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Czy Penicillium adametzii moze ograniczyé pasozytniczg
zgorzel siewek sosny zwyczajnej?

Can Penicillium adametzii decrease the damping-off in pine?

ABSTRACT

Szwajkowska-Michatek L., Kwasna H., Perkowski J. 2011. Czy Penicillium adametzii moze ograniczy¢ paso-
zytniczg zgorzel siewek sosny zwyczajnej?. Sylwan 155 (1): 46-62.

Mixture of the Penicillium adamerzii metabolites present in the chloroform extract usually did not inhibit
the growth of damping-off fungi, including C. destructans, F. oxysporum. F. sambucinum, F. solani and R. solani,
in vitro. Extract from the P. adamerzii liquid culture: (i) protected the inoculated pine seedlings from the
damping-off only temporarily, (ii) decreased the health of the non-inoculated seedlings, (iii) caused the
temporary increases of the fungal population in soil, (iv) changed structure of the soil fungi communities,
and (v) caused the continuous increase of Trichoderma, mostly 1. aureoviride population. The increase
of pine seedlings damping-off was connected with the increase of 1" aureoviride population in soil. Natural
isolates of P adametzii cannot be considered as the effective biological factor in the biological control
of damping-off.
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Wstep

Pasozytnicza zgorzel siewek wystepuje w szkétkach catego $wiata, gléwnie w strefie klimatu
umiarkowanego (ale réwniez w pétnocnej Afryce), na wszystkich roslinach nasiennych, w tym
takze na drzewach i krzewach lesnych. W lesnictwie, poza szkétkami, choroba ta wystepuje
réwniez w siewach odnowieniowych i samosiewach. Gléwnymi jej sprawcami sg grzyby zgo-
rzelowe z gromady Ascomycota (Cylindrocarpon destructans (Zinssm.), Fusarium oxysporum Schleche.,
E sambucinum Fuckel, F solani (Martius) App. et Wollenw)) i Basidiomycota (Rhizoctonia solani
Kiihn) oraz organizmy grzybopodobne z gromady Oomycota (Phytophthora spp., Pythium spp.).
Wymienione organizmy nalezg do pasozytéw fakultatywnych. Ich cechy fizjologiczne wyrazone
przynaleznoscig taksonomiczng pozwalajg na aktywnos¢ chorobotwérczg w réznych warunkach
siedliskowych i klimatycznych. Patogeny dzialajg pojedynczo lub w zespole, przemiennie,
w zaleznosci od okolicznosci.

Pasozytnicza zgorzel siewek zaliczana jest do grupy najwazniejszych choréb lasu
powodujgcych duze straty finansowe. Jest najpowazniejszg biotyczng przyczyng obnizajgcy
wydajno$¢ siew6w i produkcj¢ materiatu szkétkarskiego. Przy zaniedbaniach straty w produkcji
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szkétkarskiej mogg sicgaé do 80%. Powierzchnia szkétek lesnych opanowanych przez patogeny
zgorzelowe wynosi w Polsce ponad 700 ha [Sierota i in. 2004]. Powstate w latach siedemdzie-
sigtych XX wieku szkdtki zespolone sg po 40 latach statego uzytkowania szczegdlnie narazone
na kumulacj¢ materiatu infekcyjnego i wystgpienie choroby. Nowe technologie, oparte na pro-
dukcji sadzonek w namiotach foliowych i réznych podlozach, czgsto zwigkszaja nasilenie
zagrozenia.

Obszary lesne w Polsce zajmuja obecnie 28,7% powierzchni kraju i systematycznie rosng.
Program zalesiania gruntéw rolnych w ramach Narodowego Programu Zwigkszania Lesistosci
realizowany od 1995 roku przewiduje wzrost powierzchni laséw do 30-33% powierzchni Polski
w latach 2020-2050. W zwigzku z powyzszym produkcja materiatu szkétkarskiego jest waznym
zadaniem praktyki lesne;j.

Chociaz polityka lesna padstwa w polskich lasach zaktada przebudowg drzewostanéw
zmierzajacy do zwigkszenia udziatu gatunkéw lisciastych i zréznicowania struktury wickowej
i gatunkowej, to jednak warunki siedliskowe i klimatyczne na znacznych obszarach Polski decy-
dujg o przewadze drzewostanéw iglastych. Zajmujg one w Polsce ponad 78% ogélnej powierzch-
ni laséw. Wysoki udziat sosny zwyczajnej (Pinus sylvestris L..) w skladzie gatunkowym laséw
powoduje, ze wigkszos¢ sadzonek produkowanych w szkétkach lesnych to sadzonki sosny.
W roku 2007 szkétki lesne bedace whasnoscig Laséw Paristwowych wyprodukowaty 10774 min
sztuk sadzonek, w wigkszosci sosny zwyczajnej [Zajaczkowski 2008].

Asortyment S$rodkéw chemicznych stosowanych w polskim lesnictwie drastycznie
zmniejsza sic. Wyjatkowo trudna sytuacja powstata w szkétkach lesnych. Ograniczenia wynikajg
ze wskazari Forest Stewardship Coucil (FSC) - instytucji certyfikujacej gospodarke lesng
w Lasach Paristwowych. Wigkszos¢ zarejestrowanych i stosowanych dotychczas pestycydéw
uznana zostala za wysoce niebezpieczne. Zalecono wycofanie ich z rynku. Wysokie koszty
(ponad milion euro) unijnego przegladu substancji aktywnych spowodowalty, ze w wielu przy-
padkach producenci nie podijeli si¢ préby rejestracji dotychczas stosowanych srodkéw chemicz-
nych i biologicznych. Producenci nowych srodkéw chemicznych i biologicznych réwniez nie
podjeli wyzwania, najprawdopodobniej z obawy przed ponoszeniem wysokich kosztéw reje-
stracji przy ograniczonej ewentualnej przysztej sprzedazy wynikajgcej z niewielkiego zapotrze-
bowania. Aktualny rejestr srodkéw ochrony roslin dopuszczonych do obrotu i stosowania, m.in.
w ochronie przed pasozytniczg zgorzelg siewek, zawiera nast¢pujace substancje: Folpan 80 WG,
Sadoplon 75 WP, Sarox T 500 FS, Thiram Granuflo 80 WG, Zaprawg Oxafun T 75 DS/WS.
Znajdujace si¢ w rejestrze Dithane Neo'Tec 75 WG i Manconex 80 WP nie s3 zalecane przez
FSC.

Brak zgody na stosowanic Srodkéw chemicznych w ochronie szkétek przed patogenami
wymusza stosowanie alternatywnych metod ochrony roslin. Jedng z nich jest metoda biologicz-
na. Klasyczna koncepcja biologicznej ochrony roslin zaktada wykorzystanie zywych organizméw
do zwalczania organizméw szkodliwych. Baker i Cook [1974] definiujg ja jako redukcje ilosci
inokulum lub intensywnosci choroby wywotang dziatalnoscig jednego lub wielu czynnikéw bio-
logicznych. Alabouvette i in. [2006] uwazaja, Ze biologiczna ochrona to wykorzystywanie fizjo-
logicznych i biochemicznych mozliwosci niepatogenicznych lub hypowirulentnych szczepéw
do eliminacji patogenéw oraz aktywacji reakcji obronnych rosliny-gospodarza. Biologiczne
metody ochrony nalezg do najbardziej przyjaznych dla srodowiska naturalnego. Jednak po pierw-
szych, entuzjastycznie przyjetych prébach zauwazono, ze efekty biologicznej ochrony roslin
mogg by¢ niewielkie i poczatkowo niewidoczne, sktadniki biologicznie czynne — zawodne i nie-
przewidywalne, a efektywnos¢ uzalezniona od warunkéw siedliskowych i klimatycznych,
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sposobu aplikacji srodka oraz wspéldziatania ze strony rosliny-gospodarza [Alabouvette i in.
2006]. Pomimo wielu mankamentéw, w sytuacji koniecznej likwidacji zagrozeri chemicznych,
podejmowanie préb biologicznej ochrony roslin, chociaz nietatwe, jest konieczne. FLgczenie
metody biologicznej z innymi metodami i stosowaniem stabo toksycznych $rodkéw
chemicznych, w ramach integrowanej ochrony roslin, moze okazaé si¢ skuteczne i stanowic ele-
ment nowoczesnej technologii uprawy.

Laboratoryjne i terenowe prace nad biologiczng ochrong siewek przed patogenami zgo-
rzelowymi zapoczatkowali Weindling [1932, 1934], Allenn i Haenseler [1935], Weindling
i Fawcett [1936] oraz Williams i Schmitthemer [1960]. W Polsce prekursorami byli Marika
i Gierczak [1972], Marika i Przezbérki [1978], Kwasna [1987], Marika i in. [1989; 2001], Marika
i Kacprzak [1998] oraz Kwasna i Dux [1999]. Najwicksze sukcesy osiggano z grzybami z rodza-
ju Trichoderma. Swojg wyjatkowg pozycj¢ wsréd czynnikéw biologicznie czynnych zawdzigczajg
one zdolnosci: (i) kolonizowania podlozy o réznym sktadzie chemicznym i odczynie, (ii)
niezwykle szybkiego wzrostu i rozwoju, (iii) szybkiej i intensywnej kolonizacji dzi¢ki obfitemu
zarodnikowaniu, (iv) produkcji licznych enzyméw, w tym hydrolitycznych, (v) produkcji
licznych metabolitéw lotnych i nielotnych, w tym bakterio- i grzybobdjczych, (vi) mikopasozyt-
nictwa, (vii) stymulacji odzywiania i wzrostu roslin, (viii) indukowania odpornosci roslin na
patogeny, (ix) unieszkodliwiania enzyméw patogenéw oraz (x) tolerowania pestycydéw w oto-
czeniu [Harman i in. 2004].

