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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest podtoze, sposéb przygotowania podioza oraz zastosowanie pod-
toza do namnazania grzyba z rodzaju Trichoderma i ograniczania populacji grzybéw patogenicznych
Sclerotinia sclerotiorum.

Znane jest z polskiego zgtoszenia patentowego nr P.402840 Podtoze, sposdb przygotowania
podioza oraz zastosowanie podioza do namnazania grzyba z rodzaju Trichoderma i uprawy roslin.
Podtoze zawiera wysuszone tuski cebuli, wysuszone wyttoczyny z jabtka, wysuszone wyttoczyny
z truskawki oraz wysuszone wyttoczyny z rzepaku zmieszane ze sobg w stosunku 1:1:1:1, przy czym
tuski cebuli sg rozdrobnione na czgstki o dlugosci od 0,2 do 0,5 cm, przy czym wysuszone tuski cebuli,
wysuszone wyttoczyny z jabtka, wysuszone wyttoczyny z truskawki oraz wysuszone wyttoczyny z rze-
paku sg zmieszane ze sobg z dodatkiem wody w stosunku 1 dm® wody na 40 dm® mieszanki oraz
poddane granulacji. Sposob przygotowania podtoza polega na tym, ze wysuszone tuski cebuli, wysu-
szone wyttoczyny z jabtka, wysuszone wyttoczyny z truskawki oraz wysuszone wyttoczyny z rzepaku
miesza sie ze sobg, korzystnie w stosunku 1:1:1:1, nastepnie dodaje sie wode, korzystnie w ilosci
1dm?® wody na 40 dm?® mieszanki, miesza sie wszystkie sktadniki do uzyskania masy o jednolitej kon-
systencji, nastepnie w czasie korzystnie do 3 godzin po wymieszaniu uzyskang mase poddaje sie
granulacji, po czym uzyskany granulat suszy sie w temperaturze 20-25°C przez okres do 10 dni.
Zastosowanie podtoza do namnazania grzyba z rodzaju Trichoderma, przy czym namnazanie grzyba
z rodzaju Trichoderma przeprowadza sie na podiozu umieszczonym w perforowanych workach, ko-
rzystnie polipropylenowych, podtoze w workach zwilza sie woda, do zwilzonego podioza dodaje sie
uzyskang w dowolny sposob wodng zawiesine zarodnikéw grzyba z rodzaju Trichoderma, a ponadto
podioze zawierajgce zawiesine zarodnikéw grzyba Trichoderma inkubuje sie w temperaturze 18-26°C
przez okres 12—-16 dni. Zastosowanie podtoza do uprawy roslin poprzez dodawanie okreslonej ilosci
podioza przerosnietego izolatami grzyba z rodzaju Trichoderma do podtoza uprawowego.

Znany jest z polskiego opisu patentowego nr PL 168032 Sposéb otrzymywania enzymoéw celuloli-
tycznych charakteryzujgcy sie tym, ze hodowle prowadzi sie przy uzyciu wyselekcjonowanego szczepu
Trichoderma reesei Tch. r. 12 lub jego kolejnych mutantéw, korzystnie metodg dolewowa, w czasie od 192
do 360 godzin, stosujgc jako zrédio wegla w podtozu produkcyjnym 1,5-4% wagowych celulozy pocho-
dzacej z surowca roslinnego pozbawionego pentozandéw poprzez przeprowadzenie ich w lotne pochodne,
korzystnie furfural, oraz ewentualnie czesciowo zdelignifikowanego, przy czym od 40. do 60. godziny ho-
dowli podtoze uzupetnia sie howymi sktadnikami pokarmowymi zawierajgcymi surowiec celulozowy, sole
mineralne, pepton i mikroelementy, z czestotliwoscig od 3 do 8 godzin, a ponadto surowiec roslinny stano-
wig odpady z roslin jednorocznych lub wieloletnich pozbawione pentozandw, korzystnie odpady po pro-
dukcji furfuralu, a ponadto czesciowg delignifikacje surowca roslinnego pozbawionego pentozanéw prowa-
dzi sie metodg parowania, korzystnie w temperaturze od 110 do 120°C, z dodatkiem katalizatoréw, ko-
rzystnie tugu sodowego lub siarczanéw sodu lub siarczynéw sodu.

