6w I'TS 41 ITS 5
97 1. rossicum T9 Neighbor-joining based phylogenetic
60 M. elongata M10 affinity between fungi species identified

H. aureoviridis AF194021.1 - with I'T'S 4 and I'TS 5 markers

Istotnos¢ oceniona testem samoprébkowania (2000 replikacji) przy odsetku poparcia bootstrap >70%
Significance assessed with bootstrap test (2000 replicates) and the bootstrap support >70%

Tabela 2.
Wrazliwos¢ [%] wybranych izolatéw na obecno$¢ fungicydéw w podtozu
Sensitivity [%] of selected isolates on the presence of fungicides in the medium

b Switch 625 WG Gwarant500SC  Amistar 250 SC
Isolate

R. solani RS 22 100,0 89,42 88,73
R. solani RS 35 94,6 88,95 97,88
R. solani R S 1 98,1 93,63 0,00
T rossicum 'T' 9 100,0 68,57 72,17
M. elongata M 10 100,0 88,46 72,86
T rossicum T 11 100,0 98,10 86,57
T hamatum 'T" 14 100,0 95,21 83,02
T hamatum T 36 79,4 91,87 68,32
7; hamatum 'T" 37 66,8 96,71 0,00
Srednia 93,2 90,10 63,28
Average

dziatanie bylo szczegdlnie wyrazne na plytkach, na ktérych testowano fungicyd zawierajacy
cyprodynil i fludioksonil, catkowicie hamujacy rozwdj T. rossicum 'T' 9, T 14, M. elongata M 10 oraz
1 hamatum ‘T 14. Azoksystrobina okazata si¢ najmniej ekotoksyczna wobec saprotroféw.

Siedem testowanych izolatéw drozdzy (Cryptococcus sp. 410, A. pullulans 415, 709, 745, 754,
CC, Sporobolomyces sp. SEnl) rosngcych w sgsiedztwie kolonii izolatu R. solani RS 22 istotnie
ograniczyto ich rozwdj w poréwnaniu z kolonig kontrolng (tab. 3). Z kolei izolaty A. pullulans
415, 709, 745, i CC, Cryptococcus sp. 410 oraz Sporobolomyces sp. JEp2 ograniczaty rozwéj kolonii
izolatu RS 35. Kolonie izolatu R. so/ani RS 1 na ogét przerastaty kolonie drozdzy wysiane na
podioze PDA. Wyjatek stanowity ptytki, na ktérych wprowadzono izolat A. pullulans 754. 1zolat
ten znaczgco modyfikowal ksztalt kolonii trzech izolatéw R. solani. Whasciwosé taky posiadaty
tez izolaty A. pullulans 415, 709, 745 i CC, lecz wobec tylko jednego lub dwdch izolatéw
fitopatogenu.
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Tabela 3.
Ograniczanie wzrostu kolonii patogenu Rhizoctonia solani przez izolaty drozdzy
Inhibition of the growth of the pathogen Riizoctonia solani colonies by yeast isolates

[zolat Wspétezynnik eliptycznosci Powierzchnia kolonii [cm?]
Isolate Coefficient of ellipticity Area of colony

RS 1 RS 22 RS 35 RS 1 RS 22 RS 35
Aureobasidium pullulans 228 1,00 1,00 1,00 63,00a 63,00a 63,00a
Cryptococcus sp. 405 0,98 1,00 0,99 63,00a 63,00a 63,00a
Cryptococcus sp. 410 1,00 0,70 0,70 63,00a 26,84h 42,08defg
A. pullulans 415 0,76 0,60 0,63 57,71ab 29,02gf 27,25gh
Sporobolomyces sp 418 1,00 0,92 0,89 63,00a 58,56ab 52,98ab
A. pullulans 454 0,98 0,73 0,90 63,002 23,33h 52,55abc
Rhodotorula glutinis 458 1,00 0,91 0,81 63,00a 52,98abc 55,73abc
A. pullulans 709 1,00 0,68 0,66 63,002 32,21fgh 33,64fgh
A. pullulans 745a 1,00 0,66 0,65 63,002 30,15fgh 32,28fgh
A. pullulans 754 0,61 0,56 0,69 28,91gh 25,25gh 52,55abc
A. pullulans CC 0,70 0,63 0,60 58,03ab 30,02gh 30,36gh
Sporobolomyces sp. JEnl 0,98 0,88 0,89 63,00a 48,77abed  55,18abc
Sporobolomyces sp JEp2 0,96 0,85 0,85 63,00a 51,13abc 45,80defg
Sporobolomyces sp SEnl 0,98 0,86 0,86 63,00a 48,17bcde  50,85abc
Srednia 0,93 0,79 0,80 60,238 42,13b 47,22b
Average

