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Abstrakt. Celem badan bylo poznanie antagonistycznego wply-
wu grzyba Trichoderma viride na wzrost i rozwdj grzybow
owadobojczych Isaria fumosorosea, Beauveria bassiana i Me-
tarhizium anisopliae. Badania przeprowadzono w warunkach
laboratoryjnych z wykorzystaniem standardowego podtoza PDA
(Biocorp). Materiat badawczy stanowily dwa szczepy 1. viride
i po dwa szczepy kazdego badanego grzyba owadobojczego. Ho-
dowle dwuorganizmowe prowadzono na szalkach Petriego obser-
wujac wzrost powierzchniowy obu gatunkow grzybow. Badane
gatunki grzybéw w réznym stopniu wykorzystywaly sktadniki
pokarmowe z pozywki, co uwidocznito si¢ w niejednakowym
tempie wzrostu ich grzybni. Najsilniejsze zdolnosci adaptacyjne
wykazaty szczepy T. viride, ktore w najkrotszym czasie zdomi-
nowaly powierzchni¢, na ktorej prowadzono hodowle. Grzyby
owadobojcze rozwijaly si¢ znacznie wolniej. Nie zaobserwowa-
no jednak ich catkowitej inhibicji. Zaden z badanych szczepow
grzybow owadobojczych nie wplynal negatywnie na wzrost grzy-
ba T. viride. Najbardziej wyréwnany wzrost powierzchniowy za-
obserwowano w przypadku hodowli dwuorganizmowej 7. viride
(szczep 40) 1 1. fumosorosea (szczep AP 110).

stowa kluczowe: grzyby owadobojcze, Trichoderma viride,
grzyby antagonistyczne, efekt biotyczny

WSTEP

Zainteresowanie metodami biologicznymi wynika z po-
stepujacej chemizacji rolnictwa, zwigkszajacego si¢ zuzy-
cia $rodkow ochrony roslin oraz ich negatywnego wpty-
wu na glebe (Augustyniak-Kram, 2010). Z tego wzglgdu
prowadzone s badania zmierzajace do opracowania tech-
nologii upraw przyjaznych dla §rodowiska, opartych na
stosowaniu mikroorganizmow glebowych oraz produktow
pochodzenia naturalnego. Grzyby owadobojcze, takie jak
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Isaria fumosorosea, Beauveria bassiana 1 Metarhizium
anisopliae, wystepuja powszechnie w $rodowisku glebo-
wym (Migtkiewski i in., 1991, 1992). Mikroorganizmy te
wykazuja specyficzne zdolnosci pasozytowania owadow
i nicieni oraz s3 uwazane za wazng grup¢ naturalnych wro-
gow szkodnikoéw roslin uprawnych. Grzybowe infekcje
owadow sa fatwe do rozpoznania po charakterystycznym
wygladzie zaatakowanego osobnika. Wiele gatunkow po
$mierci zywiciela wytwarza grzybni¢ 1 zarodniki na ze-
wnatrz jego ciata, pokrywajac je grubym nalotem, czgsto
o charakterystycznym ubarwieniu (Butt i in., 2001). Inte-
resujacym zagadnieniem jest mozliwos¢ jednoczesnego
stosowania zarowno grzybow owadobojczych, jak i anta-
gonistycznych w stosunku do grzybow fitopatogennych,
takich jak Trichoderma sp. (Galante i in., 1998a, 1998b).
Grzyby z rodzaju Trichoderma mozna zaliczy¢ do sil-
nych antagonistoéw ograniczajacych wystepowanie wielu
gatunkéw grzybow fitopatogennych nie wplywajacych
réwnoczesnie negatywnie na system korzeniowy rosliny
uprawnej (Swierczynska, Perek 2011). Ponadto grzyby
z tego rodzaju wspomagajg wzrost roslin oraz podnosza
warto$¢ rolnicza gleby (Wojtkowiak-Gebarowska, 2006).
Grzyby z rodzaju Trichoderma posiadaja cechy dobrego
antagonisty m.in. szybki wzrost, obfite zarodnikowanie,
czeste wystepowanie w glebie, tworzenie substancji fun-
gitoksycznych (glownie antybiotykéw peptydowych),
produkcja enzymoéw hydrolitycznych, w tym celulolitycz-
nych, tatwos$¢ wykorzystywania zwigzkéw organicznych
i nieorganicznych oraz zdolnos¢ do pasozytnictwa (Pietr,
1997; Dhuzniewska, 2004).