Produkcja warzyw wysokiej jakosci wymaga odpowiednich metod ochrony przed patogenami.
Systematycznie zmniejszajgcy sie asortyment dostepnych srodkéw utrudnia wiasciwg ochrone i po-
woduje, ze coraz trudniej uzyskaé wysokie plony i odpowiednig jako$¢ warzyw, a takze zapewnic
przemienno$¢ stosowania srodkdéw (zapobiegajgcg uodparnianiu sie patogendw). Szczegdlne zna-
czenie majg metody umozliwiajgce ograniczenie wystepowania choréb roslin uprawnych przy jak naj-
mniejszym zuzyciu syntetycznych $srodkéw chemicznych.

W wyniku stosowania intensywnych metod uprawy w wielu rejonach kraju nastepuje nagroma-
dzenie w glebach form przetrwalnych patogenéw atakujgcych wiele waznych gospodarczo gatunkéw
roslin np. grzybéw z gatunku Sclerotinia sclerotiorum. Obecnos¢ tych patogenéw w glebie w wielu
wypadkach uniemozliwia uprawe roslin przez kilka lat. Ograniczenia te przy wysokiej specjalizacji
produkcji sg ogromnym utrudnieniem i powodujg duze straty ekonomiczne. Stosowanie chemicznej
lub termicznej dezynfekcji gleby jest kosztowne, szkodliwe dla srodowiska i nie we wszystkich warun-
kach mozliwe do przeprowadzenia. Nie ma obecnie zadnych catkowicie skutecznych i ekonomicznie
optacalnych metod mogacych wyeliminowa¢ te mikroorganizmy z pdél uprawnych. Z tego powodu
opracowanie skutecznych metod umozliwiajgcych obnizenie populacji tych patogenéw w glebie i skré-
cenie okresu przerwy w uprawie jest bardzo wazne.

Grzyb Sclerotinia sclerotiorum jest patogenem polifagicznym wystepujgcym powszechnie na
wielu gatunkach ro$lin uprawnych, warzywach, na roslinach przemystowych. Wywotuje chorobe zwa-
ng zgnilizng twardzikowg. Czeéci rodlin zaatakowane przez ten patogen brunatniejg i przedwczesnie
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zamierajg. Zgnilizna rozwija sie bardzo szybko. Wewnatrz porazonych roslin, a w warunkach wysokiej
wilgotnosci takze na zewnatrz, pojawia sie biaty nalot, ktéry zawiera formy przetrwalne grzyba, czyli
sklerocja. Poczatkowo sklerocja sg szare, a nastepnie czarne o $rednicy ok 0,5-1 cm i nieregularnych
ksztattach. Szkodliwos¢ tej choroby jest wysoka, poniewaz patogen moze przetrwac¢ w glebie wiele lat.
Rozprzestrzenianie sie choroby odbywa sie przez fragmentacje grzybni i sklerocja (Kora, 2003;
Dwayne, 2005). Sklerocja zbudowane sg ze zwartej plektenchymy, majg obnizong zawarto$¢ wody
i zgromadzone substancje zapasowe. Formy te sg odporne na niekorzystne warunki, np. susze.
W warunkach sprzyjajgcych rozwojowi wyrasta z nich grzybnia lub tworzg sie na nich owocniki.
S. sclerotiorum zimuje w postaci sklerocjow. W ostatnich latach z powodu specjalizacji produkcji rolni-
czej i braku metod fumigacji gleby wystepuje coraz wiekszy problem z tym patogenem. Powoduje
ogromne straty w produkcji wielu gatunkéw roslin uprawnych, m.in. sataty, fasoli, marchwi, pietruszki,
papryki. Na przestrzeni ostatnich lat coraz czesciej mozna zaobserwowac zgnilizne twardzikowg
na ziemniakach.

