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Materialy i Metody

Grzyby nalezace do rodzaju Trichoderma
bezposrednio i posrednio wptywaja na wzrost
i rozwdj roSlin, a zatem sa wykorzystywane
w biopreparatach.

Grzyby z rodzaju Trichoderma &

Mechanizmy biokontroli

Bezposredni Posredni

Stymulacja odpornosci ro$lin zawiesing
zarodnikow  szczepow  Trichoderma
spp. W stezeniu 1*10° cfu

odgrywaja wazna role

w biologicznej ochronie
ro$lin ze wzgledu

na swoje wiasciwosci
antagonistyczne wobec
patogenéw, W tym grzybow
z rodzaju Fusarium. Mykopasozytnictwo,

przez
mikroorganizmy
i ich metabolity

przez elicytory
odpornosci roslin

kluczowy mechanizm dzialania

Trichoderma, polega na rozpoznawaniu, Etylen p-- @2 oo
ataku i niszczeniu komoérek gospodarza. A Nitrylazy

Proces ten rozpoczyna si¢ od chemotaksji — e CWDE :
ukierunkowanego wzrostu w  Kkierunku \Tvm ( ACC deaminaza
metabolitow Fusarium — a nastgpnie adhezji \1’

i oplatania strzgpek patogena. Trichoderma
spp. syntetyzuja enzymy hydrolityczne, takie
jak chitynazy, proteazy i glukanazy, ktore
rozktadaja $ciany komoérkowe Fusarium spp.
Innym  mechanizmem jest konkurencja
0 skladniki odzywcze i przestrzen, ktora

Indukcja
odpornosé roslin

Trichoderma

U U

Ekstrakcja enzymow
wewnatrzkomoérkowych z fodyg i
korzeni siewek pszenicy Triticum
aestivum L. cv ,,Arkadia” po 7 dniach
wzrostu za pomoca 50 mM buforu
fosforanowego o pH 7.5 z dodatkiem
EDTA, PMSF i PVPP.

Hodowla plynna szczepow

Trichoderma spp. na podtozu RB w

dodatkowo ogranicza wzrost Fusarium. v Sy e A dwoch wariantach: Kontrolna (K) z
Zdolnosci  mykopasozytnicze  szczepow SARIER (PR Y5 WEERTRCT glukoza oraz Badana (Fc) ze
Trichoderma spp. sprawiaja, ze sa oOne - zliofilizowang ~ §ciang  komorkowa |
skutecznymi  $rodkami  biologicznego _ & szczepu F. culmorum w temperaturze |
zwalczania, stanowiac ekologiczng * Fitopatogen A Aktywnosé enzymu: 28°C w trzech punktach czasowych:
alternatywe dla chemicznych fungicydéw. PALTAC Rl er

Grzyby z rodzaju Trichoderma odgrywaja istotna rolg nie tylko jako czynniki biokontroli patogenow
roslinnych, ale réwniez jako induktory odpornosci roslin poprzez aktywacj¢ mechanizmow
obronnych gospodarza. Jednym z kluczowych elementéw tej stymulacji jest uruchomienie szlakow
metabolicznych prowadzacych do syntezy fitoaleksyn i lignin, ktére wzmacniaja $ciany komorkowe
i ograniczaja penetracj¢ patogenow. Kluczowe znaczenie w tym procesie ma aktywacja enzymow
takich, jak liaza fenyloalaninowa (PAL, phenylalanine ammonia-lyase) oraz liaza tyrozynowa (TAL,
tyrosine ammonia-lyase), ktore inicjuja fenylopropanoidowy szlak biosyntetyczny.

Oznaczanie aktywnosci enzymow zewnatrzkomorkowych w
ptynach  pohodowlanych  szczepow  Trichoderma  spp.
Aktywno$¢ B-glukanazy oznaczano w reakcji z laminaryna,
gdzie nastgpnie oznaczano ilo§¢ uwolnionej glukozy metoda
DNS. Aktywno$¢ chitynazy oznaczano metoda z chityna
koloidalna, a nastgpnie oznaczano ilo§¢ uwolnionej N-
acetyloglukozaminy metoda DNS. Aktywno$¢ proteazy
oznaczano W reakcji z kazeinianem sodu, gdzie nastgpnie ilo$é
uwolnionej tyrozyny metoda Folin-Ciocalteu.

Szczepy Trichoderma:
T. citrinoviride (OM1)
i T. simmonsii (PKB)

Testy biotyczne pomigdzy szczepami
Trichoderma spp., a szczepem F. culmorum.
Inkubacja w 28°C przez okres 7 dni. Okreslanie

woelkosci stefy inhibicji, stopnia otoczenia
;‘ kolonii oraz  redukcji  wielkosci  kolonii
fitopatogena.

i Szczep Fusarlum

culmorum Fc37

Hodowla na plytkach FF Plate, Biolog® badanych szczepow
Trichoderma sp. oraz szczepu F. culmorum w temperaturze 28°C przez
okres 9 dni. Co 24 h dokonywano pomiaru przy 490 i 750 nm. Na
podstawie uzyskanych wynikow wyliczano wspotczynniki NOI
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Rysunek 1. Aktywno$¢ proteazy uzyskanej z hodowli szczepow Trichoderma OM1 i PK1 na
podiozu RB z glukoza oraz podiozu RB +Fc suplementowanym liofilizowana $ciang komérkowa
szczepu Fusarium. Grupy oznaczone réznymi literami roznia si¢ istotnie (ANOVA + test Tukeya,
p <0.05).