te same litery oznaczajg warto$ci nieréznigce si¢ istotnie wedtug testu Duncana (p<0,01)
the same letter indicates lack of significant difference according to the Duncan test (p<0.01)

Dyskusja
W niniejszej pracy poszczegélne gatunki grzyb6w strzgpkowych zostaty zidentyfikowane za po-
mocg tradycyjnej metody mikroskopowej oraz metodg molekularng. W przypadku M. elongata
oraz T. hamatum technika molekularna potwierdzita identyfikacj¢ mikroskopows. Problema-
tyczny w identyfikacji mikroskopowej okazat si¢ grzyb R. solani, ktéry nie tworzy zarodnikéw
konidialnych, co potwierdzalo wezesniejsze doniesienia [Mikotajska, Wachowska 1996; Lenc,
Sadowski 2010]. Grzyb T rossicum Bissett Kubicek & Szakacs jest gatunkiem nalezgcym do
rodzaju Trichoderma, kt6ry po raz pierwszy zostat zidentyfikowany w glebie Syberii na poczgtku
XXI wieku [Bissett i in. 2003]. Jak dotad 7" rossicum nie zostat stwierdzony i opisany w Polsce,
dlatego jest to najprawdopodobniej pierwsza identyfikacja tego gatunku w glebie w Srodowisku
lesnym w tym rejonie. O wystgpowaniu tego gatunku w lasach Austrii donosili Friedl i Druzhinina
[2012].

Analiza drzewa filogenetycznego wykazata grupowanie w niedalekiej odleglosci izolatéw
1 hamatum i T rossicum, co sugerowato mozliwe bliskie pokrewiedstwo tych gatunkéw. Jest to
zgodne z danymi literaturowymi klasyfikujgcymi oba gatunki do sekcji Pachybasium [Bissett i in.
2003]. Analiza filogenetyczna wykazata, ze badane izolaty grupowaly sic w trzech gléwnych
kladach: 1) 1 hamatum, 2) T rossicum i 3) R. solani. Czwarty klad zgromadzit izolaty dwéch
gatunk6w — M. elongata oraz T, rossicum. Przy konstruowaniu drzewa filogenetycznego gatunek
H. aureoviridis reprezentowat grupe zewngtrzng umozliwiajacg umieszczenie korzenia drzewa.
Lokalizacja w drzewie filogenetycznym izolatéw R. solani, Trichoderma spp., a takze M. elongata
w odrebnych kladach potwierdza odlegtos¢ ewolucyjng tych gatunkéw [Sayers i in. 2009]. Bliskie
grupowanie izolatéw M. elongata 7 dwoma izolatami 7" rossicum jest rezultatem dyskusyjnym ze
wzgledu na réznice taksonomiczne tych gatunkéw [Sayers i in. 2009]. Pomimo wysokiej wartosci
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testu samoprébkowania wydaje sig, Ze jest to mylne dopasowanie. Wygenerowany kladogram
odzwierciedla jedynie réznice genetyczne migdzy badanymi gatunkami powstate na skutek
zmian ewolucyjnych. Dodatkowe trudnosci w skonstruowaniu rzeczywistego drzewa filogene-
tycznego mogg pojawiac si¢ takze w przypadku niewystarczajacej dhugosci i zréznicowania sek-
wencji badZ tez pojawienia si¢ sekwencji pochodzacej z horyzontalnego transferu genéw
[Koonin i in. 2002].