Prace laboratoryjne nad biologiczng ochrong drzew przed patogenami odglebowymi poz-
wolity zaobserwowac ograniczanie wzrostu patogenéw przez grzyby z rodzaju Penicillium [Przez-
bérski 1982; Kwasna 1987; Marika i in. 1989; Stgpniewska 2004]. Wyjatkowym byt gatunek
Pencillium adamerzii Zaleski [Kwasna 1995; 1997b]. W kulturach dwugrzybniowych z Heterobasidion
annosum (Fr.) Bref., na pozywce glukozowo-ziemniaczanej, wytwarzal on wyjatkowo szerokg
strefe inhibicji. Indywidualny efekt biotyczny wynosit od +20 do +22 i byt najwigkszym efek-
tem inhibitujacym zaobserwowanym dotychczas w badaniach prowadzonych metodg szeregéw
biotycznych Manki [1974]. Dalsze wyniki $wiadczace o hamujacym wplywie grzybni
i metabolitéw P. adamerzii na wzrost i tozw6j Armillaria [Kwasna i in. 2001a; Szynkiewicz-Wronek
i in. 2006], w sytuacji powszechnego wyst¢powania P adametzii w glebie drzewostanéw
iglastych i lisciastych [Przezbdrski 1982; Kwasna 1995, 1996a, b, 19974, b, ¢, 2004; Kwasna i in.
2000, 2001a, b] sprawity, ze zainteresowano si¢ wptywem grzybni i metabolitéw P. adametzii na
wzrost patogenéw zgorzelowych pochodzgcych ze szkétek lesnych oraz wykorzystaniem grzyba
do ograniczenia wystgpowania patogenéw korzeniowych.

Celem pracy bylo zbadanie wplywu grzybni i metabolitéw P. adametzii na: (i) wzrost grzy-
béw zgorzelowych powodujgcych pasozytniczg zgorzel siewek sosny (C. destructans, F. oxysporum,
F. sambucinum, F. solani, R. solani) in vitro, (ii) zdrowotnos¢ siewek sosny inokulowanych poje-
dynczym grzybem zgorzelowym w warunkach sterylnej i niesterylnej gleby szkdtkowej, (iii)
struktur¢ zbiorowisk mikroorganizméw glebowych towarzyszgcych sosnie i patogenom
zgorzelowym w glebie szkétkowej. Badano przydatnosé P adamerzii w biologicznej ochronie
ro$lin i ewentualng mozliwo$¢ wlaczenia jej do zintegrowanej ochrony lasu przed chorobami.

Materialy i metody

GRzyBY. Do badaii uzyto jednego izolatu P. adametzii pozyskanego z gleby drzewostanu buko-
wego oraz dwéch izolatéw z kazdego z 5 gatunkéw grzybéw zgorzelowych (Cylindrocarpon,
Fusarium, Rhizoctonia) wyizolowanych z korzeni siewek drzew lesnych z terenu Polski zachod-
niej w latach 2001-2005 (tab. 1).
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Tabela 1.
Grzyby uzyte do badai
Fungi used for the research

Gatunek Symbol Gospodarz Miejsce zebrania Data zebrania
Klon
Cylindrocarpon KF 3 , . Nadl. Zielona Gora, P
destructans KF 3A (Acer p /amﬂo.zdes L) Lesnictwo Swidnica pazdziernik 2003
korzenie
Fusarium KF 15A Sosna zwyczajna Nadl. Zielona Gora, mai 2005
oxysporum KF 7C (P sylvestris L.) korzenie Lesnictwo Swidnica L
Fusarium KF 9B Sww;rk a]agsli.l Nadl. Zdrojowa /Gora, . .
) (Picea jezoensis Sieb.  Gospodarstwo Szkdétkarskie  maj 2005
sambucinum KF 20 ) N
et. Zucc.) korzenie HJutrzenka
; ) Sosna zwyczajna Nadlesnictwo Bytéw,
Fuml'mm KE 74 (P, sybvestris 1..) Gospodarstwo Szkétkarskie  maj 2005
solani KF 11F . "
korzenie »Jutrzenka
Pencillium - Buk zwyczajny (Fagus ~ Nadlesnictwo Zielonka, .
adamerxii KE79 sykvatica 1..) gleba Lesnictwo Rakownia maj 2001
Rhizoctonia KF 24C Sosna smotowa (Pinus Nadlesnictwo mai 2001
solani KF 306 rigida Mill.) korzenie Zdrojowa Géra |

PRZYGOTOWANIE EKSTRAKTU CHLOROFORMOWEGO P. ApAmerzil. Ekstrakt chloroformowy
P adametzii otrzymywano z hodowli grzyba na pozywce ryzowej. W celu jego przygotowania
200 g ryzu (po dwukrotnej sterylizacji przez 20 min. w temperaturze 121°C) szczepiono trzema
krazkami o srednicy 5 mm pochodzgcymi z obwodu kolonii P. adametzii na PDA (wyciag z 200 g
ziemniakéw, glukoza 20 g, agar 20 g, woda destylowana do 1 1). Hodowle inkubowano przez
40 dni w temperaturze 25°C w cyklu $wietlnym dnia i nocy. Dla natlenienia i wyréwnania
warunkéw wzrostu, wstrzasano jg codziennie przez 3 min. W celu ekstrakcji metabolitéw grzy-
ba, ryz suszono przez 48 godz. w temperaturze 40°C, mielono i trzykrotnie przemywano chloro-
formem (CH,CI) w stosunku 1:1 [v/v]. Chloroform odparowywano w wyparce prézniowej
w temperaturze 40°C. Ekstrakt suszono w strumieniu azotu.

PRZYGOTOWANIE PLYNU POHODOWLANEGO P. ADAMETZII. Ptynng pozywke PDA (400 ml) szcze-
piono trzema krgzkami o Srednicy 5 mm z kolonii P adamerzii. Po 21 dniach inkubacji w tem-
peraturze 25°C grzybni¢ wyrosta na powierzchni pozywki usuwano. Pozywke saczono przez
bibute filtracyjng i sterylng membrang filtracyjng o srednicy por 0,6 pm. Uzyskany ptyn poho-
dowlany przechowywano w temperaturze 4°C.

WPLYW EKSTRAKTU CHLOROFORMOWEGO P. ADAMETZII NA WZROST GRZYBOW ZGORZELOWYCH
IN viTRO. Ekstrakt chloroformowy P. adametzii rozpuszczano w chloroformie i dodawano do
pozywki SNA (KH,PO, 1 g, KNO; 1 g, KCI 0,5 g, MgSO, x 7 H,0 0,5 g, glukoza 0,2 g, sacha-
roza 0,2 g, agar 15 g, woda destylowana do 1 1) w st¢zeniu 0,000125%, 0,00125%, 0,0125%,
0,125%, 0,5%, 1,0% i 1,25%. W kontroli wzglgdnej i bezwzglednej do pozywki dodawano
odpowiednio chloroform lub wodg¢ destylowang sterylng, w ilosci uzytej w kombinacjach do roz-
puszczenia ekstraktu.

Pozywke szczepiono krazkiem grzyba zgorzelowego pobranego z obwodu 7-dniowej
kolonii na SNA. Kultury inkubowano w temperaturze 25°C w cyklu $wietlnym dnia i nocy.
Kazda kombinacja miata 4 powtérzenia. Srednice kolonii grzyba zgorzelowego mierzono po 10
dniach inkubacji. Kazdorazowo mierzono 2 srednice po przekatnej. Wyliczano wartosci srednie
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z 8 pomiaréw. Wptyw ekstraktu chloroformowego P, adamerzii obliczono ze stosunku kombinacji
(grzyb zgorzelowy na SNA z ckstraktem chloroformowy P adamerzii) do kontroli wzglednej
(grzyb zgorzelowy na SNA z chloroformem). Wplyw chloroformu obliczono ze stosunku kontroli
wzglednej (grzyb zgorzelowy na SNA z chloroformem) do kontroli bezwzglednej (grzyb
zgorzelowy na SNA z wodg destylowang sterylng).

WPLYW PLYNU POHODOWLANEGO NA ZDROWOTNOSC SIEWEK SOSNY (DOSWIADCZENIE INFEKCYJNE).
C. destructans, F. oxysporum, F. sambucinum, F. solani i R. solani hodowano na pozywce PDA
w plytkach Petriego. Nasiona sosny zwyczajnej sterylizowano powierzchniowo przez 5 s w 96%
etanolu, a nastgpnic przez 3 min. w 3% podchlorynie sodu. Po sterylizacji ptukano je trzykrot-
nie po 10 min. w sterylnej wodzie destylowanej, po czym podkietkowywano przez 5 dni w tem-
peraturze 25°C na wilgotnej bibule filtracyjne;.

