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Wstep

Chemiczne metody ochrony roslin przed chorobami odgrywaja bardzo duza
rolg w warunkach wysoko rozwinigtego lub szybko rozwijajacego sie¢ rolnictwa.
Rola ta wynika z doraZnego i skutecznego dziatania oraz wysokich wskaZnik6w
ckonomicznej efektywnosci i jest szczegblnie duza w najbardziej intensywnych
dziedzinach rolnictwa, takich jak ogrodnictwo i uprawa rolin przemystowych.
Korzysci uzyskiwane z uzywania fungicydéw sg niezaprzeczalne, ale nie mozna
tez lekcewazyC zagrozei. Mechanizmy dziatania fungicydéw na grzyby wiaza sig
z zakloceniem nastgpujacych funkcji fizjologicznych: proceséw energetycznych,
biosyntezy, dziatania blony cytoplazmatycznej lub miotycznego podziatu jadra ko-
mdrkowego [BORECKI 2001].

W Srodowisku glebowym wazne znaczenie ekologiczne i rolnicze majg grzy-
by z rodzaju Trichoderma. Grzyby te sg nie tylko jednymi z powszechnie izolowa-
nych z réznych siedlisk grzybéw ‘glebowych, ale takze mikroorganizmami znanymi
z wydzielania do §rodowiska wtérnych metabolitéw o szerokim spektrum oddzia-
lywania na grzyby patogeniczne. Trichoderma spp. sa silnymi antagonistami paso-
zytow powodujacych u rodlin groZne choroby jak: zgorzele siewek, gnicie korzeni
oraz wigdnigcia prowadzace do zamierania roslin [MONTE 2001]. Mikopasozytni-
cze oddzialywanie grzybéw z rodzaju Trichoderma zwiazane jest m.in. z wydziela-
niem i aktywnosciag kompleksu enzyméw pozakomoérkowych, takich jak: B-(1-3)-
glukanazy oraz chitynazy czy enzyméw celulolitycznych [VELDEMAN 1993; DAHM
1996].

Celem pracy bylo zbadanie oddzialywania wybranych fungicydéw na aktyw-
nos$¢ pektolityczng i celulolityczng grzybéw z rodzaju Trichoderma.

Material i metody

Do badani wybrano nastepujace gatunki grzybow antagonischznych: Y}igho-
derma harzianum Riral, Trichoderma pseudokoningii RIFAL Trichoderma viride
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PERs. ex GRAY. Izolaty grzybéw uzyskano z gleb uzytkowanych rolniczo. Badano
oddzialywanie nastgpujacych fungicydéw w stezeniu 100 ppm w przeliczeniu na
substancj¢ aktywna: Miedzian 50 WP (50% tlenochlorku miedziowego), Topsin
M 70 WP (70% tiofanatu metylu), Zaprawa Oxafun T (37,5% tiuramu i 37,5%
karboksyny).

W doswiadczeniu badano wplyw fungicydéw na zdolno$¢ grzybéw z rodzaju
Trichoderma do wytwarzania enzyméw pektolitycznych: poligalakturonazy (PG),
liazy pektynianowej (PGL) oraz enzyméw celulolitycznych: endo-1,4-3-D-gluka-
naz (endocelulaz), egzo-1,4-8-D-glukanaz (egzocelulaz) i B-glukozydaz.

Aktywnos¢ pektolityczng badano hodujac grzyby w plynnej pozywce
Czapek-Dox, w ktérej sacharozg zastapiono pektyng cytrusowa (Sigma) w iloSci 5
g-dm-3. Do pozywki hodowlanej dcdawano badane fungicydy. Kontrolg stanowita
hodowla na pozywce bez fungicydu. Przygotowane podtoza zaszczepiano 1 cm3
zmywu ze skosu pozywki PDA z wyro$nigta 2 tygodniowa kulturg Trichoderma
spp. Hodowle prowadzono przez 14 dni w temperaturze 26°C w 3 powtorzeniach,
a nastgpnie w plynie pohodowlanym oznaczano aktywno$¢ enzyméw pektolitycz-
nych.