Celem przeprowadzonych badan bylo poznanie wpty-
wu wybranych szczepow grzyba antagonistycznego Tri-
choderma viride na wzrost grzybni trzech gatunkow grzy-
béw owadobojczych: Beauveria bassiana, Isaria fumoso-
rosea 1 Metarhizium anisopliae. Praktycznym celem pracy
bylto zbadanie, czy T. viride w przypadku tacznego stoso-
wania obu czynnikow biologicznego zwalczania agrofa-
gow moze negatywnie wptywac na grzyby owadobojcze.
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Tabela 1. Pochodzenie szczepow grzybow owadobojczych i antagonistycznych wobec fitopatogenéw
Table 1. The origin of entomopathogenic and antagonistic against phytopathogens fungi isolates.

Gatunek Szczep Oznaczenie Pochodzenie
Species Strain Indication Origin
Bauveria bassiana Bb65 B. bassiana 1 Z larw chrabgszcza majowego
______ From cockchafer larvae
Bauveria bassiana Bb 18/D B. bassiana 11 Ze stonki ziemniaczancj
______ From colorado potato beetle
. Z gasienicy nieoznaczonego motyla w $ciodlce lesnej
Isaria fumosorosea AP 110 I Jumosorosea | From caterpillar of unknown moth in forest litter
. , Z gleby pola uprawnego
Isaria fumosorosea PDzw’ll I . fumosorosea 11 From crop field soil
Metarhizium anisopliae AP 032 M. anisopliae T Z gleby pola uprawnego na barciaku Wle;ksz.ym (Galleria mellonela)
______ From crop field soil using larvae of Galleria mellonela
Metarhizium anisopliae PN 3/1 M. anisopliae 11 Z gleby pola UPrawnego
______ From crop field soil
Trichoderma viride T.v. 40 T viride 1 Z uprawy rzepaku L
______ From oil seed rape cultivation
Trichoderma viride HB T. viride 11 Z pola uprawnego
From crop field
MATERIALY I METODY dywidualnego efektu biotycznego dokonano na podstawie

W badaniach wykorzystano grzyb antagonistyczny 7ri-
choderma viride 1 trzy gatunki grzyboéw owadobdjczych
Bauveria bassiana, Isaria fumosorosea 1 Metarhizium ani-
sopliae. Szczepy grzybow owadobojczych wykorzystane
w badaniach byly izolowane z roznych siedlisk oraz owa-
dow (tab. 1). Szczepy grzybow owadobdjczych B. bassia-
na (Bb65), I. fumosorosea (AP110) oraz M. anisopliae (AP
032) pochodza z kolekcji dr. hab. C. Tkaczuka z Uniwersy-
tetu Przyrodniczo-Humanistycznego w Siedlcach. Szczep
T.v. 40 grzyba antagonistycznego 7. viride pochodzi
z Banku Patogenéw Roslin IOR w Poznaniu. Przynalez-
no$¢ systematyczng pozostalych wyizolowanych szcze-
poéw grzybowych okre§lono na podstawie cech makro-
i mikroskopowych, opierajac si¢ na kluczach diagnostycz-
nych (Gilman, 1975; Domsch, 1972; Fassatiowa, 1983).
Przed zatozeniem doswiadczenia grzyby namnazano na
pozywce PDA. Nastepnie testowane grzyby zaszczepiano
parami (7. viride/grzyb owadobdjczy) na pozywke PDA
z dodatkiem chloramphenicolu (zmniejsza ryzyko zanie-
czyszczenia hodowli bakteriami) na szalkach Petriego
(Srednica 90 mm). W centralnej czesci ptytki umieszcza-
no dwa krazki (5 mm) z inokulum odpowiedniego grzyba
w odlegtosci 30 mm od siebie. Do$wiadczenie przeprowa-
dzono w 10 powtorzeniach. Szalki Petriego inkubowano
w cieplarce laboratoryjnej w temperaturze 25°C. W kontro-
li na szalce umieszczano dwa inokula tego samego grzyba.