W zwalczaniu choréb wywotywanych przez S. sclerotiorum stosowane sg metody biologiczne
z wykorzystaniem grzybéw z rodzaju Trichoderma (Elad Y., 2000; Howell 2004; Vinale 2006; Marcin-
kowska 2003; Chaverr P., 2003, Huang i in. 2005; Zaher i in. 2013; Teixeira i in. 2013). Grzyby
Z rodzaju Trichoderma czesto wykazujg wtasciwosci korzystne dla roslin uprawnych i wyselekcjonowane
izolaty sg stosowane w biologicznej ochronie. Cecha tych grzybow, ktéra jest powodem zainteresowania
w przypadku tych badan, to zdolnosci pasozytnicze w stosunku do wielu innych gatunkéw grzybow
(Chet i in. 1998, Kaur 2005, Zeilinger i Omann 2007). Pasozytowanie réoznych form rozwojowych grzy-
bow patogenicznych przez antagonistyczne Trichoderma wykazali takze w swoich badaniach Benitez
(1998), Monte (2001), Limoén (2004) i inni. Trichoderma powoduje rozpad $ciany komérkowej patoge-
noéw, co zwigzane jest m.in. z witasciwosciami chitynolitycznymi enzymdéw syntetyzowanych przez te
grzyby. Potwierdzajg to w swoich badaniach réowniez Sivan i Chet (1988), ktérzy badali enzymy produ-
kowane przez Trichoderma powodujgce degradacje $cian komérkowych innych grzybow. El-Katatny
(2001) oraz Benitez (2004) wsrod enzymow Trichoderma rozktadajgcych Sciany patogendw zidentyfiko-
wali m.in. chitynazy, glukanazy i celulazy. Ekspansywnos$¢ tych grzyboéw wynika takze z faktu, ze sg one
silnie konkurencyjne w stosunku do innych mikroorganizmoéw zasiedlajgcych $rodowisko glebowe. Zdol-
nos¢ do wydzielania réznorodnych zwigzkéw aktywnych przez grzyby z rodzaju Trichoderma jest bardzo
zréznicowana w zaleznosci od gatunku, a takze réznych izolatéw w obrebie gatunku. Dlatego na catym
Swiecie trwajg badania nad poszukiwaniem najbardziej efektywnych szczepdw.

Aby mikroorganizm antagonistyczny byt skuteczny, musi byé wprowadzany do Srodowiska
w odpowiednio duzej iloci. Niestety ich skutecznos¢ czesto jest niewielka ze wzgledu na stosunkowo
matg liczebno$é wprowadzanego antagonisty w poréwnaniu do catej masy drobnoustrojéw zasiedlaja-
cych glebe. Mikroorganizmy wprowadzane w postaci szczepionek zwykle nie przezywajg dtugo ze
wzgledu na intensywng konkurencje o pokarm ze strony rodzimych drobnoustrojow. Korzystne jest
wprowadzenie mikroorganizméw antagonistycznych do gleby na substancji organicznej, ktéra odpo-
wiednio skomponowana bedzie dodatkowo, w dtuzszym czasie po wprowadzeniu na pole, stymulowa-
ta rozwdj grzyba.

Przemyst przetwoérstwa rolno-spozywczego wytwarza bardzo duzo odpaddw. Ze wzgledu na
charakter odpadu nie zawsze jest mozliwe ich bezposrednie wykorzystanie. Czes¢ z nich wywozona
jest bezposrednio na wysypiska. Problemem sg ogromne ilosci odpadéw powstajgcych po sezonie
produkcyjnym. Gtéwng mase odpadowg z proceséw technologicznych przy produkcji sokéw i napojow
stanowig wyttoki, ktorych ilo§¢ moze dochodzi¢ do 25% przerabianego surowca (Frac i Nawirska
1994). Polska jest duzym producentem owocow, zwtaszcza jabtek. Sposréd krajéw europejskich jest
najwiekszym producentem zageszczonego soku jabtkowego. Przy tak intensywnej produkcji powstaje
znaczna ilos¢ wyttoczyn. Polska jest na drugim miejscu w Europie pod wzgledem produkcji truskawek.
W zakfadach produkujgcych przetwory z owocéw miekkich dostepne sg takze odpady z innych owo-
coéw (truskawek, malin, porzeczki, aronii), ktérych ilos¢ takze jest znaczgca.