Doniczki o pojemnosci 300 ml wypetniono sterylng lub niesterylng glebg szkétkows.
Sterylizacj¢ gleby wykonano 7 dni przed zatozeniem doswiadczenia, dwukrotnie w odstgpach
24 godz., kazdorazowo przez 2 godz. w temperaturze 121°C. Pozywke¢ przerosnigtg pojedynczym
grzybem zgorzelowym mieszano ze sterylnym piaskiem rzecznym w stosunku 1:1 [v/v]. Mie-
szaning umieszczano w warstwie 0,5 cm grubosci na powierzchni gleby w doniczce. 50 pod-
kietkowanych nasion sosny umieszczono na powierzchni gleby w odstgpach 1x1 c¢cm. Calos¢
przykrywano warstwg sterylnego piasku rzecznego 0,5 cm grubosci. Nasiona, a p6Zniej siewki,
podlewano 2 razy w tygodniu, uzywajac kazdorazowo 50 ml ptynu pohodowlanego P. adametzii.
Kontrolg wzgledng 1 (inokulacja grzybem zgorzelowym) podlewano 50 ml wody destylowane;j.
Kontrole wzgledng 2 (inokulacja sterylng pozywka) podlewano 50 ml ptynu pohodowlanego.
Kontrolg bezwzglgdng (inokulacja sterylng pozywka) podlewano 50 ml wody destylowane;j.
Zdrowe i chore siewki sosny liczono przez 8 tygodni. Wpltyw ptynu pohodowlanego P adametzii
na zdrowotnos¢ siewek sosny inokulowanej grzybem zgorzelowym oceniano ze stosunku wyni-
ku w kombinacji do wyniku w kontroli wzglgdnej 1. Wpltyw ptynu pohodowlanego P adametxii
na zdrowotnos¢ siewek sosny nieinokulowanych grzybem zgorzelowym oceniano ze stosunku
wyniku w kontroli wzglednej 2 do wyniku w kontroli bezwzglednej. Wptyw grzyba zgorzelo-
wego na zdrowotnos$¢ siewek sosny oceniano ze stosunku wyniku w kontroli wzglgdnej 1 do
wyniku w kontroli bezwzgl¢dne;.

WPLYW PLYNU POHODOWLANEGO NA STRUKTURE ZBIOROWISKA GRZYBOW GLEBOWYCH. Gl‘ZYby
izolowano z gleby doswiadczenia metodg rozcieficzania prébki gleby [Johnson, Marika 1961;
Marika 1964]. Prébke¢ gleby (1 g) pobierano z glgbokosci 2-3 ¢cm ze Srodka doniczki. f.gczono jg
ze 149 g sterylnego piasku kwarcowego w kolbie. 27 mm® mieszaniny glebowo-piaskowej
umieszczano w sterylnej plytce Petriego. Zalewano jg schtodzong do 50°C pozywkg Martina-
-Johnsona (pepton 5 g, KH,PO, 1 g, MgSO, x 7 H,0 0,5 g, glukoza 10 g, r6z bengalski 0,03 g,
aureomycyna 0,0025 g, agar 20 g, woda destylowana do 11 [Martin 1950; Johnson 1957]). Grzyby
inkubowano w temperaturze 25°C przez 7 dni. Strukture zbiorowiska wyrazong przez liczbg
gatunkéw, liczb¢ izolatéw kazdego gatunku oraz takson kazdego izolatu okreslano poprzez
zliczenie kolonii i identyfikacj¢ kultur reprezentacyjnych. Grzyby oznaczano na podstawie mor-
fologii kultur oraz zarodnikowania na pozywkach specjalistycznych w oparciu o dostgpng lite-
ratur¢ mikologiczng. Izolacje grzybéw wykonano 8-9 krotnie, raz w tygodniu, rozpoczynajac
tydzieri przed (gleba niesterylna) i w momencie siewu nasion i inokulacji grzybami zgorzelowy-
mi (gleba sterylna). Izolacj¢ kazdorazowo wykonano w 10 powtérzeniach. Wptyw ptynu poho-
dowlanego P adametzii na strukturg zbiorowiska grzybéw glebowych w glebie inokulowanej
grzybem zgorzelowym oceniano ze stosunku wyniku w kombinacji do wyniku w kontroli
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wzglednej 1. Wplyw plynu pohodowlanego P adametzii na strukturg zbiorowiska grzybéw gle-
bowych w glebie nicinokulowanej grzybem zgorzelowym oceniano ze stosunku wyniku w kon-
troli wzglednej 2 do wyniku w kontroli bezwzgledne;.

ANALIZA STATYSTYCZNA. Wyniki doswiadczenia nad wplywem ekstraktu chloroformowego
P adamerzii na wzrost grzybéw zgorzelowych in vitro sprawdzono jednoczynnikowg analizg
wariancji. Wyniki doswiadczenia nad wplywem plynu pohodowlanego P. adamerzii na zdrowot-
no$¢ siewek sosny w doswiadczeniu infekcyjnym i na strukture zbiorowiska grzybéw glebowych
sprawdzono testem zgodnosci y* wedtug wzoru:

(f, =1
2 /s

Obliczenia wykonano w programie Statistica 6.0 (StatSoft, Inc.).

Wyniki

WPLYW EKSTRAKTU CHLOROFORMOWEGO P. ADAMETZII NA WZROST GRZYBOW ZGORZELOWYCH
IN VITRO. Na pozywce SNA ekstrakt chloroformowy z hodowli ryzowej P. adamerzii nie wptywal
na szybkos$¢ wzrostu grzybéw zgorzelowych z rodzaju Fusarium (Ascomycota) oraz R. solani
(Basidiomycota). C. destructans (Ascomycota) zareagowat w mato wyrazny sposéb. Jeden izolat tego
grzyba (KF 3) zareagowal zahamowaniem wzrostu przy srednim stgzeniu ekstraktu (0,0125-
-0,5%; P<0,05). Drugi izolat (KF 3A) r6st szybciej (o 10%) przy niewielkim st¢zeniu ekstraktu
(0,00125-0,0125%; P<0,05) (tab. 2).

WPLYW PLYNU POHODOWLANEGO P ADAMETZII NA ZDROWOTNOSC SIEWEK SOSNY. W glebie steryl-
nej ptyn pohodowlany P. adamerzii stosowany do podlewania siewek sosny inokulowanych grzy-
bami zgorzelowymi powodowal opdZnienie wschodéw i istotny (P<0,05, P<0,001) wzrost liczby
zdrowych siewek sosny tylko w 3.-4. tygodniu po inokulacji (tab. 3). Najsilniejszy i najdtuzszy
efekt ochronny zaobserwowano w kombinacjach z F oxysporum i F. sambucinum. W glebie steryl-
nej w 5.-8. tygodniu zamarly wszystkie siewki inokulowane wszystkimi grzybami zgorzelowy-
mi. W glebie niesterylnej tylko sporadycznie zaobserwowano istotny (P<0,05) wzrost liczby
zdrowych siewek sosny. W 7.-8. tygodniu zamarty wszystkie siewki inokulowane C. destructans,
F. sambucinum i R. solani.

Tabela 2.

Srednica kolonii [% kontroli] grzybéw zgorzelowych poddanych dziataniu ekstraktu chloroformowego
P, adametzii

Diameter of the colony [% of control] of damping-off fungi treated with chloroform extract of P. adamerxii
KF3 KF3A KF15A KF7C KF9B KF20 KF7A KF11F KF24C KF 306

Kontrolawzgled-y 50 0 1000 989 980 980 975 1000 1000 1000 99,0
na — CH;Cl

0,000125% 1051 1000 825 984 969 1100 101,7 869 925 97,5
0,00125% 974 1108* 73,8 983 953 957 101,2 869 989 950
0,0125% 769% 110,8* 737 91,9 892 1100 1017 782 925 855
0,125% 820 972 81,5 967 848 107,1 1055 820 875 875
0,5% 728% 973 856 983 863 946 1017 826 889 895
1,0% 892 1027 81,0 955 954 1011 970 864 935 873
1,25% 99,0 893 883 948 972 1054 1052 892 965 950

* statystycznie istotne przy P<0,05
* statistically significant at P<0.05
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C. destructans, F. oxysporum, F. sambucinum, F. solani i R. solani powodowaly wystapienie sil-
nej zgorzeli siewek sosny podlewanej wodg wodociggowsg (tab. 4). Udzial zdrowych siewek
w stosunku do kontroli w 3.-8. tygodniu wynosit §rednio w glebie sterylnej 15%, a w niesteryl-
nej — 33%. Wigcej zdrowych siewek w 1.-2. tygodniu byta efektem przyspieszonych wschodéw
w stosunku do kontroli.

