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Summary

The investigations were carried out in 2003—2004 on American ginseng (Panax
quinquefolium L.) plantation localised in the mixed forest in Trzciniec (Lubelski prov-
ince). The object of the study was the soil from ginseng culture protected by the bio-
logical and chemical method. In the experiment there was also control plot — without
any protection during plants vegetation. There were also analysed the infected roots of
ginseng plants. Microbiological analyses showed that soil from control plots was char-
acterised by the smallest average total number of bacteria. In 1 g of dry weight of soil
after Polyversum application there was stated the highest number of bacterial colonies
from Bacillus and Pseudomonas genus. The highest number of fungal colonies was

obtained in 1 g of dry weight of soil on the control plots.

The highest number of saprophytic fungi (including those with antagonistic char-
acter) was obtained from the soil where the biological plant protection was applied.

Generally, independently of a plant protection method, American ginseng plants
were affected by Alternaria alternata, Cylindrocarpon spp., Fusarium spp., Pythium

irregulare and Rhizoctonia solani.
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WSTEP

Zen-szen amerykanski (Panax quinquefolium L.), pokrewny znanemu od ponad
4000 lat azjatyckiemu gatunkowi (Panax ginseng C.A.Meyer), jest byling o cennych wia-
Sciwo$ciach leczniczych, pochodzaca zmieszanych lasow wschodniej cze$ci kontynentu
pénocnoamerykanskiego. W stanie dzikim wystgpuje na przepuszczalnych, bogatych w
préchnice, kwasnych glebach piaszczysto-glinistych, przy czym ocenia sig, ze w stanie
naturalnym obecnie przetrwata niewielka liczba roslin (w Kanadzie ok. 196 tys. sztuk —
Nault iin., 1998). Surowcem zielarskim Zen-szenia sa korzenie, zawierajace m.in.
saponiny triterpenowe zwane ginsenozydami, odpowiadajace za dziatanie lecznicze.
Korzenie uwazane sa za efektywny adaptogen, tonizujacy czynnosci organizmu, prze-
jawiajacy rowniez dzialanie antydiabetyczne, antystresowe, afrodyzjalne, antymiaz-
dzycowe i opozniajacy starzenie si¢ (L1, 1995; Attele iin., 1999).

Radix ginseng na skalg przemystowa pozyskiwany jest z plantacji polowych,
jednakze w ostatnim czasie, szczegolnie w USA, Kanadzie, Australii i Chinach ro-
$nie zainteresowanie leSna uprawa zen-szenia (Follet, 1997; Nadeau iin., 1999).
Do zbiorow surowca przystepuje si¢ po 69 latach, przy czym uzyskiwane plony sa
nizsze w poréwnaniu z uprawa polowa, lecz surowiec jest niepordéwnywalnie drozszy
(Follet,1997;Beyfuss,1999;Nadeau iin., 1999). Z prowadzonych wcze$niej
badan wynika, ze jedno- i dwuletnie rosliny zen-szenia, mimo iz zawieraja ginsenozy-
dy, porazane sa przez szereg grzybow patogenicznych jak Alternaria spp., Fusarium
spp., Phytophthora spp., Rhizoctonia solani oraz grzyby z rodzaju Pythium (Parke
i Shotwell, 1989; Pigta i Berbe¢, 1995; 1997; Punja, 1997). Korzenie
zen-szenia w okresie wegetacji podobnie jak i inne ro$liny wydzielaja rozne zwiazki
organiczne do gleby (Funck—Jensen i Hockenhull., 1984). Wydzieliny ko-
rzeniowe modyfikuja sktad populacji mikroorganizméw w glebie. W dostgpne;j litera-
turze brak jest informacji dotyczacych ksztaltowania si¢ zbiorowisk drobnoustrojow
w glebie pod wptywem uprawy omawianej rosliny.

Celem niniejszej pracy byto okreslenie sktadu ilosciowego i jakoSciowego mi-
kroorganizméw zasiedlajacych glebg lesna podczas uprawy zen-szenia oraz ustalenie
gatunkoéw chorobotworezych porazajacych korzenie tej rosliny.