Pomiary $rednicy grzybni przeprowadzano codziennie.
Podczas codziennych obserwacji odnotowywano rowniez
interakcje zachodzace pomigdzy rozwijajacymi si¢ grzyb-
niami. Do analizy wykorzystano pomiary wykonane po 4
i 8 dniach od momentu zatozenia do§wiadczenia. Oceny in-

skali stosunkow biotycznych zaproponowanej przez Man-
ke (1974). Obserwacje zakonczono, kiedy cata powierzch-
nia wszystkich szalek zostata opanowana przez grzybnie
badanych gatunkow grzybow. Interakcja pomiedzy grzy-
bami zostata przedstawiona jako algebraiczne zsumowanie
wszystkich mozliwych punktéw wedtug skali ocen opra-
cowanej przez Manke (1974), tj. stopnia otoczenia jednej
kolonii przez druga, szerokosci strefy inhibicyjnej, ograni-
czenia wzrostu. Wynik dodatni nalezy interpretowaé jako
wplyw ograniczajacy rozwoj kolonii grzyba testowanego
(owadobojczego).

Wyniki do$wiadczenia opracowano statystycznie me-
toda analizy wariancji ANOVA przy wykorzystaniu pro-
gramu Statistica. Obliczono przedzialy krytyczne Newma-
na-Keulsa, a warto$¢ ostatniego kroku postuzyta do rozni-
cowania $rednich przy poziomie istotnosci o < 0,05.

WYNIKI

Testom biotycznym poddano sze$¢ szczepdw grzybow
owadobdjczych gatunkow: Bauveria bassiana, Isaria fu-
mosorosea 1 Metarhizium anisopliae, w interakcji zdwoma
szczepami grzyba T. viride. Na rysunkach 1-3 przedstawio-
no wyniki obserwacji dotyczacych tempa wzrostu kolonii
grzybow po 4 i 8 dniach. Wzrost grzybow w kulturach
dwuorganizmowych rdznit si¢ od tempa wzrostu tych mi-
kroorganizméw prowadzonych w tych samych warunkach,
ale w hodowli jednoorganizmowej. Obserwowano zarow-
no zahamowanie wzrostu grzybow owadobdjczych, jak
ijego stymulacje w kulturach dwuorganizmowych. Szczep
B. bassiana oznaczony jako I charakteryzowat si¢ inten-
sywniejszym wzrostem niz drugi z badanych szczepow (B.



bassiana IT) (rys. 1). Srednica grzybni B. bassiana szczepu
I w monokulturze byta dwukrotnie wicksza niz szczepu II.
W hodowli dwuorganizmowej rozwoj kolonii obu szcze-
pow B. bassiana byt podobny. Wplyw antagonistyczny
T. viride na rozwoj kolonii B. bassiana wyraznie zaznaczyt
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Rysunek 1. Srednica kolonii grzybni Trichoderma viride i Beauveria bassiana po 4 i 8 dniach
Figure 1. Colony diameter of Trichoderma viride and Beauveria bassiana after 4 and 8 days.
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si¢ w przypadku szczepu I. W hodowli dwuorganizmowe;j
srednica kolonii tego szczepu byta 2—3-krotnie mniejsza
niz w monokulturze. W przypadku grzyba antagonistycz-
nego 7. viride ograniczenie wzrostu jego grzybni zaob-
serwowano jedynie dla szczepu II po 4 dniach hodowli.
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Po 8 dniach oba szczepy wyraznie dominowaty w hodowli
dwuorganizmowej nad grzybem owadobojczym B. bassia-
na.

Badane szczepy grzyba owadobdjczego I. fumosorosea
roznity si¢ tempem rozwoju grzybni. Szczep oznaczony

po 4 dniach; after 4 days

jako I charakteryzowal si¢ intensywniejszym wzrostem
w hodowli jednoorganizmowej (rys. 2). W hodowli dwu-
organizmowej wzrost grzybni I. fumosorosea byl inten-
sywniejszy niz w monokulturze. Efekt ten byt szczegolnie
widoczny po 8 dniach hodowli dla szczepu I1. Po 4 dniach
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Rysunek 2. Srednica kolonii grzybni Trichoderma viride i Isaria fumosorosea po 4 i 8 dniach
Figure 2. Colony diameter of Trichoderma viride and Isaria fumosorosea after 4 and 8 days.
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po 4 dniach; after 4 days
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Rysunek 3. Srednica kolonii grzybni Trichoderma viride i Metarhizium anisopliae po 4 i 8 dniach
Figure 3. Colony diameter of Trichoderma viride and Metarhizium anisopliae after 4 and 8 days.