Ptyn pohodowlany P. adamerzii pogarszat kondycje¢ siewek sosny nieinokulowanych grzy-
bem zgorzelowym (tab. 5). Wyniki jednak na ogét nie byly statystycznie istotne. W glebie
niesterylnej obserwowano statystycznic istotne opéznienie wschodéw. W 4. tygodniu rosliny
nadrobity zaleglosci we wzroscie, a w ciggu kolejnych 4 tygodni liczba zdrowych siewek byta
wyzsza niz w glebie sterylnej.

WPLYW PLYNU POHODOWLANEGO NA STRUKTURE ZBIOROWISKA GRZYBOW GLEBOWYCH. W steryl—
nej lub niesterylnej glebie szk6tkowej inokulowanej grzybami zgorzelowymi i podlewanej ptynem
pohodowlanym P. adamerzii w ciggu 8-9 tygodni trwania do§wiadczenia obserwowano okresowe
wzrosty i spadki populacji grzybéw w stosunku do kontroli podlewanej wodg (tab. 6). Na ogét
obserwowano brak réwnomiernego i trwatego wzrostu lub spadku populacji grzybéw. W glebie
sterylnej okresowy wzrost populacji grzybéw byt na ogét znacznie wyzszy i trwal dluzej niz
w glebie niesterylnej. Najwigksze i stosunkowo najtrwalsze wzrosty obserwowano w glebie ste-
rylnej w obecnosci F. solani. Ulegta zmianie natomiast struktura zbiorowiska grzybéw. General-
nie obserwowano silne mnozenie si¢ grzyb6éw z rodzaju Trichoderma, gtéwnie T. aureoviride Rifai
(tab. 7 i 8). Najwigksze, i stosunkowo najtrwalsze, wzrosty obserwowano w glebie sterylne;j.
Rozpoczynaly si¢c one w 6., rzadziej w 5., tygodniu i trwaly do 8.-9. tygodnia do§wiadczenia.
1. aureoviride zastgpowala T. harzianum Rifai obecnego w kontroli podlewanej wodg. Populacja
grzyb6w z rzed6éw Mortierellales i Mucorales wzrastata w 4.-6. tygodniu w glebie niesterylnej.
W glebie sterylnej populacja Mortierellales i Mucorales utrzymywata si¢ na bardzo niskim pozio-
mie przez caly czas trwania doswiadczenia. Liczebnos¢ grzybéw z rodzaju Penicillium wzrastata

Tabela 6.
Liczebnosé grzybéw [% kontroli] w sterylnej (S) i niesterylnej (N) glebie inokulowanej grzybem
zgorzelowym i podlewanej ptynem pohodowlanym P, adametzii w kolejnych terminach obserwacji

Number of fungi [% of control] in sterilised (S) and not-sterilised (N) soil inoculated with damping-off
fungus and watering of the P. adamerzii liquid culture in consecutive observation dates

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Cylindrocarpon destructans
S - 18** 92 112 172 135%* 20%* 86 20%*
N 140 41%* 78% 133 64%* 125 27%* 29%* 54%*
Fusarium oxysporum
S - 64%* 47** 335%* 80** 51%* 187**  216%* 39%*
N 140 13%* 50 83 144* 86 42%* 49%* BoES
Fusarium sambucinum
S - 78 29%* 330%** 20%* 4x* 104 104 150%*
N 140 15.7%* 103 163%* 80* 105 106 39%*  28.8%*
Fusarium solani
S - 9** 3144%%  169%*  295%*%  3()9** 36%* 187** 50%*
N 140 D5 41%* 121 198** 76* 106 73* 123
Rhizoctonia solani
S - 66* 58%* 454%* 98 399%* 43%* 187**  127%*
N 140 11%* 111 91 269%* 85 59%* 86 41%*

Objasnienia jak w tabeli 3; Denotes as in table 3
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Tabela 7.
Liczebnosé grup grzybéw [% kontroli] w sterylnej (S) i niesterylnej (N) glebie inokulowanej grzybem
zgorzelowym i podlewanej ptynem pohodowlanym P. adamerzii w kolejnych terminach obserwacji
Number of fungi groups [% of control] in sterilised (S) and not-sterilised (N) soil inoculated with damp-
ing-off fungus and watering of the P. adamerzii liquid culture in consecutive observation dates

Grupa — 1ba 1 2 3 4 5 6 7 8 9
grzybéw

Cylindrocarpon destructans

S - 0 0 0 0 0 0 0 1100%*
(L LN, 0 0 0 0 0 0 0 0 1000%*
Mortierellales S —125%  67*F  37** 50%k  (gRk 3ok [ Qgkx  ggex
i Mucorales N 209* 100 7,7% 100 121 113 P S U A A
Pencillum spp. S S 3R 350%% AQRF (77RF {G7R 224 Q) gew
N 136 29%F  245% 905 367%F  205%  18,6%* 14,7%* 23 7%
Trichoderma S S 633 T46* 800**  202%F  12400%* 4100%* 4200%% 1200%*
Spp. N 1375 29%%  237%  170% 647  649* 656 62 75
Inne gzgby S - 1000 233 4460** 575 2300 333 636  1070*
N 100 233* 33 3500%* 3000%* 1307 2216 416  8500**
Fusarium oxysporum
F agsporum S - 0 0 100 0 400 0 6800%* 0
: N 0 0 0 0 600 0 0 300 57
Mortierellales S - R S XL SR S| KL S W/
i Mucoraless N 209%  167% 400 313 400%  480%* 21,9%%  32%%  44%x
. S S S4Rx 33k 37okx GO QKK pkk  )pgEk  3G1kk )4 Tax
Penciliumspp. 3¢ gew  gger  sgger 75 gaer g5e 7gwe gges
Trichoderma S — AR 300%%  650** 81,5 1222%%F 6300%* 3900%*  620%*
Spp. N 118 105** 143 757 178%  263** 127  4800%*  171*
Ine gzgby S - 83 3200%* 2400%* 270 245 333 115  6200%*
YUON 100 810 246 1319 1383 442 2273 5000%* 2119
Fusarium sambucinum

, S - 0 0 0 0 0 0 0 0

E sambucinum N 0 0 0 0 0 0 0 0 600*
Mortierellales S - 25% 2%k 100 24%% (8% 27*% (R pgk*
i Mucorales N 200 375 100 514%*  3200%*  168*  81.8* 346* 75
. S - 123 16%*  604**  7**  gex  g7x (33 [3g%x
Pencillum spp. 3¢ goer  4q7v 1305 545 34 220% 355 6%
Trichoderma S S 26 440*  275%F 288%F  2417%F 2750%* 2467%*  343%*
Spp. N 118 348%  179%  1795% 528 350%* 112 103  19**
S - 31 9450%* 4700%* 8550%* 100 900*  1400%* 2100%*

N 100 225 10100%** 24 197 246 285 122 139
Innegrzyby N 118 39,5%  446% 100 211%*%  200%* 117 227%*  617**
S —  6100%* 165 77 19 100 123 14 2840%

N 100 268 7450%* 9050%* 463*  1275* 1814* 1210% 440

Objasnienia jak w tabeli 3; Denotes as in table 3

tylko okresowo, czgsciej w glebie sterylnej. Najwigksze i najtrwalsze wzrosty obserwowano
w glebie inokulowanej I solani. Wsréd innych grzybéw zbiorowiska do najliczniejszych nalezaty:
Aspergillus kanagawaensis Nehira, Candida albicans (C. P. Robin) Berkhout, Chaetomium globosum
Kunze, Chrysosporium merdarium (Ehrenb.) J. W. Carmich., Cladosporium cladosporioides
(Fresen.) G. A. de Vries, Geotrichum candidum Link, Sporothrix schenckii Hektoen et C. F. Perkins
i 1 asperum Harz. Grzyby zgorzelowe wprowadzone do gleby izolowano tylko sporadycznie.
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Tabela 8.
Liczebnos¢ grup grzybéw [% kontroli] w sterylnej (S) i niesterylnej (N) glebie inokulowanej grzybem
zgorzelowym i podlewanej ptynem pohodowlanym P, adamerzii w kolejnych terminach obserwacji

Number of fungi groups [% of control] in sterilised (S) and not-sterilised (N) soil inoculated with damp-
ing-off fungus and watering of the P. adamerzii liquid culture in consecutive observation dates

Grupa — pa 1 2 3 4 5 6 7 8 9
grzybéw

Fusarium solani

F solani S - 300 200 0 23 0 5 0 8600**
’ N 0 100 100 200 700* 500%  1850*  1200*  533*
Mortierellales S - Q%% 50 14* 14,3* 80 22% 0,8%*  (,95%*
i Mucorales N 209* 23,8 36 222%  725%*%  550% 11* 32%% g 3¥x
Pencillium S - 0,47*%%  3955%%  144**  8O2**  205%¢  220%  423**  3,08%**

spp- N 136 20,5%*%  27** 75,5 97,7  11,9%*  114%% 43 9%* 83
Trichoderma S - 700* 125 369%*  526%*  1750%*  338*  5100*%* 7000**
spp. N 118 39,5%  44,6%*% 100  211%%  200%* 117 227%%  617**
Tnne grzyby S - 6100%* 165 77 19 100 12,3 1,4 2840%*