Oznaczanie aktywnosci PG i PGL w plynach po hodowli grzybéw wykona-
no metoda tiobarbiturowg (TBA) Sherwood’a [1969 cyt. za JOHANSSON 1988]. Mie-
szanine reagujaca stanowily: 2 cm3 plynu po hodowli i 2 cm?® 1% roztworu poli-
pektynianu sodu w 0,05 M buforze octanowym o pH 5,0 (dla PG) i 0,05 M bufo-
rze Tris — HCI o pH 8,0 (dla PGL). W przypadku badania liaz mieszaning reagu-
jaca wzbogacono w 0,5 cm3 0,01 mol CaCl,,dm=. Za jednostkg aktywnosci enzy-
méw pektolitycznych przyjeto taka ilo§¢ enzymu, ktéra w warunkach doswiadcze-
nia uwalniala z substratu 1 uM kwasu galakturonowego w ciaggu 1 minuty.

Badanie aktywnosci celulolitycznej wykonano hodujac grzyby analogicznie
jak powyzej z ta roznica, ze hodowlg¢ prowadzono na pozywce Czapek-Dox bez
sacharozy, a wzbogaconej w karboksymetylcelulozg CMC (Sigma) w iloSci 5
g-dm-3.

Enzymy oznaczano metodg opisang w pracy CAl i in. [1994]. Aktywno$¢
endocelulaz badano oznaczajac cukry redukujace kolorymetrycznie metoda
Somogyi i Nelsona. Za jednostke aktywnosci endocelulaz przyjeto taka ilo$¢
enzymu, ktéra w warunkach doswiadczalnych uwalniata z substratu 1 uM glukozy
w ciggu 1 minuty.

Aktywnos$¢ egzocelulaz oznaczano podobnie jak w endocelulaz z tym, ze
zamiast 2% karboksymetylcelulozy uzyto 1% Awicel (Cellulose microcrystalline
Serva, 0,1 mm). Za jednostke aktywnosci egzocelulaz przyjgto taka ilos¢ enzymu,
ktéra w warunkach do$wiadczalnych uwalniata z substratu 1 uM glukozy w ciagu
1 minuty.

Aktywnosci B-glukozydaz oznaczano uzyskujac z hodowli poprzez wirowa-
nie i homogenizowanie grzybni z 0,01 M buforem octanowym supernatant, ktory
zostat uzyty jako preparat enzymatyczny. Substrat stanowito 50 ul 40 mM p-nitro-
fenylu B-D-glukopiranozydu (Sigma). Za jednostke aktywnosci B-glukozydaz
przyjeto taka ilo§é enzymu, ktora w warunkach dos$wiadczenia uwalniata z subs-
tratu 1 ug p-nitrofenolu/minutg.

Wyniki opracowano statystycznie metoda analizy wariancji przewidziana,
dla do$wiadczefi dwuczynnikowych (czynnik A — fungicyd, czynnik B - izolat 7ri-
choderma). Istotno$¢ weryfikowano testem Duncana.
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Wyniki i dyskusja

Wybrane do doswiadczen fungicydy doprowadzily do zaniku aktywnosci
liazy pektynianowej (PGL) u T. harzianum, ktéry byt jedynym izolatem wytwarza-
jacym ten enzym w warunkach kontrolnych (tab. 1). Natomiast wszystkie izolaty
Trichoderma wytwarzaly poligalakturonazg (PG). Najwigcej tego enzymu produ-
kowal gatunek T. pseudokoningii (tab. 1). Pod wplywem wszystkich fungicydéw
spadal poziom syntezy poligalakturonazy u grzybéw z rodzaju Trichoderma. Naj-
bardziej wrazliwy na testowane czynniki byt izolat T. harzianum. Swiadczy o tym
calkowity zanik aktywnoS$ci poligalakturonazy tego grzyba. U izolatu T. viride
kazdy z fungicydéw prowadzit do zmniejszenia iloSci tego enzymu w jednakowym
stopniu. Natomiast u 7. pseudokoningii aktywno$¢ poligalakturonazy spadata pod
wplywem fungicydéw w nastgpujacej kolejnosci: Topsin M, Oxafun T, Miedzian.