zaobserwowano, ze T viride (II) rozwijal si¢ mniej inten- Oba szczepy grzyba owadobojczego M. anisopliae cha-
sywnie w hodowli dwuorganizmowej niz w jednoorga-  rakteryzowaly si¢ zblizonym wzrostem kolonii w warun-
nizmowej. Natomiast po 8 dniach hodowli $rednica jego  kach hodowli jedoorganizmowej (rys. 3). Srednica kolonii
grzybni byla podobna w hodowli jednoorganizmowej grzyba owadobdjczego w hodowli dwuorganizmowej z
i dwuorganizmowej z grzybem I. fumosorosea. T. viride byta zwykle mniejsza niz w monokulturze. Jedynie
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w przypadku szczepu M. anisopliae 1 zaobserwowano wy-
raznie intensywniejszy rozwoj kolonii w hodowli dwuor-
ganizmowej z T. viride I niz w monokulturze. Niewielkie,
istotne statystycznie zahamowanie rozwoju kolonii 7. vi-
ride 11 zaobserwowano w hodowli dwuorganizmowej ze
szczepem M. anisopliae 11 po 4 dniach hodowli.

W celu doktadniejszego poznania wzajemnego od-
dziatywania grzyba antagonistycznego 1 viride i grzybow
owadobojczych wyniki przeprowadzonych testow przed-
stawiono w 8-stopniowej skali wg Manki (1974) (tab.
2). We wszystkich przypadkach stwierdzono dominacje
T. viride w stosunku do grzybéw owadobdjczych. Wzrost
kolonii zadnego grzyba owadobojczego nie zostal jed-
nak catkowicie zahamowany przez T. viride. Najwyzszy
wskaznik dominacji 7. viride 1111 stwierdzono w interakcji
z grzybem owadobdjczym M. anisopliae 1111, anajmniejszy
w hodowli z I. fumosorosea I oraz I. fumosorosea 11.

Tabela 2. Wynik testu biotycznego wg Manki (1974) w hodow-
lach dwuorganizmowych

Table 2. Results of biotic test according to Manka (1974) in dual
cultures.

Szczep grzyba owadobdjczego

Strain of entomopathogenic fungus Tviride I T viride 11
Beauveria bassiana 1 +4 +5
Beauveria bassiana 11 +5 +5
Isaria fumosorosea 1 +1 +2
Isaria fumosorosea 11 +2 +1
Metarhizium anisopliae 1 +6 +7
Metarhizium anisopliae 11 +6 +6
Srednia; Mean +4 +4,3

I, IT — patrz tab. 1; see Table 1

DYSKUSJA

Zarowno grzyby owadobdjcze z rodzajow Beauve-
ria, Metarhizium 1 Isaria, jak 1 antagonistyczne z rodzaju
Trichoderma sa stosowane w programach biologicznego
zwalczania agrofagéow roslin uprawnych. Moze wiec dojs$é
do sytuacji, w ktorej beda one aplikowane w tym samym
czasie na polu uprawnym. Grzyby z rodzaju Trichoder-
ma znane sg ze swoich zdolnos$ci do szybkiej kolonizacji
srodowiska i hamowania rozwoju innych mikroorgani-
zmow. Wiele badan grzybow z rodzaju Trichoderma do-
tyczy ich antagonistycznego dziatania na fitopatogeniczne
grzyby z rodzaju Fusarium (Sahi, Khalid, 2007; Popiel
iin., 2008; Piezga i in., 2009; Swierczyﬁska, Perek, 2011;
Swierczynfska i in., 2011). Myskow (1989) i Swierczyn-
ska i in. (2011) wskazuja, ze zahamowaniu wzrostu jed-
nych mikroorganizméw towarzyszy zwykle silny rozwoj
drugich. Wydaje si¢ wigc celowe zbadanie, w jaki sposob
T. viride wptywa na grzyby owadobojcze.

Badane szczepy grzyba 7. viride charakteryzowaly si¢
znacznie szybszym rozwojem grzybni niz grzyby owado-
bojcze, niezaleznie czy prowadzona byta hodowla dwu-
organizmowa czy jednoorganizmowa. Rowniez Barbosa
iin. (2001) podaja, ze grzyby z rodzaju Trichoderma cha-
rakteryzuja si¢ bardzo szybkim tempem rozwoju grzybni.
Bardzo duza dynamika wzrostu powoduje, ze grzyby te
moga w szybkim tempie opanowa¢ srodowisko, w ktérym
si¢ rozwijaja i pobra¢ obecne w podlozu sktadniki pokar-
mowe, co uniemozliwia rozwoj patogenow roslin. Mecha-
nizm ten moze réwniez thumaczy¢ antagonistyczny wplyw
grzyboéw z rodzaju Trichoderma na wzrost grzybéw owa-
dobojczych.