N 100 268 7450*%* 9050**  463*  1275*  1814*  1210* 440

Rhizoctonia solani

R solani S - 0 0 0 0 0 0 0 0

N 0 0 0 0 0 0 200 0 0
Mortierellales S - 20% 300 10* 75 1,3%%  29%* 2 0%k 3 3%
i Mucorales N 209* 20 150 158 150 1600%* 7% 58 24%*
Pencillium S - 17,4%%  31%%  900**  60**  630%*  19**  274%* 106
Spp- N 136 104%*%  41%* 29 8%*%  {75%% 5 1%*  Q3%k  3R¥x DB 3wk
Trichoderma S - 250%* 133 134 11400%* 9100** 1471** 16,7  182**
spp. N 118 7,5%%  328%* 109 435%%  380%*  318%*  263%* 689
Tnne grzyby S - 830* 41 1030* 41 1375* 259 50 656*

N 100 2700* 10750%* 2 1,5 50 500* 80  4620%*

Objasnienia jak w tabeli 3; Denotes as in table 3

Jedynie F solani trwale zasiedlit glebe, gtéwnie niesterylng, a jego populacja rosta w czasie. Brak
pozytywnych efekt6w izolacji nie oznacza jednak braku patogena w glebie, o czym $wiadczg
pozytywne efekty izolacji C. destructans, F. oxysporum, F. sambucinum, R. solani wykonane w 6.-9.
tygodniu do§wiadczenia.

W sterylnej lub niesterylnej glebie szkétkowej nieinokulowanej grzybami zgorzelowymi,
a podlewanej ptynem pohodowlanym P adamerzii, w ciggu 8-9 tygodni trwania doswiadczenia
obserwowano trwaly wzrost populacji Trichoderma spp. i okresowe wzrosty populacji Mortierellales
i Mucorales oraz Pencillium spp. (tab. 9).

Dyskusja
Penicillium adamerzii jest cz¢sto najbardziej licznym gatunkiem Penicillium spp. w glebie lesnej
[Kwasna 1995; Kwasna i in. 2001b]. W Polsce péinocno-zachodniej, w glebie 4-letniej brzozy
brodawkowatej, buka zwyczajnego, czeremchy amerykariskiej, debu bezszyputkowego, mod-
rzewia europejskiego oraz 30-letniej sosny zwyczajnej jego frekwencja w zbiorowisku grzybéw
wynosita odpowiednio 30-71% oraz 48%. Grzyb ten kolonizuje réwniez korzenie drzew lesnych
i ich pniakéw [Kwasna 1996a, b, 1997a, b, c]. Wystepuje réwniez w glebie gruntéw porolnych
i nieuzytkéw przeznaczonych do zalesienia [Kwasna, Sierota 1999; Kwasna i in. 2000]. Powszechne
wystepowanie P adametzii $wiadczy o tolerowaniu szerokiego zakresu naturalnych warunkéw
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Tabela 9.
Liczebnosé grup grzybéw [% kontroli] w sterylnej (S) i niesterylnej (N) glebie nieinokulowanej grzybem
zgorzelowym i podlewanej ptynem pohodowlanym P. adametzii w kolejnych terminach obserwacji

Number of fungi groups [% of control] in sterilised (S) and not-sterilised (N) soil noninoculated with
damping-off fungus and watering of the P. adamerzii liquid culture in consecutive observation dates

LI e 2 3 4 5 6 7 8 9
grzybéw

Mortierellales S - 100 25% 100 100 200 100 100 14*

i Mucorales N 100 367* 25 81.3 25% 346%* 33 150 200
Pencillium S - 20%% 733 Fx p7¥k {4Q%k 17*% [89*%* 83 84*
spp- N 100 44,8%%  547%%  393%*% 184*%% 698  286** 816  57,7*
Trichoderma S - 3900%* 171 700%*  833%*  1640** 1700%* 5500%* 1700%*
spp. N 100 2600%*  324*%  283*%*%  220* 56*%  517%% 182  429**

Objasnienia jak w tabeli 3; Denotes as in table 3

srodowiska. Byto ono jednym z powodéw podjecia badaid nad wptywem grzyba i jego meta-
bolitéw na ograniczenie choréb powodowanych przez patogeny odglebowe. Planowano ewen-
tualne wykorzystanie grzyba jako czynnika aktywnego w biologicznej ochronie drzewostanéw
przed Armillaria i Heterobasidion oraz szkétek przed patogenami zgorzelowymi.

Okazato si¢, ze metabolity P adamerzii obecne w ekstrakcie chloroformowym nie ha-
mowaly wzrostu grzybow zgorzelowych C. destructans, F. oxysporum. F. sambucinum, F. solani
i R. solani in vitro. Wynik ten potwierdzit badania wptywu kolonii P. adametzii na wzrost grzy-
béw zgorzelowych w kulturach dwugrzybniowych przy zastosowania metody szeregéw bioty-
cznych Mariki [1974]. Przezbérski [1982], Kwasna [1987] i Marika i in. [1989], stosujgc t¢
metod¢ wykazali, ze P. adametzii in vitro nigdy nie hamuje wzrostu patogenéw zgorzelowych, ale
jest hamowany w stopniu 2. przez . oxysporum i w stopniu 5. — przez R. solani.

Metabolity P. adametzii obecne w ptynie pohodowlanym tylko poczatkowo chronity siew-
ki sosny zwyczajnej przed pasozytniczg zgorzelg siewek. Bardziej wyrazny, ale nietrwaly, efekt
ochronny wystapit w glebie sterylnej. Efekt ochronny byt bardziej trwaty w glebie niesterylne;j.
Lepsza kondycja siewek w glebie niesterylnej zwigzana byla ze wzrostem populacji 7. harzianum.
Niewykluczone, ze to wlasnie jemu nalezy zawdzigczaé dzialanie kurujace. 1. harzianum jest
znany z ochrony siewek sosny przed C. destructans i F. oxysporum, ale nie przed R. solani [Kwasna,
Dux 1999]. Metabolity P. adametzii obecne w ptynie pohodowlanym obnizaty kondycj¢ siewek
nieinokulowanych grzybem zgorzelowym. Liczba zdrowych siewek podlewanych ptynem
pohodowlanym byla na ogét nizsza o 20-40% w poréwnaniu z kontrolg podlewang woda.
Powodowaly one takze okresowy wzrost populacji saprotroficznych grzybéw glebowych oraz
trwale zmiany w strukturze zbiorowisk grzybéw. Najszybciej i najobficiej mnozyly si¢ grzyby
z rodzaju Trichoderma. Wzrost ich populacji byt zdecydowanie bardziej wyrazny w glebie steryl-
nej. Gatunkiem, kt6ry mnozyt si¢ najszybciej i najobficiej, byt T aureoviride. Catkowicie lub
czesciowo zastgpowat on T harzianum, co moglo by¢ efektem wzajemnego dzialania antago-
nistycznego obu gatunkéw. Mniejsza populacja Trichoderma spp. umozliwiala okresowe
mnozenie si¢ grzybéw z rzedéw Mortierellales i Mucorales i lokalne (najczesciej z F. solani)
mnozenie si¢ Penicillium spp. Niniejsza praca jest pierwszg zwracajacg uwage na fake stymulaciji
rozwoju Trichoderma spp. przez metabolity P adametzii.

Wzrost zawartosci Trichoderma spp. w glebie byl na ogét skorelowany ze wzrostem liczby
chorych siewek sosny. W zwigzku z powyzszym nie mozna wykluczy¢ destrukeyjnych, a nawet
patogenicznych zdolnosci 7. aureoviride. W celu uzyskania odpowiedzi na pytanie czy grzyb ten
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tylko ostabia kondycje¢ siewek i zwigksza ich podatnosé na porazenie przez grzyby zgorzelowe,
czy sam ma wlasciwosci patogeniczne, konieczne jest przeprowadzenie badan nad jego zdol-
nosciami infekcyjnymi.

Grzyby z rodzaju Trichoderma wyst¢pujace w srodowisku naturalnym generalnie traktuje-
my jako pozyteczne i pozgdane z uwagi na to, Ze sg (i) oportunistycznymi, awirulentnymi sym-
biontami roslin, (ii) induktorami lokalnej lub systemicznej odpornosci roslin na patogeny i stres,
(iii) stymulantami wzrostu i rozwoju tkanek, gtéwnie w korzeniach, (iv) katalizatorami w pozy-
skiwaniu sktadnik6w pokarmowych i odzywianiu, (v) konkurentami patogenéw, (vi) pasozytami
grzybéw chorobotwdrezych i, w efekcie, (vii) czynnikami aktywnymi naturalnej i spontanicznej
albo wymuszonej biologicznej ochrony roslin [Bailey, Lumsden 1998; Harman i in. 2004].
Nalezy jednak zauwazy¢, ze zjawisko obnizania kondycji ro$lin przez Trichoderma spp. zdarza
si¢. Grzyby te mogg by¢ réwniez patogeniczne dla roslin. Rézne gatunki z tego rodzaju
powodowaty choroby jabtoni, kukurydzy i roslin motylkowatych [Bailey, Lumsden 1998].