MATERIAL I METODY

Badania prowadzono w latach 2003—2004 na plantacji zlokalizowanej w lesie mie-
szanym (z przewaga akacji, brzozy brodawkowej i klonu) w Trzcificu (woj. lubelskie) na
piaszczystej glebie lesnej. Gleba ta charakteryzowata si¢ wysoka zawarto$cia prochnicy-

—4,85%, bardzo kwasnym odczynem (pHkcr —3,5), bardzo wysoka zasobnoscia w fosfor
(261,2 mgkg' gleby), a niska w potas (58,4 mg-kg' gleby) i magnez (13 mgkg' gle-
by). W doswiadczeniu uwzgledniono dwie kombinacje ochrony roslin zen-szenia:

1 — metoda biologiczna w ktorej nasiona zen-szenia zaprawiano Polyversum

(5g'kg! nasion) i w okresie wegetacji wykonano trzykrotne podlewanie ro-
$lin 2% roztworem tego biopreparatu
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2 — metoda chemiczna w ktdrej nasiona zaprawiano Dithane M 45 (5 g-kg™!' na-
sion), przed wschodami ro$lin glebg podlano 0,1% roztworem Amistaru
(21'm?), a w okresie wegetacji co 10 dni stosowano opryskiwanie ro$lin na-
przemiennie: Rovralem WP 50 (0,1%), Bravo 500 S C (0,1%), Ridomilem
Plus WP (0,1%), Dithane M45 (0,1%), Aliette 80 WP (0,1%). Dla poréwna-
nia skutecznos$ci tych metod w doswiadczeniu uwzglgdniono takze kombina-
cje kontrolna tj. bez stosowania zadnego zabiegu ochroniarskiego.

W trzeciej dekadzie wrzesnia 2002 roku na kazde poletko o powierzchni 2m?
(w czterech powtorzeniach) wysiewano stratyfikowane nasiona zen-szenia amerykan-
skiego w ilosci 20g-pol.

W czasie wegetacji w kazdym roku badan z poszczego6lnych poletek pobierano
korzenie porazonych roslin do laboratoryjnej analizy mikologicznej, ktéra wykonano
wedlug metody opisanej przez Pigtg 1 Berbecia (1995). Kazdego roku tj. 2003
i 2004 na poczatku maja z poszczegdlnych kombinacji do$§wiadczenia pobiera-
no probki gleby w celu wykonania analizy mikrobiologicznej sposobem opisanym
przez Martyniuka iin., (1991). W laboratorium glebg z tej samej kombinacji do-
$wiadczenia doktadnie wymieszano. Z przygotowanych prob odwazono po 10g gleby
i umieszczono w kolbie (250ml) z 90ml sterylnej wody destylowanej, a nastgpnie mie-
szano na wstrzasarce przez 30 minut. Z przygotowanego roztworu glebowego sporza-
dzono rozcienczenia od 102 do 107.

Ogdlna liczbe bakterii w 1g s. m. gleby okreslano w roztworach glebowych o roz-
cienczeniach 107, 10, 107 przy zastosowaniu pozywki Nutrient Agar. Dla okres$lenia
liczebnosci bakterii rodzaju Bacillus w 1g s. m. g. zastosowano rozciefnczenia 10, 107,
106 oraz pozywke Tryptic Soy Agar. Natomiast do okreslenia liczebnosci kolonii Pseu-
domonas spp. uzyto rozcienczen 102, 103, 10 stosujac pozywke Pseudomonas Agar F.
Ogolna liczbg grzybow w kazdej probie gleby okreslano na pozywce Martina (1950)
przy uzyciu rozcienczen 102, 1073, 10, Uzyskane izolaty bakterii rodzaju Bacillus (200
izolatow) i Pseudomonas (200 izolatow) oraz wszystkie izolaty wyosobnione z gleby
Trichoderma spp. uzyto do okreslenia ich antagonistycznego oddziatywania wzglgdem
Botrytis cinerea, Fusarium culmorum, F. oxysporum, F. solani, Phoma exigua var. exi-
gua, Pythium irregulare, Rhizoctonia solani 1 Sclerotinia sclerotiorum wedhug metod
opisanych przez Manke¢ (1974), Martyniuka iin., (1991),Pigte (1999).