Tabela 1; Table 1
Wplyw fungicydéw na aktywno$¢ liazy pektynianowej (mU-min-?)
i poligalakturonazy (mU'min-) grzyb6éw z rodzaju Trichoderma spp.

Influence of fungicides on activity of polygalacturonic lyase
and polygalacturonase produced by Trichodrma spp.

Aktywnos¢ liazy pek-
tynianowej Aktywnos$¢ poligalakturonazy
Fungicyd; Fungicide Activity of polygala- Activity of polygalacturonase
10 ppm s.a. cturonic lyase (U'min-')
(mU'min-!)
T harzianum T. harzianum | T pseudokoningii T viride
Miedzian 50 WP 0,0 0,0a* 0,0516d 0,0248b
Topsin M 70 WP 0,0 0,0a 0,0969f 0,0301b
Zaprawa Oxafun T 0,0 0,0a 0,0704e 0,0279b
Kontrola bez fungicydu 1 0.0407
Control without fungicide a0 inlek Hhllsos PAES
* §rednie oznaczone tg samg litera nie réznia si¢ istotnie wg testu Duncana przy‘poziomie P =
0,05; means marked with the same letter are not significantly different according to Duncan

test P = 0.05

Oznaczanie aktywnodci celulolitycznej grzybéw z rodzaju Trichoderma wy-
kazalo, ze badane grzyby produkowaly w warunkach kontrolnych endocelulazy,
egzocelulazy oraz &-glukozydazy (tab. 2-4). .

Endocelulazy byly syntezowane przez wszystkie badane grzyby z rodzaju
Trichoderma, ale izolaty réznily si¢ miedzy soba iloScia wytwarzanych e.ndo_cglu-
laz. Najwigksze iloéci tych enzyméw produkowal gatunek T. viride, a najmni€jsze
T. pseudokoningii. Wplyw fungicydéw na aktywno$é endocelulaz zalezat od gatun-
ku grzyba, a nie byt zwigzany z rodzajem preparatu (tab. 2). Fungicygiy calkovsqae
hamowaly synteze endocelulaz przez grzyba T. pseudokoningii, obnizaly poziom
produkcji tego enzymu przez T. viride. Z kolei u grzyba T. harzianum pod wply-
wem fungicydéw nie notowano zmian w ilosci wytwarzanych endocelulaz.

Najwiccej egzocelualz syntezowat gatunek 7. harzianum. Egzocelulazy pro-
dukowat tez, choé w mniejszej iloSci izolat T. viride, natomiast u T_psetfdokomn-
gii nie notowano tych enzyméw w ogéle (tab. 3). Pod wplywem fungicydow obsci,r-
wowano zanik aktywnosci egzocelulaz u T. viride i spadek ilosci tych enzymow
syntezowanych przez T. harzianum.
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Tabela 2; Table 2

Wplyw fungicydéw na akt‘ywnoéé endocelulaz grzybéw z rodzaju Trichoderma spp.
Influence of fungicides on activity of endocellulases produced by Trichodrma spp.

Aktywnos¢ endocelulaz
Fungicyd; Fungicide Activity of endocellulases
(10 ppm s.a.) (mU-'min-')

T harzianum T. pseudokoningii T. viride

Miedzian 50 WP 1,93144d* 0,0a 0,7869b

Topsin M 70 WP 1,5265cd 0,0a 1,2310bc

Zaprawa Oxafun T 1,4873cd 0,0a 0,8375b

Iégl‘:gg}aw‘l’f;oﬂ’t“fg;%‘l‘; ” 1,9098d 0,7830b 2,6384¢
* srednie oznaczone ta sama litera nie réznig sig istotnie wg testu Duncana przy poziomie P =
0,05; means marked with the same letter are not significantly different according to Duncan

test P = 0.05
Tabela 3; Table 3

Wplyw fungicydéw na aktywno$¢ egzocelulaz grzybéw z rodzaju Trichoderma spp.
Influence of fungicides on activity of exocellulases produced by Trichodrma spp.

