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ABSTRACT

Szewczyk W. H., Baranowska-Wasilewska M. K., Moliiska-Glura M. 2013. Wplyw grzybéw rodzaju
Trichoderma Pers. na wzrost Armillaria ostoyae (Romagn.) Herink. Sylwan 157 (5): 395-400.

Armillaria root rot is one of the most important diseases in Polish forests. Study assesses if mycelium mixed
with soil and metabolites of antagonistic 7richoderma reduce the occurrence of Armillaria. No influence
of Trichoderma on the growth of Armillaria ostoyae thyzomorphs and mycelium was found.
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Wstep

Opierikowa zgnilizna korzeni drzew jest jedng z najgroZniejszych choréb w polskich lasach.
Wedtug Raportu... [2010] areat wystgpowania tej choroby przekracza 100 tys. hektaréw. Poraza
ona wiele gatunkéw roslin, gléwnie drzewiastych [Marika 2011]. Ze wzglgdu na szkody, jakie
powoduje w drzewostanach Swierkowych i sosnowych, jest chorobg o bardzo duzym znaczeniu
gospodarczym. Czgsto pojawia si¢ epifitozyjnie, szczegélnie w monokulturach potudniowe;j i pét-
nocno-wschodniej Polski. Do infekcji dochodzi glownie przez rosngce w glebie sznury grzyb-
niowe (ryzomorfy). Grzybnia patogena przerasta korzenie i dolne czgsci pni, powoduje zgnilizng
bialg jednolitg drewna, doprowadza do zmniejszenia przyrostu, a nastgpnie do $mierci drzew.
Wytwarzane przez opieike sznury grzybniowe utrudniajg prowadzenie zabiegéw majacych na
celu ochrong roslin. Ingerencja w srodowisko glebowe na duzg skale jest niemozliwa [Zétciak
2005], szczegdlnie dotyczy to metod chemicznych, ktére obecnie nie znajdujg powszechnego
zastosowania w Lasach Paristwowych. Brak odpowiednich metod i Srodkéw ochrony roslin oraz
nacisk na ochron¢ srodowiska naturalnego znacznie ogranicza zastosowanie fungicydéw oraz
zmusza do szerszego wykorzystania metod biologicznych w ochronie drzewostanéw przed choro-
bami infekcyjnymi korzeni.
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Od wielu lat prowadzone sg badania, ktérych celem jest zwigkszenie udziatu srodkéw bio-
logicznych w ochronie roslin [Tomalak i in. 2010]. Nadziej¢ na walk¢ z opierikowg zgnilizng
korzeni dajg grzyby rodzaju Trichoderma, nalezace do rz¢du Hypocreales. Wykazujg one wlasci-
wosci ochronne wzgledem roslin, polegajace gléwnie na produkeji antybiotykéw i zwigzkéw
toksycznych, hamujgcych wzrost patogenéw. Wsréd tych zwigzkéw dotychezas zidentyfikowano
kwas heptelidowy, kwas harzianowy, gliowiryng, gliotoksyne, glisoprening, wiridyng, alamecty-
cyng, tricholiny, peptaibol, 6-pentyl-a-pyrol [Vey i in. 2001; Benitez 2004; Howel 2006; Reino
i in. 2008]. Zainfekowane przez grzyby patogeniczne rosliny wydzielajg specyficzne toksyny
(fitoaleksyny, flawonoidy, terpenoidy czy fenole), ktére nie wptywajg na wzrost Trichoderma
[Harman i in 2004]. Kolonizacja korzeni przez Trichoderma zwigksza odpornos¢ korzeni na stres
[Chet i in. 1997; Benitez 2004].

Celem pracy byto ustalenie, czy grzybnia Trichoderma wymieszana z glebg oraz surowe
metabolity grzybéw tego rodzaju ograniczajg wzrost Armillaria ostoyae (Romang.).