WYNIKI

W wyniku laboratoryjnej analizy mikologicznej korzeni porazonych roslin zen-sze-
nia wyizolowano 336 kolonii grzybow nalezacych do 15 r6znych gatunkow. Najwigcej bo
178 izolatow grzybow uzyskano z korzeni pobranych z kontroli. Znacznie mniej kolonii
grzyboéw wyosobniono zkorzeni pobranychzpoletek zardwno chronionych chemiczniejak
i biopreparatem Polyversum (tab. 1). Analiza mikologiczna wykazata, ze korzenie zen-

-szenia bez wzgledu na kombinacj¢ do§wiadczenia porazane byly przez grzyby patoge-
niczne jak Alternaria alternata, Cylindrocarpon spp., Fusarium spp., Pythium irregulare
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oraz Rhizoctonia solani (tab. 1). Najwigcej kolonii tych grzybow uzyskiwano z korze-
ni roslin wzrastajacych w kombinacji kontrolnej. Ponadto izolowano Cladosporium
cladosporioides, Epicoccum purpurascens, Rhizopus nigricans oraz grzyby rodzaju
Penicillium i Trichoderma (tab. 1).

Tabela 1
Grzyby wyizolowane z korzeni porazonych roslin zen-szenia (2003—-2004)

Table 1
Fungi isolated from infected roots of ginseng plants (2003—-2004)

Liczba izolatow / Kombinacja doswiadczenia
Number of isolates / Experimental combination
Gatunek grzyba
Fungus species Ochrona Ochrona Kontrola Razem
biologiczna chemiczna Control Total
Biological control | Chemical control
Alternaria alternata (Fr.) Keissler 6 12 26 44
Cladosporium cladosporioides
(Fres) de Vries 8 4 4 16
Cylindrocarpon decumbens Corda 4 8 24 36
Cylindrocarpon destructans
(Zins.) Scholten 2 6 16 24
Epicoccum purpurascens 4 2 ) 6
Ehr. ex. Schl.
Fusarium culmorum
(W. G. Sm.) Sacc. 4 6 18 28
Fusarium oxysporum Schl. 12 8 24 44
Penicillium nigricans
(Bain.) Thom 8 4 10 2
Penicillium purpurescens ) 6 4 10
(Scopp.) Raper et Thom
Pythium irregulare Buisman 4 10 30 44
Rhizoctonia solani Kithn 2 - 14 16
Rhizopus nigricans Ehrenberg - 6 2 8
Trichoderma harzianum Rifai 8 2 2 12
Trichoderma koningii Oud. 10 4 - 14
Trichoderma polysporum
(Link ex. Pers.)Rifai 6 2 4 12
Razem Total 78 80 178 336

Przeprowadzona analiza mikrobiologiczna poszczegdlnych prob gleby wykazata,
ze w 1 g suchej masy gleby wystgpowato od 7,66 x 10°do 1,7 x 10° kolonii bakterii
(tab. 2). Najmniejsza $rednia og6lna liczba bakterii charakteryzowata si¢ gleba pobrana
z kombinacji kontrolnej.
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W przypadku bakterii rodzaju Bacillus liczba kolonii w 1g s. m. gleby byta naj-
wigksza w kombinacji po zastosowaniu Polyversum i wynosita ona $rednio 3,08 x 10¢
kolonii. Najmniej za$ kolonii ($rednio 0,78 x 10°) tego rodzaju bakterii byto w glebie
kontrolnej (tab. 2). Populacja bakterii rodzaju Pseudomonas najliczniej (Srednio 0,45
x 10° kolonii) reprezentowana byta w glebie, na ktorej uprawiano zef-szen po zasto-
sowaniu Polyversum, a najmniej ($rednio 0,027 x 10° kolonii) bakterii z tego rodzaju
uzyskano z gleby kontrolnej. Poszczegolne proby gleby roznity sig rowniez liczebno-

$cia kolonii grzybow (tab. 2). Najwiecej kolonii grzybdéw byto w 1g s. m. gleby pocho-
dzacej z kontroli (tab. 2).