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze wyttoki owocowe odpowiednio przygoto-
wane, o odpowiednim skladzie i zgranulowane sg doskonatym podtozem do namnazania grzybow
Trichoderma. Stwierdzono takze, ze wprowadzone na nich do gleby wyselekcjonowane izolaty Tricho-
derma w istotny sposdb ograniczajg przezywalnosé S. sclerotiorum w glebie.

Przedmiotem wynalazku jest podioze stuzgce do namnazania grzyba z rodzaju Trichoderma,
charakteryzujgce sie tym, ze zawiera wyttoczyny z aronii, wyttoczyny z jabtek, wyttoczyny z malin,
wyttoczyny z porzeczki i wyttoczyny z truskawek.
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Korzystnie, gdy podtoze zawiera wysuszone wyttoczyny z aronii, wysuszone wyttoczyny z ja-
btek, wysuszone wyttoczyny z malin, wysuszone wyttoczyny z porzeczki i wysuszone wyttoczyny
z truskawek zmieszane ze sobg w stosunku 1:1:1:1:1.

Korzystnie, gdy wysuszone wyttoczyny z aronii, wysuszone wyttoczyny z jabtek, wysuszone wy-
ttoczyny z malin, wysuszone wyttoczyny z porzeczki i wysuszone wyttoczyny z truskawek sg zmiesza-
ne ze sobg z dodatkiem wody w stosunku 1 dm® wody na 25 dm?® mieszanki oraz poddane granulacii.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest sposob przygotowania podtoza stuzgcego do namnazania
grzyba z rodzaju Trichoderma, polegajgcy na tym, ze wysuszone wyttoczyny z aronii, wysuszone wytto-
czyny z jabtek, wysuszone wyttoczyny z malin, wysuszone wyttoczyny z porzeczki i wysuszone wytto-
czyny z truskawek miesza sie ze sobg w stosunku 1:1:1:1:1, nastepnie dodaje sie wode, korzystnie
w ilosci 1 dm?® wody na 25 dm® mieszanki, miesza sie wszystkie sktadniki do uzyskania masy o jednolitej
konsystencji, nastepnie w czasie korzystnie do 2—-3 godzin po wymieszaniu uzyskang mase poddaje sie
granulacji, po czym uzyskany granulat suszy sie w temperaturze 20-25°C przez okres do 10 dni.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest zastosowanie podtoza do namnazania grzyba z rodzaju
Trichoderma i ograniczania populacji grzyboéw patogenicznych Sclerotinia sclerotiorum.

Korzystnie namnazanie grzyba z rodzaju Trichoderma przeprowadza sie w ten sposéb, ze
wczesniej zamrozone fragmenty grzybni przechowywane w glicerolu przektada sie na przygotowang
na szalkach Petriego pozywke ziemniaczang (PDA), nastepnie swiezy fragment kolonii namnaza sie
na pozywce MEA, a szalki inkubuje sie przez okres do 7 dni w temp. 25°C, po czym grzybnie z szalki
porosnietej izolatem Trichoderma miksuje sie z dodatkiem 50 ml NaCl (0,85%) i inokuluje podioze, ko-
rzystnie w stosunku 25 ml zawiesiny na 5 dm? podtoza, z dodatkiem wody w ilosci 150 ml na 1 dm?® pod-
toza, a nastepnie podioze inkubuije sie w temperaturze pokojowej, na swietle, przez okres do 18 dni.

Ponizej przedstawiono przyktad realizacji wynalazku.

Przyktad 1

Etap 1. Przygotowanie podioza

Wysuszone wyttoczyny z aronii, wysuszone wyttoczyny z jabtek, wysuszone wyttoczyny z malin,
wysuszone wyttoczyny z porzeczki i wysuszone wyttoczyny z truskawek zmieszano ze sobg w stosun-
ku 1:1:1:1:1, nastepnie dodano wody w ilosci 1 dm? wody na 25 dm?® mieszanki, zmieszano wszystkie
skfadniki do uzyskania masy o jednolitej konsystencji, nastepnie w ciggu 3 godzin po wymieszaniu
uzyskang mase poddano granulacji, po czym uzyskany granulat suszono w temperaturze 20-25°C
przez okres 10 dni.