Material i metody

Do doswiadczenia wybrano dwa izolaty Armillaria ostoyae, z ktérych jeden pochodzit z Nadle-
$nictwa Doswiadczalnego Zielonka (izolat 6038), a drugi — z Nadlesnictwa Doswiadczalnego
Siemianice (izolat 6132). Izolaty Trichoderma harzianum (Rifai) pochodzity z Nadlesnictwa
Doswiadczalnego Zielonka (izolaty 703 i 704) oraz ze szkétki Nowy Dwdr Nadlesnictwa Lipka
(izolaty 110 i 1100). Z tego drugiego terenu pochodzit réwniez izolat Trichoderma viride (Pers.)
(30). Badanie wptywu surowych metabolitéw rodzaju Trichoderma na wzrost A. ostoyae prowa-
dzono na przesaczu z ptynnej pozywki glukozowo-ziemniaczanej pozostatej z hodowli grzybni.
Dla potrzeb doswiadczenia, w kolbach zawierajacych po 200 ml sterylnej pozywki hodowano
inokulum pigciu szczepéw Trichoderma. Grzybni¢ inkubowano w temperaturze 22-25°C, w cyklu
$wietlnym dnia i nocy. Po 6 tygodniach wyrostg na powierzchni grzybni¢ usuwano, pozywke
sgczono przez bibule filtracyjng, a nast¢pnie przez sterylng membrang filtracyjng o srednicy por6w
0,6 pm. Przesgcz z dodatkiem agaru rozlewano na plytki Petriego o Srednicy 9 cm. W centrum
phytki umieszczano 5 mm? inokulum Armillaria i hodowano przez 7 dni, dokonujac pomiaru
przyrostu grzybni w temperaturze 23°C w cyklu nocy. Zbadano wptyw surowych metabolitéw
izolatéw Trichoderma na oba izolaty A. ostoyae w 6 powtérzeniach.

Do okreslenia zdolnosci wytwarzania sznuréw grzybniowych przez izolaty A. ostoyae, frag-
menty ryzomorf zostaly wyszczepione na 2% pozywke maltozowg na ptytkach Petriego, gdzie
przez 28 dni byly inkubowane w temperaturze 22°C. Nastgpnie na wyrostg grzybni¢ naktadano
krazki wyciete z pedéw debowych (po wezesniejszej sterylizacji w autoklawie, po godzinie przez
kolejne dwa dni). Krazki miaty 2 cm $rednicy i 1 cm wysokosci. Tak przygotowany materiat pod-
dawano inkubacji przez 28 dni w temperaturze 22°C. Nastgpnie krazki zostaty przybite do wy-
sterylizowanych w ten sam sposéb pedéw dgbowych o dtugosci 5 cm i srednicy 2 cm. Kolejnym
etapem doswiadczenia bylo umieszczenie tak przygotowanego inokulum w stoikach z niesteryl-
nym wilgotnym piaskiem rzecznym. Weki przykryto folig aluminiows i inkubowano przez 14
tygodni. Po tym okresie pedy debowe zostaly ulokowane w donicach plastikowych o pojem-
nosci 7,5 litra, wypehionych glebg z drzewostanu sosnowego wymieszang z 200 ml grzybni
Trichoderma wraz z pozywka. Przygotowanie grzybni polegato na 6-tygodniowej inkubacji w kol-
bach z ptynng pozywkg w temperaturze 22-25°C, w cyklu §wietlnym dnia i nocy. Po 10 tygod-
niach przechowywania w termostacie w 23°C, pedy byly delikatnie wyjmowane, tak aby nie
uszkodzi¢ wyrostych ryzomorf. Nast¢pnie zmierzono dtugosé i wage ryzomorf oraz ustalono ich
liczbg wraz z liczbg aktywnych koricéw [Rykowski 1985]. Do weryfikacji hipotezy o braku istot-
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nych réznic we wzroscie grzybni opieniek w zaleznosci od zastosowanych izolatéw materiat pod-
dano ANOVA 7 powtarzanymi pomiarami, po 6wczesnym sprawdzeniu prawdziwosci zatozer.
Z.godnos¢ z rozktadem normalnym analizowano testem Shapiro-Wilka, a jednorodno§¢ wariancji
oceniono testem Bartletta.