Tabela 2
Liczebnos¢ bakterii i grzybow wyizolowanych z gleby spod uprawy zen-szenia (2003-2004)
Table 2
The number of bacteria and fungi isolated from the soil in ginseng cultivation (2003-2004)
.. |Ogodlna liczba bakterii|  Liczba bakterii Llc.Zba bakterii Ogolna liczba grzybow
Kombinacja G . . z rodzaju Pseudomonas 0
- . (minx g's.m.g) | zrodzaju Bacillus 0 (tys.x g's.m.g)
doswiadczenia 1 G (mlnx g's. m. g)
. Total number (minxg's. m.g) Total number
Experimental . . Number .
. of bacteria Number of Bacillus of fungi
combination (mln-g! d.w. of soil) | (mln-g"! d.w. of soil) of Pseudomonas (thous. g d.w. of soil)
g aw g aw (mln-g! d.w. of soil) & aw
Ochrona
biologiczna
. . 7,66%¢ 3,08¢ 0,45° 14,54
Biological
control
Ochrona
chemiczna
. 3,530 2,27° 0,08° 22,21°
Chemical
control
Kontrola
1,7¢ 0,78 0,027¢ 41,85¢
Control

* $rednie wartosci w kolumnach oznaczone ta sama litera nie r6znig sig istotnie przy P <0.05
mean in columns fellowed by the same letter do not differ significantly at P < 0.05

Sktad gatunkowy grzybow w poszczegodlnych probach gleby byt zblizony, jednak
réznit sig liczebno$cig kolonii (tab. 3). Najwigcej izolatow grzybow uzyskano z gleby
kontrolnej. Gleba z poletek, gdzie stosowano zardwno preparaty chemiczne jak i bio-
preparat charakteryzowata si¢ podobna liczebnoscia kolonii grzybow (tab. 3).

Z badanych prob gleby sposrdd grzybow patogenicznych najliczniej wyosabnia-
no Pythium irregulare, ktorego izolaty stanowity 5,9% wszystkich wyosobnien. Grzyb
ten najczesciej izolowano z gleby pobranej z kombinacji kontrolnej (tab. 3). Ponadto
we wszystkich probach gleby wystepowaty grzyby rodzaju Fusarium reprezentowane
przez F. oxysporum i F. solani oraz Alternaria alternata. Natomiast Rhizoctonia solani
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nie byt izolowany z prob gleby po zastosowaniu preparatoéw chemicznych. Z gleby
pochodzacej z kombinacji kontrolnej i z kombinacji z zastosowaniem ochrony che-
micznej izolowano Cylindrocarpon destructans.

Sposrod grzybow saprotroficznych uzyskanych z gleby wszystkich kombinacji
doswiadczenia najliczniej wyosabniano grzyby rodzaju Penicillium. Znacznie rza-
dziej uzyskiwano grzyby rodzaju Trichoderma reprezentowane przez 1. harzianum,
T. polysporum, T. viride (tab. 3). Grzyby tego rodzaju najczgsciej uzyskiwano z gleby
na ktorej uprawiano zen-szen po zastosowaniu Polyversum, a najmniej z kombinacji
kontrolne;j.

Ponadto grzyby saprotroficzne reprezentowane byly przez Epicoccum purpura-
scens, Mucor hiemalis oraz Rhizopus nigricans (tab. 3).

Tabela 3
Grzyby czgsto izolowane z gleby spod uprawy zen-szenia (2003-2004)

Table 3
Fungi often isolated in the soil from ginseng cultivation (2003—-2004)

Liczba izolatow / Kombinacja do$wiadczenia
Number of isolates / Experimental combination

Gatunek grzyba
Fungus species Ochrona biologiczna | Ochrona chemiczna | Kontrola Razem
Biological control Chemical control Control Total (%)

Alternaria alternata (Fr.) Keissler 6 10 7 23 (3,5%)
Cylindrocarpon destructans o
(Zins.) Scholten B 2 8 10 (1,5%)
Epicoccum purpurascens o
Ehr. ex. Schl. 10 12 > 27(4,0%)
Fusarium oxysporum Schl. 12 8 15 35 (5,3%)
Fusarium solani (Mart.) Sacc. 4 7 12 23 (3,5%)
Mucor hiemalis Wehmer - 8 15 23 (3,5%)
Penicillium verrucosum Dierckx
var. cyclopium (West.) Samson, 50 48 153 251 (37,8%)