Spadek kondycji i odpornosci roslin rosngcych w otoczeniu duzej populacji Trichoderma
spp. moze byé wywolany réznymi przyczynami. Summerbell [1987] zaobserwowatl pasozy-
towanie 1. viride Pers. i 1" polysporum (Link ex Pers.) Rifai na Laccaria bicolor (Maire) Orton,
bedacym gatunkiem mikoryzowym $wierka. W efekcie oczekiwano spadku odpornosci siewek
$wierka na choroby. Harman i in. [2004] uwazaja, ze Trichoderma spp. infekujac, kolonizujgc
i rozktadajac korzenie zaktGea proces odzywiania roslin, co u mtodych siewek moze doprowadzi¢
do $mierci. Niektére gatunki i szczepy Trichoderma spp. sg stabymi induktorami odpornosci
ro$lin, w efekcie czego spada odpornos¢ roslin na infekcj¢ ze strony patogena i zwigksza si¢ ich
wrazliwos$¢ na porazenie.

Niewiele wiemy o wystgpowaniu, wlasciwosciach i aktywnosci biochemicznej 1. aureoviride,
ktére mogloby poméc w wyjasnieniu negatywnego wpltywu tego grzyba na kondycje siewek
sosny, bowiem nie jest to gatunek przyciggajacy uwage Swiata. Nie posiada cech 7. harzianum,
T reesei E. G. Simmons i 1. viride, ktérych whasciwosci antagonistyczne w stosunku do patogenéw
wywolujg szerokie zainteresowanie, czg¢sto z punktu widzenia wykorzystania grzybéw w bio-
preparatach komercyjnych [Harman 2000; Hjeljord, Tronsmo 1998; Kubicek, Penttila 1998;
Kwasna, Dux 1999; Pigta i in. 2002; Sivasithamparam, Ghisalberti 1998; Sadowski i in. 2006].
1. aureoviride jest gatunkiem rzadkim. Lieckfeld i in. [2001] twierdza, ze wystgpuje giéwnie
w Wielkiej Brytanii i Holandii. Z terenu Polski, z gleby lesnej, izolowana jest rzadko. Niewyklu-
czone, ze z powodu silnej reakcji na skladniki drewna, ktére hamuja wzrost i kietkowanie grzyba
[Akpata 1987]. Naturalnie wystepujace szczepy 1. aureoviride z reguly nie posiadajg atrak-
cyjnych wiasciwosci biochemicznych i fizjologicznych predestynujacych je do wykorzystania
w biologicznej ochronie roslin. Bliskie filogenetyczne pokrewienistwo 1. aureoviride z. T. aggressivum
Samuels & W. Gams, T. inhamatum Veerkamp & W. Gams, 1. spirale Bissett i T. fomentosum Bissett
[Kullnig-Gradinger i in. 2002; Samuels i in. 2002] sugerowaloby wystepowanie u 7 aureoviride
cech czterech ostatnich gatunkéw [Bissett 1991a, b]. U nich nie tylko nie zaobserwowano
wlasciwosci antagonistycznych w stosunku do patogenéw roslin, ale wrecz agresywne i destruk-
cyjne dzialanie w stosunku do kapeluszowych grzybéw jadalnych. Wydaje si¢, Ze podobny
agresywny stosunek moze wystgpi¢ w kontakcie z roslinami. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze duze
zréznicowanie wewngtrzgatunkowe 17 aureoviride oraz modyfikowanie szczepéw grzyba poz-
wolito wykorzystaé niektdre z nich w biologicznej ochronie roslin [Phuoc 1988; Barros i in. 1995;
Bruce i in. 1996]. Wiemy, Zze 7. aureoviride moze produkowaé (i) znaczne ilosci celulazy,
B-glukozydazy (celobiazy) i chitynazy rozktadajgcych sciang komérkows grzybéw i roslin [Harman,
Kubicek 1998; Zaldivar i in. 2001; Nguyen i in. 2008], (ii) koninginin G - zwigzek, ktéry nawet
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w bardzo matych stg¢zeniach hamuje wzrost tkanek roslinnych [Cutler i in. 1999]; oraz (iii) lotne
metabolity drugorzedowe hamujace wzrost i syntez¢ biatek u grzybéw z gromady Basidiomycota
[Humphris i in. 2002]. Koninginin G powodowat znaczng (56%) inhibicj¢ wzrostu koleoptylu
u pszenicy [Cutler i in. 1999]. Delikatna budowa tkanek siewek pszenicy i sosny jest zblizona.
Mozna wigc przypuszczaé, ze podobny efekt inhibitujgcy wzrost mégt wystapié na siewkach
iglastych.

7. faktu spadku i wzrostu populacji Mortierellales | Mucorales + Penicillium spp. w obecnosci
odpowiednio duzej i mniejszej populacji T aureoviride nalezy wnioskowad, ze ten ostatni moze
by¢ agresywny w stosunku do obu grup grzybéw. Z faktu braku obecnosci C. destructans,
F. sambucinum oraz R. solani i okresowej obecnosci F. oxysporum i F. solani w otoczeniu duzej po-
pulacji 1. aureoviride mozna wnioskowad, ze T aureoviride jest agresywny w stosunku do trzech
pierwszych patogenéw i mniej agresywny w stosunku do dwéch dalszych patogenéw. Ten ostat-
ni wniosek jakby zaprzecza obserwacjom Nguyena i in. [2008], ktérzy stwierdzili, ze chitynaza
tworzona przez 1. aureoviride degraduje Sciang komérkowsq i drastycznie zmniejsza kietkowanie
zarodnikéw u F. solani.

Ustepowanie Mortierellales | Mucorales w glebie sterylnej z pewnoscig nie poprawito kondycji
siewek sosny. Generalnie grzyby z tych rzedéw ograniczajg wzrost grzybéw zgorzelowych, a ich
obecno$¢ w glebie jest pozgdana [Przezbdrski 1982; Marika 1988, 1993; Marika i in. 1989; Kacprzak
1999; Kacprzak, Marika 2000]. Ich ustgpowanie bylo prawdopodobnie wynikiem antybiozy
i mikopasozytnictwa nie tylko ze strony T aureoviride, ale réwniez Penicillium spp. Grzyby
z rz¢d6w Mortierellales i Mucorales czgsto sg obicktem mikopasozytnictwa w warunkach iz vitro
i in vivo [Zych i in. 1969]. Wzrost ich populacji, bedacy efektem wyjatkowej szybkosci wzrostu
i rozwoju oraz specyficznych whasciwosci biochemicznych, mégt przyczynié¢ sie do wycofywania
si¢ patogenéw glebowych oraz poprawy i utrwalenia kondycji siewek w glebie niesterylnej.

Okresowy i lokalny wzrost populacji grzybéw z rodzaju Penicillium byt potaczony ze wzro-
stem populacji P citrinum Thom, P. daleae Zaleski, P. janczewskii Zaleski i P. spinulosum Thom.
Gatunki te iz vitro posiadajg silne wlasciwosci antagonistyczne w stosunku do grzybéw zgorze-
lowych. Najczesciej sq one efektem ich whasciwosci biochemicznych i specyfiki tworzonych
metabolitéw [Dorenda 1974; Przezbdérski 1982; Marika 1988; Madi, Katan 1998; Venkata Dasu,
Panda 1999; Park i in. 2002; Singh i in. 2002; Stgpniewska 2004]. Penicillia dzi¢ki zdolnosci
indukeji proceséw odpornosciowych w roslinie mogg poprawia¢ kondycje roslin. Pomimo ich
wlasciwosci, w niniejszych badaniach nie obserwowano korelacji migdzy wzrostem populaciji
Penicillum spp. w glebie a wyzszg zdrowotnoscig siewek sosny.

Zmiany w strukturze glebowych zbiorowisk grzybéw po wprowadzeniu ptynu pohodowla-
nego byly najprawdopodobniej wynikiem zmian w sktadzie chemicznym podtoza i preferencii
pokarmowych grzybéw. Ptyn pohodowlany P. adamerzii wzbogacit podtoze w szczegdlne zwigzki
organiczne (m.in. w kwasy organiczne, flawonoidy i glikozydy), zmienit pH i wywotal wymu-
szong sukcesj¢ organizméw. Zwyci¢zyly najbardziej wytrzymate (np. Trichoderma), a ustgpowaty
bardziej wrazliwe (np. Mortierellales i Mucorales). Obecnosé metabolitéw P adametzii sprzyjata
mnozeniu si¢ samego grzyba.

Opéznienie wschodéw siewek sosny w glebie sterylnej mogto by¢ wywolane negatywnym
wplywem zwigzkéw powstalych z rozktadu resztek organicznych i polaczeri mineralnych pod
wplywem ci$nienia i temperatury sterylizacji. Przezbérski i in. [1985] stwierdzili, ze zmiany
chemiczne i mikrobiologiczne zachodzace w glebie po autoklawowaniu wptywaja zdecydowanie
nickorzystnie na kietkowanie nasion i wzrost siewek sosny. Wyniki badari sugeruja, ze autokla-
wowana gleba mogla nie sprzyjaé¢ réwniez samym patogenom, ktére mogly w niej egzystowad,
ale nie tworzyly szczegdlnie duzego potencjatu inokulacyjnego.
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Whioski

4 Metabolity Penicillium adamerzii nie wptywaty na szybkos¢ wzrostu wiekszosci grzybéw zgorze-
lowych z rodzaju Cylindrocarpon i Fusarium (Ascomycota) oraz Rhizoctonia solani (Basidiomycota)
in vitro.