7 praktycznego punktu widzenia istotna jest szybka identyfikacja patogenu oraz zastoso-
wanie fungicydéw ograniczajacych jego rozwéj bez negatywnego wptywu na gatunki pozyteczne
rodzaju Trichoderma. W badaniach whasnych wykazano jednak, ze rozwéj kolonii rodzaju Trichoderma
byt w podobnym stopniu ograniczany przez fungicydy, jak patogenu R. solani. Nalezy uznaé, ze
takie dziatanie fungicydéw jest niekorzystne. W badaniach Sarojini Chakravarthy i in. [2011]
izolat T aureoviride pochodzacy z gleby srodowiska lesnego ograniczat o 77% rozwdj kolonii
patogenu R. solani. Cytowani autorzy wykazali takze, ze fungicydy triazolowe (heksakonazol,
tricyklazol) i benzimidazolowy (karbendazym) testowane w warunkach iz vitro catkowicie ogra-
niczyly rozwdj kolonii kilku gatunkéw rodzaju Trichoderma. W niniejszych badaniach najbardziej
toksyczny dla badanych saprotroféw byt fungicyd z grupy anilinopirimidyn (cyprodynil) i feny-
lopiroli (fludioksonil).

W prezentowanych badaniach na ogét wszystkie testowane fungicydy wykazywaty bardzo
dobrg skutecznosé w ograniczeniu rozwoju patogenu R. solani. Wyjatkowo azoksystrobina nie
ograniczata rozwoju izolatu R. solani RS 1. W badaniach przeprowadzonych przez Olaya i in.
[2013] wykazano po zsekwencjonowaniu genu cytochromu b obecnosé izolatéw R. solani posiada-
jacych substytucj¢ fenyloalaniny na leucyng¢ w kodonie 129 genu cytochromu b (mutacja F129L),
ktéra warunkuje odpornosé grzybéw na fungicydy strobilurynowe. Czgstotliwosé wystgpowania
izolatéw odpornych R. solani infekujacych ryz na plantacjach w Luizjanie byta zréznicowana
w zaleznosci od lokalizacji pola i wynosita od 7 do 100%. Nalezy jednak podkreslié, ze z uwagi
na biologi¢ grzyba R. so/ani prawdopodobieristwo wyselekcjonowania izolatéw odpornych w $ro-
dowisku lesnym jest niskie ze wzgledu na malg presje selekeyjng fungicydéw strobilurynowych.

W niniejszych badaniach tylko jeden (A. pullulans 754) z 13 testowanych izolatéw drozdzy
silnie ograniczal wzrost kolonii patogenu (konkurencja o przestrzen i pokarm) i jednocze$nie wy-
dzielat do podtoza substancje toksyczne silnie zmieniajace ksztalt kolonii patogenu poprzez two-
rzenie stref inhibicji (antybioza). Mozliwosciom wykorzystania drozdzy do ochrony roslin przed
sprawcami zgorzeli siewek poswiccono jak dotychczas mato uwagi. W pracy El-Tarabily [2004]
opisano pozytywne oddziatywanie drozdzy Candida valida, Rhodotorula glutinis i Trichosporon
asahii na zdrowotnos¢ siewek burakéw inokulowanych patogenem R. solani.

Whioski

# Fungicydy zawierajgce cyprodynil i fludioksonil, chlorotalonil oraz azoksystrobing skutecznie
ograniczajg rozwdj kolonii patogenu R. solani.

# "Testowane fungicydy posiadajg silne inhibicyjne dziatanie wobec gatunk6w rodzaju Trichoderma.

#* Drozdze mogg stac si¢ potencjalnie przydatne do ograniczenia patogenu R. solani w glebowym
srodowisku lesnym, poniewaz ich nieliczne wyselekcjonowane izolaty ograniczajg jego rozwd;.

# Analizy molekularne sg niezb¢dne do identyfikacji patogenéw roslin trudnych do oznaczenia
innymi technikami, umozliwiaja takze analiz¢ pokrewieristwa migdzy gatunkami.
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