Stolk et Hadlok
Penicillium verrucosum Dierckx

166
var. verrucosum Samson, o
Stolk et Hadlok 20 25 121 (25%)
Pythium irregulare Buisman - 8 31 39(5,9%)
Rhizoctonia solani Kithn 3 - 9 12 (1,8%)
Rhizopus nigricans Ehrenberg 3 7 4 14 (2,1%)
Trichoderma harzianum Rifai 14 1 - 15 (2,3%)
Trichoderma polysporum o
(Link ex. Pers.) Rifai 6 7 2 15(2,3%)
Trichoderma viride 9 1 ) 10 (1,5%)

(Link ex Pers.) Rifai
Razem Total 137 144 382 663(100%)
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Sposrdd Bacillus spp., Pseudomonas spp. i Trichoderma spp. testowanych wzgle-
dem fitopatogenow najwigcej izolatdw o antagonistycznym oddziatywaniu byto w gle-
bie spod uprawy zen-szenia chronionego Polyversum. Najmniej za$ takich mikroorga-
nizmoéw byto w glebie kontrolnej (tab. 4). Niewiele wigcej w poréwnaniu do kontroli,
wystgpowato antagonistow w glebie po zastosowaniu chemicznej ochrony roslin.

Tabela 4
Antagonistyczne bakterie i grzyby wyizolowane z gleby spod uprawy zen-szenia (2003—-2004)

Table 4
Antagonistic bacteria and fungi isolated from the soil in ginseng cultivation (2003—-2004)

Liczba izolatow / Kombinacja doswiadczenia
Bakterie i grzyby Number of isolates / Experimental combination
Bacterial and fungus Ochrona biologiczna Ochrona chemiczna Kontrola
Biological control Chemical control Control
Bacillus spp. 25 4 2
Pseudomonas spp. 127 42 8
Razem Total 152 46 10
Trichoderma harzianum 14 1 -
Trichoderma polysporum 7 2
Trichoderma viride 1 -
Razem Total 29 9 2
DYSKUSJA

Przeprowadzone badania wykazaty, ze korzenie zen-szenia porazane byly przez
takie grzyby patogeniczne jak Alternaria alternata, Pythium irregulare, Rhizoctonia
solani oraz grzyby z rodzaju Cylindrocarpon i Fusarium powodujace objawy choro-
bowe w postaci zgnilizny korzeni czy tez rdzawej nekrozy korzeni ustalone wczesniej
przez Pigtg 1 Berbecia (1997). Udziat grzybow patogenicznych w porazaniu
korzeni byt rozny w poszczegolnych kombinacjach doswiadczenia. Bezwzglednie naj-
wigcej izolatéw grzybdw chorobotworczych bylo w obrgbie kolonii wyosobnionych
z korzeni zen-szenia pobranych z kombinacji kontrolnej tj. bez Zadnej ochrony.

W przypadku stosowania Polyversum niektore fitopatogeny jak Alternaria alter-
nata, Fusarium culmorum i Pythium irregulare oraz Cylindrocarpon spp. mialy mniej-
szy udzial w porazaniu zen-szenia, anizeli po zastosowaniu ochrony chemiczne;j. Nato-
miast preparaty chemiczne zastosowane zaréwno do zaprawiania nasion, podlania gleby
oraz opryskiwania ro$lin znacznie ograniczyly porazenie korzeni przez F. oxysporum

i R. solani. Dzialanie biopreparatu Polyversum zawierajacego oospory antagoni-
stycznego grzyba Pythium oligandrum oparte jest na dtugotrwatym oddzialywaniu
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na patogeny poprzez antybiozg, konkurencjg i nadpasozytnictwo (Levis iin., 1989;
Benhamou iin., 1999). Liczne informacje z literatury wskazuja na skuteczne dzia-
tanie Polyversum w ograniczaniu choréb roslin (Picard iin.,2000; Orlikowski,
2001; Saniewska,2001;Orlikowski iin., 2002).