Oba szczepy grzyba T. viride w najmniejszym stopniu
hamowaty rozwoj grzybni I. fumosorosea. Moze to $§wiad-
czy¢ o duzej aktywnosci I. fumosorosea w kolonizowaniu
srodowiska. Rozwoj grzybni szczepu 1. fumosorosea 11 byt
intensywniejszy w hodowli dwuorganizmowej niz w mo-
nokulturze. Swiadczy to o probie konkurowania z drugim
gatunkiem grzyba o sktadniki pokarmowe zawarte w pod-
tozu hodowlanym. Szczep 1. fumosorosea 11 nie byt zdol-
ny do zahamowania rozwoju grzyba antagonistycznego
T. viride, ale moze skutecznie konkurowac¢ z nim o sklad-
niki pokarmowe dostepne w srodowisku. Przeprowadzone
badania wskazuja, ze rdwnoczesne stosowanie grzybow
owadobdjczych i antagonistycznych jest mozliwe, wyma-
ga jednak dokladnego przebadania wzajemnego wptywu
poszczegolnych gatunkow i szczepow.

W warunkach do$wiadczenia in vitro zardwno grzy-
by antagonistyczne, jak i owadobojcze korzystaja z tego
samego zrodta energii, jakim sa sktadniki pokarmowe za-
warte w podtozu hodowlanym. W srodowisku naturalnym
grzyby owadobojcze beda si¢ rozwijaé przede wszystkim
na owadach, co moze ograniczy¢ zjawisko konkurencji po-
miedzy obiema grupami grzybow. Konieczne sg dalsze ba-
dania dotyczace wzajemnych oddziatywan obu grup pozy-
tecznych grzybow nie tylko w warunkach laboratoryjnych,
ale rowniez polowych.

WNIOSKI

1. Badane szczepy grzyba antagonistycznego Tricho-
derma viride i grzybéw owadobdjczych charakteryzowa-
ly si¢ odmiennym tempem wzrostu kolonii. Najwicksze
zdolnosci adaptacyjne wykazaty szczepy T. viride, ktore
w szybkim tempie opanowywaty hodowle dwuorganizmowsa.

2. Grzyby owadobdjcze rozwijaly si¢ wolniej niz
T viride, jednak nie zaobserwowano ich catkowitej inhibicji.

3. Zaden z badanych szczepow grzybow owadoboj-
czych nie wplynat negatywnie na wzrost grzyba 7. viride.

4. Najstabszy efekt antagonistyczny zaobserwowa-
no dla obu szczepdw Isaria fumosorosea. Wskazuje to na
mozliwo§¢ réwnoczesnego stosowania obu tych czynni-
kéw biologicznego zwalczania agrofagéow roslin upraw-
nych.
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5. Badane szczepy T viride w najwigkszym stopniu
hamowaty rozwdj kolonii Beauveria bassiana i Metarhi-
zium anisopliae. RoOwnoczesna aplikacja z T. viride moze
niekorzystnie wptyna¢ na te grzyby owadobojcze.
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D. Ropek, A. Krysa, A. Rola, K. Frqczek

ANTAGONISTIC EFFECT OF TRICHODERMA VIRIDE
ON ENTOMOPATHOGENIC FUNGI BEAUVERIA BASSIANA,
ISARIA FUMOSOROSEA AND METARHIZIUM ANISOPLIAE

IN VITRO

Summary

The aim of this study was to determine the effect of Tricho-
derma viride on the growth and development of entomopathogenic
fungi Isaria fumosorosea, Beauveria bassiana and Metarhizium
anisopliae. The studies were carried out in laboratory conditions on
standard medium PDA (Biocorp). Two strains of 7. viride and two
strains of each of entomopathogenic fungi were used in the experi-
ment. Growth of mycelium of two species of fungi was investigated
by dual culture on Petri dishes. The tested fungi used the nutri-
tional components of the medium to a different extent, which was
visible in their unequal growth. Two strains of 7. viride showed
the strongest adaptability and they had the fastest growth rate. The
growth rate of entomopathogenic fungi was significantly slower.
However, their growth was not completely inhibited. Furthermore
none of the tested strains of entomopathogenic fungi adversely af-
fected the growth of the two strains of 7. viride. The most uniform
linear growth was observed in dual culture of T viride (strain 40)
and /. fumosorosea (strain AP 110).

key words: entomopathogenic fungi, Trichoderma viride, antago-
nistic fungi, biotic effect