Aktywno$¢ egzocelulaz
Fungicyd; Fungicide Activity of exocellulases
(10 ppm s.a.) (mU-'min™')
T. harzianum T. viride
Miedzian 50 WP 0,8684b* 0,0a
Topsin M 70 WP 0,833% 0,0a
Zaprawa Oxafun T 0,7597b 0,0a
Kontrola bez fungicydu; Control without fungicide 1,6484c 0,9518b
* srednie oznaczone ta sama litera nie réznia sig istotnie wg testu Duncana przy poziomie P =
0,05; means marked with the same letter are not significantly different according to Duncan
test P = 0.05

Tabela 4; Table 4

Wplyw fungicydéw na aktywnosé B-glukozydazy grzyb6w z rodzaju Trichoderma spp.
Influence of fungicides on activity of B-glucosidase produced by Trichodrma spp.

Aktywnos¢ B-glukozydazy
Fungicyd; Fungicide Activity of B-glucosidase
(10 ppm s.a.) (mU-min™)
T. harzianum | T. pseudokoningii | T. viride
Miedzian 50 WP 0,0a* 0,3690¢e 0,1609cd
Topsin M 70 WP 0,0a 0,0894b 0,1867d
Zaprawa Oxafun T | 0,0a 0,0867b 0,1615¢cd
Kontrola bez fungicy%lu; Control without fungicide 0,0769b 0,1815d 0,1344c¢
¥ Srednie oznaczbne ta samg litera nie réznig si¢ istotnie wg testu Duncana przy poziomie P =
0,05; means marked with the same letter are not significantly different according to Duncan

test P = 0.05

B-glukozydazy byly wytwarzane przez wszystkie badane gatunki Tricho-
derma. Ilo§é produkowanych B-glukozydaz malata u poszczegdlnych grzybow
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w nastepujacej kolejnosci: T. pseudokoningii, T. viride, T. harzianum. Zastosowane
fungicydy calkowicie hamowaly wytwarzanie pB-glukozydazy przez grzyba
T. harzianum (tab. 4). Preparat Miedzian wplywal na istotny wzrost iloéci B-glu-
kozydaz syntezowanych przez T. pseudokoningii. Natomiast fungicydy Topsin M
i OxafunT powodowaly istotne obnizenie aktywnosci tego enzymu u 7. pseudoko-
ningii. Grzyb T. viride produkowat istotnie wigcej B-glukozydazy w obecnosci pre-
paratu Topsin M.

Dane literaturowe wskazuja, ze wsrdd grzybow gatunki Trichoderma spp.
nalezg do najaktywniejszych producentéw pozakomdrkowych celulaz [CzAikow-
SKA i in. 1992; WITKOWSKA 1993; JANAS, TARGONSKI 1995]. Wytwarzaja one kompleks
enzyméw charakteryzujacy si¢ wysoka aktywnoScia endoglukanazy oraz niska
aktywnoscig B-glukozydazy. Oprécz producentéw zespotlu enzyméw hydrolizuja-
cych celuloze zalicza si¢ grzyby z rodzaju Trichoderma do organizméw wytwarza-
jacych kompleks enzyméw pektolitycznych, a wsréd nich liazy pektynowe, liazy
pektynianowe i poligalakturonazy [WITKOWSKA 1993; DAHM 1987].