Analizowana gleba pod wzgledem sktadu mikrobiologicznego rdoznita si¢ ogdlna
liczba bakterii, Bacillus spp, Pseudomonas spp., oraz og6lna liczba grzybéw w po-
szczegbdlnych kombinacjach doswiadczenia. W glebie pochodzacej spod uprawy zen-

-szenia po zastosowaniu Polyversum najliczniej izolowano bakterie rodzajow Bacillus
i Pseudomonas, a najmniej licznie kolonie grzybow w poréwnaniu zaréwno do kombi-
nacji doswiadczenia z chemiczna ochrona, jak i do kontroli.

Gleba pobrana z poletek kombinacji z fungicydami charakteryzowata si¢ mata
zawartoscia mikroorganizméw. Mozna przypuszczaé, ze stosowane preparaty che-
miczne dziataly hamujaco na ich wzrost i rozwdj. Wedlug Pigty (1997) preparat
Dithane M-45, ktéry uwzgledniono w prezentowanych badaniach okazat sig sil-
nie ograniczajacym fungicydem dla szerokiego spektrum grzybéw chorobotwor-
czych dla zen-szenia. Nalezy przypuszczac, ze uzyte do ochrony zen-szenia prepa-
raty chemiczne ograniczaly takze wzrost i rozwdj mikroorganizmoéw antagonistycz-
nych na co wskazuje ich mata liczebno$¢ w glebie. W glebie kontrolnej bylo mato
saprotrofow, w tym takze antagonistoéw, bowiem srodowisko to zdominowane
byto przez grzyby chorobotworcze na co wskazata analiza mikrobiologiczna. Sto-
sowanie preparatow chemicznych jest dzialaniem szybkim, lecz krotkotrwatym
(Borecki, 1984). Czgste stosowanie fungicydéw, co mialo miejsce w prowadzonym
doswiadczeniu, stwarza niebezpieczenstwo powstawania wirulentnych ras fitopatoge-
néw oraz skazenia §rodowiska i plonu zen-szenia (Borecki, 1984).

Zastosowanie Polyversum spowodowalo rowniez zwigkszenie w srodowisku gle-
bowym grzybdw rodzaju Trichoderma. Nalezy przypuszczal, ze Pythium oligandrum
jako silny konkurent bardzo intensywnie si¢ rozwija. Gatunek ten zasiedla coraz to inne
nisze ekologiczne w §rodowisku glebowym wypierajac patogeny, na korzys¢ grzybow
saprotroficznych. Ponadto wiasciwosci celulolityczne i chitynolityczne grzyboéw ro-
dzaju Trichoderma oraz ich zdolno$ci antagonistycznego oddzialywania w stosunku
do innych grzybdéw, zwtaszcza chorobotwoérczych moga istotnie wplywaé na zmiang
populacji fitopatogenéow (Papavizas, 1985;Lacicowa i Pigta, 1989).
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Streszczenie

Badania prowadzono w latach 2003-2004 na plantacji zen-szenia amerykan-
skiego (Panax quinquefolium L.) zlokalizowanej w lesie mieszanym w Trzcincu (woj.
lubelskie). Przedmiotem badan byla gleba pochodzaca spod uprawy zen-szenia chro-
nionego metoda biologiczng oraz chemiczna. W do§wiadczeniu uwzgledniono réwniez
kombinacje¢ kontrolna — bez stosowania zabiegéw ochroniarskich. Badaniami objgto
takze porazone korzenie roslin zen-szenia. Analiza mikrobiologiczna wykazata, ze naj-
mniejsza Srednig ogolna liczebnos$cia bakterii charakteryzowata si¢ gleba pobrana z po-
letek kombinacji kontrolnej. W 1g s. m gleby w kombinacji po zastosowaniu Polyver-
sum stwierdzono najwigcej kolonii bakterii rodzaju Bacillus i Pseudomonas. Najwigcej
kolonii grzybéw w 1g s. m. gleby uzyskano z kombinacji kontrolne;j.

Najwigcej grzybow saprotroficznych w tym o antagonistycznym oddziatywaniu
uzyskano z gleby pochodzacej z kombinacji po zastosowaniu biologicznej ochrony
ro$lin.

Rosliny zen-szenia bez wzgledu na kombinacj¢ doswiadczenia najczesciej po-
razane byly przez Alternaria alternata, Cylindrocarpon spp., Fusarium spp., Pythium
irregulare oraz Rhizoctonia solani.
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