Zbadano skfad chemiczny uzyskanego podtoza. Wyniki przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1
Sktad chemiczny podtoza

Badana cecha (makrosktadniki, formy fatwo rozpuszczalne) Jednostka Wynik
1 2 3

N-NO3 (azot-azotanowy) mg/kg s.m. <10
P-PO, (fosfor) mg/kg s.m. 1900
K (potas) mg/kg s.m. 5832
Ca (wapn) mg/kg s.m. 3430
Mg (magnez) mg/kg s.m. 1509
Badana cecha (zawarto$ci ogodine) Jednostka Wynik
N (azot) % s.m. 2,23
P (fosfor) % s.m. 0,31
K (potas) % s.m. 0,62
Ca (wapn) % s.m. 0,4
Mg (magnez) % s.m. 0,15
Na (so6d) % s.m. 0,01
S-S0y (siarka) % s.m. 0,13
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cd. tabeli 1
1 2 3
Fe (zelazo) mg/kg s.m. 859
Mn (mangan) mg/kg s.m. 50,9
Cu (miedz) mg/kg s.m. 12,4
Zn (cynk) mg/kg s.m. 33,2
B (bor) mg/kg s.m. 4,09
Badana cecha (wfasciwosci fizyczne) Jednostka Wynik
Sucha masa % 87,8
Zawartos¢ substancji organicznej % m/m 78,4
Zawartos¢ popiotu % m/m 21,6
C (wegiel ogdlny) % m/m 39,2

Analizy chemiczne materiatdéw organicznych przeprowadzono dwiema metodami: ekstrakcji ma-
kroskfadnikow rozpuszczalnych w 2% kwasie octowym (N, P, K, Ca, Mg); mineralizacji mikrofalowej
w stezonym kwasie azotowym w ukfadzie zamknietym (P, K, Ca, Mg, Na, S, Cl, Fe, Mn, Cu, Zn, B,
Mo) i mineralizacji w stezonym kwasie siarkowym (N ogdlny). Analizowane sktadniki mineralne ozna-
czano metodami spektrometrii plazmowej, absorpcji atomowej oraz metodami kolorymetrycznymi tzw.
segmented flow system. Wtasciwosci fizyczne materiatdw organicznych okreslano zgodnie z procedu-
rami wg norm PN-EN 1339, PN-EN 1340, PN-EN 1341 przy wykorzystaniu aparatu piasko-
wo/kaolinowego firmy Eijkelkamp, suszarki i pieca do spalan (C, zawartos¢ popiotu).

Etap 2. Namnazanie szczepow grzyba Trichoderma na podtozu

Do namnazania zastosowano nastepujgce izolaty grzybéw Trichoderma: T. virens (izolat TRS
114), T. atroviride (izolat TRS 25), T. gamsii (izolat TRS 123). Grzyby te w doswiadczeniach laborato-
ryinych wykazywaty wiasciwo$ci antagonistyczne w stosunku do S. sclerotiorum, pasozytujgc sklero-
cja tego grzyba.

W celu namnozenia grzybow wyjeto zamrozone fragmenty grzybni z glicerolu i przetozono na
przygotowang na szalkach Petriego pozywke ziemniaczang (PDA). Nastepnie Swiezy fragment kolonii
namnazano na pozywce MEA. Szalki inkubowano przez 5-7 dni w temp. 25°C w termostatach.
Nastepnie grzybnie z szalki porosnietej izolatem Trichoderma zeskrobano z powierzchni i zmiksowano
z 50 ml NaCl (0,85%). Zawiesina grzybni i zarodnikdw w ilosci 25 ml wystarczata do inokulacji 5 litrow
granulatu. W celu zapewnienia odpowiednich warunkéw do rozwoju grzybéw Trichoderma, do wysu-
szonego granulatu dodawano wode wodociggowg w ilosci 150 ml/dm® podtoza. Podioza inkubowano
w temperaturze pokojowej, na Swietle, przez 10-18 dni. Po tym czasie uzyskiwano catkowite przerosnie-
cie grzybnig podtoza i intensywne zarodnikowanie. Metodg posiewéw na pozywke Martina okreslano
liczebno$¢ grzybow Trichoderma w podtozu. Stwierdzono, ze w 1 g podtoza znajdowato sie ok. 10° jed-
nostek propagacyjnych grzyba Trichoderma, przedstawionych jako jednostki tworzgce kolonie (jtk).