#* Metabolity P adamerzii stosowane do podlewania siewek sosny inokulowanych grzybami
zgorzelowymi op6Zniajg wschody i poprawiajg zdrowotnosé siewek w pierwszych 3-5 tygod-
niach.

% W glebie lesnej metabolity P. adamerzii okresowo zwiekszajg liczebno$¢ grzybéw z rodzaju
Trichoderma (gtéwnie T. aureoviride), 7. vz¢d6w Mortierellales i Mucorales oraz z rodzaju Penicillium.

Literatura

Akpata T. V. 1987. Effects of sawdust pollution on the germination of fungal spores in Lagos Lagoon. Environmental
Pollution 44: 37-48.

Alabouvette C., Olivain C., Steinberg C. 2006. Biological control of plant diseases: the European situation. Eur. J.
Plant Pathol. 114: 329-341.

Allen M. C., Haenseler C. M. 1935. Antagonistic action of Trichoderma on Rhizoctonia and other soil fungi.
Phytopath. 25: 244-252.

Bailey B. A., Lumsden R. D. 1998. Direct effects of Trichoderma and Gliocladium on plant growth and resistance to
pathogens. W: Harman G. E., Kubicek C. P. [red.]. Trichoderma and Gliocladium: Enzymes, Biological Control and
Commercial Applications. Taylor & Francis, London. 185-204.

Baker K F., Cook R. J. 1974. Biological control of plant pathogens. San Francisco: Freeman.

Barros S. T., Oliveira N. T., Bastos S. T. G. 1995. Trichoderma spp. in the biological control of Colletotrichum
lindemuthianum (Sacc. et Magn.) Scribb, agent of the bean (Phaseolus vulgaris L..) anthracnose. Bol. Micologico 10
(1/2): 5-11.

Bissett J. 1991a. A revision of the genus Trichoderma. 11. In frageneric classification. Canadian Journal of Botany 69:
2357-2372.

Bissett J. 1991b. A revision of the genus Trichoderma. 111. Sect. Pachybasium. Canadian Journal of Botany 69: 2373-
-2417.

Bruce A., Knudzewicz A., Wheatley R. 1996. Influence of culture age on the volatile organic compounds produced
by Trichoderma aureoviride and associated inhibitory effects on selected wood decay fungi. Materiel und
Organismen 30: 337-353.

Cutler H. G., Cutler S. J., Ross S. A., El Sayed K., Dugan F. M., Bartlett M. G, Hill A. A., Hill R. A., Parker
S. R. 1999. Koninginin G, a new metabolite from Trichoderma aureoviride. ]. Nat. Prod. 62 (1): 137-139.

Doreda M. 1974. Badania fitopatologicznego aspektu mikoflory ksztattujgcej w srodowisku uprawnym pod wptywem
zmianowania. Zesz. Probl. Post. Nauk Rol. 160: 74-80.

Harman G. E. 2000. Myths and dogmas of biocontrol: changes in perceptions derived from research on Trichoderma
harzianum '1-22. Plant Dis. 84: 377-393.

Harman G. E., Howell C. R., Viterbo A., Chet I., Lorito M. 2004. Trichoderma spp. opportunistic avirulent plant
symbionts. Nature Microbiol. Rev. 2: 43-56.

Harman G. E., Kubicek C. P. [red.]. 1998. Trichoderma and Gliocladium. Enzymes, Biological Control and
Commercial Applications. Taylor & Francis, London. 393-396

Hjeljord L., Tronsmo A. 1998. Trichoderma and Gliocladium in biological control: an overview. W: Harman G. E.,
Kubicek C. P. [red.]. Trichoderma and Gliocladium. Enzymes, Biological Control and Commercial Applications.
Taylor & Francis, London. 131-151.

Humphris S. N., Bruce A., Buultjens E., Wheatley R. E. 2002. The effects of volatile microbial secondary
metabolites on protein synthesis in Serpula lacrymans. FEMS Microbiology Letters 210: 215-219.

Johnson L. F. 1957. Effect of antibiotics on the numbers of bacteria and fungi isolated from soil by the dilution-plate
method. Phytophathology 47: 630-631.

Johnson L. F., Marika K. 1961. Modification of Warcup’s soil plate method for isolating soil fungi. Soil Sci. 92: 79-
-83.

Kacprzak M. 1999. Zbiorowiska grzybéw glebowych wybranych szkétek lesnych a zagrozenie siewek sosny zwyczaj-
nej (Pinus sylvestris 1..) infekeyjng zgorzely w zaleznosci od niektérych warunkéw srodowiska glebowego.
Maszynopis pracy doktorskiej. Wydziat Lesny Akademii Rolniczej w Poznaniu.

Kacprzak M., Marika M. 2000. Effect of soil fungi communities on the growth of damping-off pathogens in the relation
to incubation temperature and medium pH. Acta Mycol. 35 (2): 275-290.



60 Lidia Szwajkowska-Michatek, Hanna Kwasna, Juliusz Perkowski

Kubicek C. P., Penttila M. E. 1998. Regulation of production of plant polysaccharide degrading enzymes by
Trichoderma. W: Harman G. E., Kubicek C. P. [red.]. Trichoderma and Gliocladium. Enzymes, Biological Control
and Commercial Applications. Taylor & Francis, London. 49-71.

Kullnig-Gradinger C. M., Szakacs G., Kubicek C. P. 2002. Phylogeny and evolution of the genus Trichoderma:
a multigene approach. Mycol. Res. 106: 757-767.

Kwasna H. 1987. Mozliwos¢ uzycia saprofitycznych grzybéw do ochrony siewek sosny zwyczajnej przed zgorzelg
powodowang przez Fusarium oxysporum Schl. Rhizoctonia solani Kithn. Roczn. Nauk Roln. E. 17 (1): 117-133.

Kwasna H. 1995. Fungal communities in soil beneath Scots pine and their stumps. Effect of fungi on Heterobasidion
annosum and Armillaria ostoyae growth. Acta Mycol. 30: 193-205.

Kwasna H. 1996a. Mycobionta of birch and birch roots and their possible effect to the infection by Armillaria spp.
(Romagn.) Herink growth. Part I. Acta Mycol. 31: 101-110.

Kwasna H. 1996b. Mycobionta of birch and birch roots and their possible effect to the infection by Armillaria spp.
(Romagn.) Herink growth. Part II. Acta Mycol. 31: 110-122.

Kwasna H. 1997a. Fungi on the surface of roots of Scots pine and its stumps and their effect on Hezerobasidion annosum
(Fr.) Bref. and Armillaria ostoyae (Romagn.) Herink growth. Pol. Agric. Ann. 26: 109-123.

Kwasna H. 1997b. Antagonistic effect of fungi from Scots pine stumps roots against Heterobasidion annosum and
Armillaria ostoyae. Acta Mycol. 32: 369-381.

Kwasna H. 1997c. Antagonistic effect of fungi communities from Scots pine fine roots on Hezerobasidion annosum (Fr.)
Bref. and Armillaria ostoyae (Romagn.) Herink growth. Phytopathol. Pol. 13: 133-146.

Kwasna H. 2004. Natural shifts in communities of rhizosphere fungi of common oak after felling. Plant soil 264: 209-
218.

Kwasna H., Dux J. 1999. Mozliwo$¢ ograniczenia zgorzeli siwek sosny zwyczajnej przez Trichoderma spp. Sylwan 143
(2): 83-87.

Kwasna H., Kotyriska U., Lakomy P., Mallett K. 2001a. Stimulation of Armillaria rhizomorph growth by oak root
fungi. Acta Mycol. 36 (2): 257-272.

Kwasna H., Marika M., Sierota Z., L.akomy P., Szewczyk W. 2001b. Okreslenie czynnikéw wptywajgcych na
zagrozenie chorobowe drzewostanéw ze strony opienick oraz sposobéw przeciwdziatania im. Akademia Rolnicza
w Poznaniu, IBL. Poznari-Warszawa.

Kwasna H., Sierota Z. 1999. Structure of fungal communities in barren post agricultural soil 1 and 2 years after pine
sawdust application. Phytopathol. Pol. 15: 126-130.

Kwasna H., Sierota Z., Bateman G. L. 2000. Fungal communities in fallow soil before and after ammending with
pine sawdust. Appl. Soil Ecol. 14: 177-182.

Lieckfeld E., Kulling C. M., Kubicek C. P., Samuels G. J., Bérner T. 2001. Trichoderma aureoviride: phylogenetic
position and characterization. Mycological Research 105: 313-322.