Prace dotyczace wplywu fungicyddw na grzyby antagonistyczne donoszg, ze
mikroorganizmy te, podobnie jak patogeny, ulegaja dzialaniu Srodkéw grzybo-
boéjczych. MACHOWICZ-STEFANIAK i in. [1998] stwierdzili, ze fungicydy w stgzeniu
100 ppm hamowaly wzrost kolonii T. harzianum. Wrazliwo$¢ tego grzyba na ba-
dane preparaty byla zréznicowana w zaleznosci od rodzaju fungicydu. Jednak dla
kazdego §rodka spadek stezenia substancji aktywnej wigzal si¢ z zanikiem aktyw-
noéci fungistatycznej. Badania AppAHH i in. [1993] wykazaly z kolei, ze ograniczenie
wzrostu T. harzianum pod wplywem tiramu nie bylo proporcjonalne do wzrostu
stezenia substancji. W do$wiadczeniach SAS-PIOTROWSKIEJ i PIOTROWSKIEGO [1997]
obserwowano podwyzszenie toksycznosci w stosunku do grzybéw Trichoderma
spp. W nastepstwie sporzadzenia kompozycji fungicydéw z preparatami Apron lub
Previcur. Sposréd badanych gatunkéw najmniej wrazliwym na testowane fungicy-
dy, okazal sic gatunek T. viride. Autorzy wykazali réwniez, ze gatunki T. viride
i T. koningii charakteryzowaly si¢ wyzsza odpornoscia na fungicydy anizeli grzyby
fitopatogeniczne.

Srodki grzybobéjcze moga wywolywaé zmiany ilosciowe i jakoSciowe niena-
syconych kwaséw tluszczowych w membranach komdérkowych, co prowadzi do
utraty tolerancji osmotycznej przez grzyby. Zmiany w budowie membran komor-
kowych wigzane s3 ze zmianami w ilo§ci wydzielanych pozakomérkowo enzymow
hydrolitycznych [PIETR i in. 1993].

Whioski

1.  Fungicydy Miedzian 50 WP, Topsin M 70 WP oraz Zaprawa Oxafun T po-
woduja spadek ilo$ci wydzielanych enzyméw pektolitycznych i celulolitycz-
nych przez izolaty grzybéw Trichoderma spp.
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Stowa Kluczowe:  Trichoderma spp., enzymy celulolityczne i pektynolityczne,
fungicydy

Streszczenie

W pracy przedstawiono wyniki badan nad wplywem herbicydéw na aktyw-
no$é pektolityczng i celulolityczng nastgpujacych grzybéw antagonistycznych: Tri-
choderma harzianum, Trichoderma pseudokoningii i Trichoderma viride. W bada-
niach wykorzystano fungicydy: Miedzian 50 WP, Topsin M 70 WP, Zaprawa
Oxafun T, Stwierdzono, ze badane grzyby réznily si¢ iloScia produkowanych enzy-
méw oraz sktadem komplekséw enzymatycznych. Testowane fungicydy powodo-
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waly spadek lub catkowite zahamowanie syntezy liazy pektynianowej, poligalak-
turonazy, endocelulaz, egzocelulaz oraz a-glukozydazy. Jedynie Miedzian 50 istot-
nie zwickszat aktywno$§¢é B-glukozydazy u T. pseudokoningii.

INFLUENCE OF SELECTED FUNGICIDES ON ENZYMATIC
ACTIVITY OF Trichoderma spp.

Joanna Dtuiniewska
Department of Agricultural Environment Protection,
Agricultural University, Krakow

Key words:  Trichoderma spp., cellulolytic and pectolytic enzyme, fungicides
Summary

Investigations were carried out to study the effect of chemical treatment
with fungicides such as Miedzian 50 WP, Topsin M 70 WP and Oxafun T on
enzymatic activty of Trichoderma harzianum, Trichoderma pseudokoningii and Tri-
choderma viride, known for their antagonism to plant pathogenic fungi. The enzy-
matic activity was determined on the basis of cellulolytic and pectolytic enzyme
production by Trichoderma spp. The Trichoderma spp. isolates considered in
question of synthesized enzymes: polygalacturonic lyase, polygalacturonase, endo-
cellulases, exocellulases and B-glucosidase. Individual fungi differed in the num-
ber of enzymes produced and enzymatic complex composition. All tested fungi-
cides caused reduction or total inhibition of enzyme synthesis in Trichoderma
spp. Only Miedzian 50 significantly increase activity of B-glucosidase in 7. pseu-
dokoningii.
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