Wyniki
Stwierdzono istotne statystycznie réznice mi¢dzy badanymi izolatami opieriki 6038 i 6132, co
wskazuje na wptyw surowych metabolitéw Trichoderma na wzrost grzybni. Metabolit z 1 viride
wyraznie zahamowal wzrost grzybni izolatu 6038 juz po dwdéch dniach, natomiast nie powstrzy-
mat wzrostu izolatu 6132. Wydaje si¢ raczej, ze wrecz pobudzit jg do wzrostu w odniesieniu do
kontroli (ryc.). Metabolit 110 nie wptynat na wzrost grzybni obu testowanych izolatéw opieniek.
Izolat 703 wyraznie ograniczyt wzrost izolatu 6038 dopiero w trzeciej dobie, natomiast nie
wplynat na izolat 6132. Wzrost opieriki najbardziej ograniczat izolat 704. Izolat 6132 uzyskat
§rednicg 25 mm, czyli 20 mm mniej w poréwnaniu z kontrolg. Izolat 6038 po czterech dobach
uzyskat Srednice 12,5 mm i wtedy doszto do zahamowania jego dalszego przyrostu. Réwniez izo-
laty 110 i 1100 wptywaly na wzrost grzybni opieniek. Najwolniej przyrastata grzybnia izolatu 6038,
ktdérego wzrost byt najbardziej ograniczony przez izolat 30.

Stwierdzono istotne statystycznie réznice mi¢dzy ryzomorfami badanych izolatéw opierki.
[zolat 6038 wykazywat wicksze wartosci ocenianych parametréw niz izolat 6132 zaréwno w kon-
troli, jak i pod wptywem grzybni Trichoderma (tab.). Wszystkie testowane izolaty Trichoderma nie
ograniczaly istotnie wytwarzania ryzomorf, sumarycznej dhugos¢ sznuréw grzybniowych, suma-
rycznej wagi ryzomorf oraz liczby aktywnych koricéwek ryzomorf izolatu 6132. Obserwujac od-
dziatywanie grzybni Trichoderma na wzrost sznuréw grzybniowych opieriki, mozna zauwazy¢
brak istotnego wptywu na liczbe wytworzonych ryzomorf. Srednia wytworzonych sznuréw
grzybniowych jest wyraznie wi¢ksza niz w przypadku kontroli z izolatem 6038. Najbardziej liczba
ryzomorf wzrosta pod wptywem izolatu 704. Nie zanotowano wyraznego oddziatywania Trichoderma
na izolat 6132. Liczba sznuréw grzybniowych zblizona do wyniku kontrolnego.
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Wzrost grzybni opieniek na pozywkach zawierajgcych surowe metabolity testowanych izolatéw Trichoderma
w czasie

Armillaria mycelium growth on media containing metabolites of Trichoderma isolates in time
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Tabela.
Wplyw testowanych izolatéw Trichoderma na liczbg, dtugosé, wage i liczbg¢ aktywnych koricéw ryzomorf
opienki
Effect of tested Trichoderma isolates on number, length, weight and number of active tips of Armillaria
rhizomorphs

Liczba Dlugos¢ [mm] Waga [g] Aktywne korice
6038 6132 6038 6132 6038 6132 6038 6132
Kontrola 11,8 53 910 209 207 354 23 12
30 23,0 5,6 1968 410 142 87,5 o4 18
110 21,2 7,5 4860 727 454 120 77 26
703 19,0 5,6 5290 500 411 43 76 30
704 26,6 6,0 4137 365 392 385 86 18
1100 16,5 4,5 2920 660 307 98 59 26
P 0,7047 0,1136 0,4046 0,7003

Dyskusja
W 1932 roku odkryto antagonistyczne oddziatywanie grzybéw rodzaju Trichoderma, a pierwsze
doniesienia na temat ich wykorzystania w ochronie biologicznej przeciwko Armillaria opubliko-
wano w 1951 roku [Asef i in. 2008; Baumgartner i in. 2011]. Sokotov [1964], badajac zdolnos¢ réznych
gatunkéw grzyb6éw w ograniczaniu infekcji przez Armillaria, rekomendowal uzycie Trichoderma.
Dalsze badania potwierdzaja, ze Trichoderma ogranicza rozwdj ryzomorf Armillaria ostoyae, izolowa-
nych na sztuczne pozywki [Reaves i in 1990]. Eksperyment iz vitro dotyczacy interakcji Armillaria
i wystgpujacych w glebie grzybéw antagonistycznych, wykazal, ze wzrost opieriki najbardziej
ograniczala Trichoderma oraz Penicillium spp. [Ke¢a 2009). Trichoderma zwigksza odpornosé drzew
na dzialanie streséw srodowiskowych [Munnecke i in. 1981]. Whasnie t¢ whasciwosé rodzaju
Trichoderma oraz silny antagonizm tych grzybéw wykorzystuje si¢ w ochronie biologicznej roslin
przeciwko patogenom [Behnke-Borowcezyk i in. 2010].