Madi L., Katan J. 1998. Penicillium janczewskii and metabolites, applied to leaves, elicit systemic acquired resistance
to stem rot caused by Rhizoctonia solani. Physiol. Mol. Plant Pathol. 53: 163-175.

Marika K. 1964. Préby dalszego udoskonalenia zmodyfikowanej metody Warcupa izolowania grzybéw z gleby. Prace
Kom. Nauk Rol. i Kom. Nauk Lesn. PTPN. 17 (1): 30-43.

Marika K. 1974. Zbiorowiska grzyb6w jako kryterium oceny wptywu srodowiska na choroby roslin. Zesz. Probl. Post.
Nauk Roln. 160: 9-23.

Marika K. 1988. Wplyw srodowiska na choroby roslin. Rocznik Nauk Rolniczych Ser. E 18 (1): 11-16.

Marika K., Gierczak M. 1972. Mozliwos¢ uzycia grzyba Mycelium radicis atrovirens Melin do biologicznego zwalcza-
nia zgorzeli siewek. Prace Kom. Nauk Rol. i Kom. Nauk Lesn. PTPN 25: 197-205.

Marika K., Przezbérski A. 1978. Biologiczne zwalczanie zgorzeli siewek sosny zwyczajnej za pomocg grzyba Mycelium
radicis atrovirens Melin. Zesz. Probl. Post. Nauk Rol., 213: 34-45,
Marika K., Przezbérski A., Kwasna H., Zoltariska E. 1989, Badania nad wptywem mieszanin grzybéw saprofity-
cznych na grzyby powodujace zgorzel siewek sosny pospolitej. Zesz. Probl. Post. Nauk Rol. 374: 266-281.
Marika M. 1993. Zgorzel siewek drzew lesnych. Poradnik Lesnika, Seria A: Ochrona Lasu, Wyd. ARCARUS, Poznar.
Marika M., Kacprzak M. 1998. Srodowiskowe uwarunkowania wzrostu Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporunt,
E culmorum i F. solani. W: Profilaktyka i terapia w szkétkach lesnych zagrozonych przez choroby infekceyjne.
Materiaty konferencji naukowo-technicznej 25-25 III 1998, Warszawa-S¢kocin. 10-12.

Marika M., Stepniewska S., Kacprzak M. 2001. Soil fungal communities from forest nursery versus damping-off
pathogens. W: Proceedings of the 5™ Congress of the European Foundation for Plant Pathology, Biodiversity in
Plant Pathology, Taormina-Giardini Naxos, Italy 18-22 September 2000. 479-482.

Martin J. P. 1950. Use of acid, rose bengal and streptomycin in the plate method of estimating soil fungi. Soil Sci. 69:
215-232.

Nguyen N. V,, Kim Y. J,, Oh K. T., Jung W. J., Park R. D. 2008. Chitinases from Trichoderma aureoviride DY-59
and Rhizopus microsporus VS-9. Current Microbiology 56 (1): 28-32.

Park J. Y., Okada G., Takahashi M., Oyaizu H. 2002. Screening of fungal antagonists against yellows of cabbage
caused by Fusarium oxysporum f. sp. Mycoscience 43 (6): 447-451.



Czy Penicillium adamerzii moze ograniczy¢ pasozytniczg zgorzel 61

Phuoc K. 1988. Effect of Trichoderma spp. on tomato root and stem rot. Assessment of Trichoderma populations in conidial
suspension on PDA revealed that conidial. ARC Training 1-11.

Pigta D., Patkowska E., Pastucha A., Betkot M. 2002. Wptyw mikroorganizméw antagonistycznych na ogranicze-
nie porazenia soi przez grzyby chorobotwéreze przebywajace w glebie. Hort. Cult. 1 (1): 23-30.

Przezborski A. 1982. Terenowe i laboratoryjne badania nad mozliwosciami biologicznej ochrony sosny zwyczajnej
przed zakazng zgorzelg siewek. Rocz. AR. Pozn. Rozpr. Nauk 124: 1-103.

Przezborski A., Kwasna H., Zoltariska E. 1985. Proba rekultywacii substratu naturalnego po dwukrotnej steryli-
zacji chemicznej, ocenianej wydajnoscig i zdrowotnoscig siewek sosny zwyczajnej. Prace Kom. Nauk Roln. i Kom.
Nauk Lesn. PTPN 62: 145-152.

Sadowski C., Lenc L., Korpal W. 2006. Out of investigations on vegetable seed coating with Trichoderma viride and
plant health in organic system. J. Res. Appl. Agric. Eng. 51 (2): 150-154.

Samuels G. J., Dodd S. L., Gams W., Castlebury L. A., Petrini O. 2002. Trichoderma species associated with the
green mold epidemic of commercially grown Agaricus bisporus. Mycologia 94: 146-170.

Sierota Z., Matecka M., Stocka T. 2004. Choroby infekcyjne. W: Krétkoterminowa prognoza wystepowania
wazniejszych szkodnikéw i choréb infekcyjnych drzew lesnych w Polsce w 2004 roku. Warszawa. 94-111.

Singh R., Singh B. K., Upadhyay R. S.,; Rai B., Su Lee Y. 2002. Biological control of Fusarium. Wilt Disease of
Pigeonpea. J. Plant Pathol. 18 (5): 1.

Sivasithamparam K., Ghisalberti E. L. 1998. Secondary metabolism in Trichoderma and Gliocladium. W: Harman G.
E., Kubicek C. P. [red.]. Trichoderma and Gliocladium. Enzymes, Biological Control and Commercial Applications.
Taylor & Francis, London. 139-191.

Stepniewska S. 2004. Charakterystyka populacji grzybéw Rhizoctonia, sprawcéw zgorzeli siewek sosny, z uwzglednie-
niem wptywu zbiorowisk grzybéw glebowych na te patogeny. Maszynopis pracy doktorskiej. Wydziat Lesny
Akademii Rolniczej w Poznaniu.

Summerbell R. C. 1987. The inhibitory effect of Trichoderma species and other soil microfungi on formation of mycorrhiza
by Laccaria bicolor iz vitro. New Phytologist 105: 437-448.

Szynkiewicz-Wronek A., Kwasna H., Szwajkowska-Michalek L., Perkowski J. 2006. Populacja Penicillium
adametzii Zaleski w otoczeniu korzeni buka zwyczajnego (Fagus sykoatica L.) i wptyw grzyba na Armillaria spp.
Zeszyty Naukowe Akademii Rolniczej we Wroctawiu. 546 seria Rolnictwo 89: 339-347.

Venkata Dasu V., Panda T. 1999. Studies on production of griseofulvin. Bioprocess and Biosystems Engineering 21:
489-495.

Weindling R. 1932. Trichoderma lignorum as a parasite of other soil fungi. Phytopathology 22: 837-845.

Weindling R. 1934. Studies on a lethal principal effective in the parasitic action of Trichoderma lignoum on Rhizoctonia
solani and other soil fungi. Phytopathology. 24: 1153-1179.

Weindling R., Fawcett H. S. 1936. Experiments in the control of Rhizoctonia damping-off of citrus seedlings.
Hilgardia 10: 1-16.

Williams L. E., Schmitthenner A. F. 1960. Effect of growing crops and crop residues on soil fungi and seedling blights.
Phytopathology 50: 22-24.

Zajaczkowski P. 2008. Duze wypieraja mate. Las Polski 7: 14-15.

Zaldivar M., Velasquez J. C., Contreras 1., Pérez L. M. 2001. Trichoderma aureoviride 7-121, a mutant with
enhanced production of lytic enzymes: its potential use in waste cellulose degradation and/or biocontrol.
Electron. ]J. Biotechnol. 4: 3-8.

Zych H., Siepmann R., Linnemann G. 1969. Mucorales. Eine Beschreibung aller gattungen und arten dieser pilz-
gruppe. D-3301 Lehre Verlag von J. Cramer.

SUMMARY

Can Penicillium adametzii decrease the damping-off in pine?

Biological methods of protection belong to the most environment-friendly. Laboratory tests
enabled to detect decrease in growth of pathogens caused by Penicillium spp. fungi, especially
by Pencillium adamerzii Zaleski. Hampering influence of P adametzii inoculum and isolates on
growth and development of Heterobasidion annosum (Fr.) Bref and Armillaria was observed
[Manika 1974; Kwasna i in. 2001; Szynkiewicz-Wronek i in. 2006], which was crucial as far as it
is very popular fungus in forest soils.
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Mixture of the Penicillium adametzii metabolites present in the chloroform extract usually
did not inhibit the growth of damping-off fungi, including C. destructans, F. oxysporum. F. sambucinum,
F. solani and R. solani, in vitro. Extract from the P. adamerzii liquid culture: (i) protected the
inoculated pine seedlings from the damping-off only temporarily, (ii) decreased the health of the
non-inoculated seedlings, (iii) caused the temporary increases of the fungal population in soil,
(iv) changed structure of the soil fungi communities, and (v) caused the continuous increase
of Trichoderma, mostly 1. aureoviride population. Increased damping-off was connected with the
increase of 1. aureoviride population in soil. Natural isolates of P. adamerzii cannot be considered
as the effective biological factor in the biological control of damping-off.