Badania in vitro
Aktywnos¢ B-glukanazy
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Rysunek 2. Aktywnos¢ B-glukanazy uzyskanej z hodowli szczepow Trichoderma OM1 i PK1 na
podtozu RB z glukoza oraz podiozu RB +Fc suplementowanym liofilizowana $ciang komérkowa
szczepu Fusarium culmorum. Grupy oznaczone roznymi literami réznig si¢ istotnie (ANOVA +
test Tukeya, p < 0.05).

Aktywno$¢ chitynazy
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Rysunek 3. Aktywno$¢ chitynazy uzyskanej z hodowli szczepow Trichoderma OM1 i PK1 na
podtozu RB z glukoza oraz podiozu RB +Fc suplementowanym liofilizowana $ciang komérkowa

szczepu Fusarium culmorum. Grupy oznaczone roznymi literami réznig si¢ istotnie (ANOVA +
test Tukeya, p < 0.05).

Badania in vivo
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Rysunek 4. Aktywnos¢ liazy fenyloalanionwej w todygach i korzeniach pszenicy ozimej
stymulowanej zarodnikami szczepéw Trichoderma spp. OM1 i PKB po 7 dniach wzrostu w
odniesieniu do pszenicy kontrolnej (C). Test Dunneta, * p <0.05, ** p<0.01, *** p<0.001
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Rysunek 5. Aktywnosc¢ liazy tyrozynowej w todygach i korzeniach pszenicy ozimej stymulowanej
zarodnikami szczepow Trichoderma spp. OM1 i PKB po 7 dniach wzrostu w odniesieniu do
pszenicy kontrolnej (C). Test Dunneta, * p <0.05, ** p<0.01, *** p<0.001

Interakcje miedzy szczepami
Tabela 1. Indeks Zasiedlania Niszy (NOI) wyliczony dla szczepéw Trihoderma OM1 i PKB w odniesieniu
do fitopatogenicznego szczepu Fusarium culmorum Fc37

Indeks Zasiedlania Niszy (NOI
Fc37-OM1 Fc37-PKB
0,492-0,000 0,612:0013

F.culmorumvs T. . culmorumvs
simmonsii PKB cirinoviride OMl . Citrinoviride OM1

Rysunek 6. Interkacje blotyczne pomigdzy szczepami Tnc oderma spp. OM1 i PKB oraz fitopatogenicznym
szczepem Fusarium culmorum Fc37
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Szczepy T. citrinoviride (OM1) i T. simmonsii (PKB) zasiedlaja inne nisze niz szczep F. culmorum
Oba szczepy Trichoderma spp. wplywaja na ograniczenie wzrostu fitopatogena poprzez wysoka aktywnos¢

enzymow z grup proteaz, glukanaz oraz chitynaz

Woprowadzone na nasiona pszenicy szczepy Trichoderma spp. wptywaja na wzrost aktywnosci szlakow liazy

fenyloalanionwej i liazy tyrozynowej

najprawdopodobniej z

Warto$ci wskaznika zasiedlania niszy (NOI) obliczone na podstawie profili metabolicznych Biolog FF dla
szczepdw Trichoderma: T. citrinoviride (OM1) i T. simmonsii (PKB) oraz fitopatogenicznego Fusarium
culmorum (Fc37) wyizolowanego z pszenicy wskazuja, ze zasiedlaja one odmienne nisze niz fitopatogen, ale
oba szczepy Trichoderma spp.

redukuja wzrost F. culmorum do 40%.
odziatywania mykopasozytniczego, gdyz oba szczepy Trichoderma

Efekt hamujacy wynikat
spp.

charakteryzowaly si¢ bardzo wysoka aktywno$cia proteazy, szczep PKB odznaczal si¢ bardzo wysoka
aktywnoS$cia B-glukanazy a szczep OM1 bardzo wysoka chitynazy. Oba szczepy Trichoderma (T. citrinoviride

i T. simmonsii) wprowadzone w postaci zarodnikéw na nasiona pszenicy wywotywaty kilkukrotny wzrost

aktywno$ci enzymow szlaku fenylopropanoidowego liazy fenyloalaninowej (PAL) oraz liazy tyrozynowej

(TAL) w korzeniach i fodygach pszenicy, co $wiadczy 0 indukcji odpornosci systemicznej pszenicy.
Zatem T. citrinoviride i T. simmonsii moga chroni¢ pszenicg przed fitopatogenicznym szczepem
F. culmorum zaréwno bezposrednio jak i posrednio.
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