Najtrudniej osiggna¢ odpowiednie nagromadzenie grzybéw antagonistycznych, ktére sku-
tecznie hamowatoby wzrost patogenéw rodzaju Armillaria [Shaw i in. 1978]. Onsando i Waundo
[1994] wykazali znaczne ograniczenie wzrostu Armillaria przez strz¢pki i metabolity badanych
izolatéw 1. koningii (Oudem.), 1. longibrachiatum (Rifai) i T harzianum sposréd 11 testowanych.
Réwniez Raziqi i Fox [1999] zaobserwowali ograniczajacy wptyw T harzianum, 1. viride i T hamatum
(Bonord) na rozwdj grzybni opienki na sztucznej pozywce, jednak nie uzyskali tego efektu
w badaniach szklarniowych, co sugeruje, ze dzialania iz vifro i in vivo nie muszg by¢ skorelo-
wane. By¢ moze testowane opieriki wykazywaty si¢ wzgledng odpornoscig na wykorzystanie su-
rowych metabolitéw Trichoderma albo w ogéle nie maja one wptywu na wzrost grzybni opieniek.
Wigcej danych mamy na temat mozliwosci zahamowania wzrostu ryzomorf. W badaniach Otieno
i in. [2003] ograniczanie przez Trichoderma wzrostu opieriki w niesterylnej glebie nie byto tak
wydajne, jak w glebie sterylnej. Prawdopodobng przyczyng takiej sytuacji jest obecnosci innych
mikroorganizméw. Zbyt niska gestos¢ inokulum antagonistycznych szczepéw Trichoderma w glebie
moze wplynaé na niskg skutecznosé w zwalczaniu Armillaria. O mozliwosciach przezycia ryzomorf
decyduje drewno znajdujace si¢ w glebie [Munnecke i in. 1981]. W badaniach opisujacych
wptyw Trichoderma viride na Armillaria mellea (Vahl) wykazano, ze przezycie patogena zalezato od
gestosci zasiedlenia antagonisty w glebie otaczajgcej Zrédto inokulum grzyba w drewnie [Garrett
1958]. Kwasna i Lakomy [1998] oraz Kwasna i Dux [1999] donosza, ze populacja Trichoderma
spp. w glebie, po wzbogaceniu jej trocinami sosnowymi, ulega zredukowaniu juz po 2 latach.
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Po wyczerpaniu bazy pokarmowej obserwuje si¢ spadek liczebnosci populacji Trichoderma. W ob-
serwacjach oddziatywania Trichoderma hamatum i Trichoderma viride na wytwarzanie ryzomorf przez
Armillaria ostoyae nie dostrzezono ograniczania ich rozwoju [Kwasna i in. 2004].

Podsumowanie

Uzyskane wyniki wyraznie wskazuja, Ze grzybnia Trichoderma wymieszana z glebg oraz surowe
metabolity tego rodzaju nie ograniczajg wzrostu opieriki ciemnej w warunkach zblizonych do
opisanego doswiadczenia. Wskazane sg dalsze prace nad biologicznymi metodami w ochronie
drzew przed opierikami. By¢ moze nalezy wzigé pod uwage inne szczepy rodzaju Trichoderma
lub poszukiwaé innych organizméw w celu ograniczania tego groZnego patogena.
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SUMMARY

Eftect of Trichoderma Pers. on the growth of Armillaria ostoyae (Romagn.)
Herink

Armillaria root rot is one of the most important diseases in Polish forests. Rhizomorphs play an
important role in infection. Lack of effective methods of plant protection against Armillaria root
rot forces the improvement of biological methods. The aim of this study was to determine
whether the mixture of soil, and Trichoderma mycelium and metabolites limits the formation of
rhizomorphs of A. ostoyae. The experiment was carried out with two isolates of A. oszoyae and five
isolates of two species of Trichoderma. The forest soil mixed with Trichoderma mycelium and
metabolites showed no effect on growth of A. osfoyae mycelium and rhizomorphs.