Etap 3. Wytwarzanie sklerocjéw S. sclerotiorum

Grzyby S. sclerotiorum namnazano w kolbach (poj. 1 dm3) na podiozu z marchwig. Swiezg
marchew umyto, obrano, pokrojono i umieszczono w kolbach (0,25 objetosci) z 50 ml wody destylo-
wanej. Nastepnie autoklawowano dwukrotnie w temp. 121°C przez 20 minut. Potem w kazdej kolbie
umieszczono po 3 kragzki ($r. 0,5 cm) wyciete z pozywki porosnietej grzybnig S. sclerotiorum.
Po 4-tygodniowej inkubacji w temperaturze 25°C w kolbach wytworzyty sie sklerocja S. sclerotiorum.
Pozywke wraz z grzybnig i sklerocjami przemywano przez sito o srednicy oczek 1,25 mm i izolowano
sklerocja. Sklerocja suszono przez kilka dni w temperaturze pokojowej, a nastepnie przechowywano
w zamknietym pojemniku w temperaturze ok. 5-8°C.

Etap 4. Ocena wptywu podfoza przerosnietego grzybami Trichoderma na przezywalno$¢ skle-
rocjow S. sclerotiorum

Doswiadczenie 1

Przeprowadzono doswiadczenie w 3-litrowych pojemnikach wypetnionych glebg o nastepuja-
cych wiasciwosciach: pH 6,6; zasolenie 0,18 g NaCl/litr gleby; N-NO; — 21; P — 3331; K — 226;
Mg — 73; Ca — 1040; N-NH, — 2,30 mg/litr gleby. Do gleby dodano podtoze przerosniete izolatami
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Trichoderma: TRS 25, TRS 114, TRS 123 w ilosci 1%. W kazdej doniczce umieszczono woreczki
z siatki nylonowej (6x4 cm), podzielonej na kieszonki zawierajgce po 5 sklerocjow S. sclerotiorum
(kazde sklerocjum w oddzielnej kieszonce — schemat 1). W kazdej doniczce umieszczono po 3 takie
woreczki (3x5 = 15 sklerocjow). Przygotowano po 3 doniczki dla kazdego powtérzenia. Kontrole sta-
nowita gleba bez dodatkéw. Przygotowano takze kombinacje z podiozem nieprzerosnietym grzybami
Trichoderma.

Zbadano nastepujgce kombinacje:

1) kontrola — gleba bez dodatkow;

2) gleba + podtoze;

3) gleba + podioze + TRS 25;

4) gleba + podtoze + TRS 123;

5) gleba + poditoze + TRS 114.

Schemat 1. Woreczek ze sklerocjami

Sklerocja

AT N

Doswiadczenie 2

W celu weryfikacji poprzednich obserwacji dotyczacych toksycznego wptywu podtoza przero-
$nietego grzybem Trichoderma na S. sclerotiorum przeprowadzono doswiadczenie w 10-litrowych
pojemnikach wypetnionych glebg o nastepujacych wtasciwosciach: pH 7,4; zasolenie 0,16 g NaCl/litr
gleby; N-NO; — 18; P — 56; K — 57; Mg — 81, Ca — 1180 mg/litr gleby. Do gleby dodano podtoze prze-
roéniete i nieprzero$niete izolatem Trichoderma TRS 25 w iloSci 1%. W kombinacji 4, bez podtoza,
izolat Trichoderma TRS 25 dodano w postaci zawiesiny w ilodci odpowiadajgcej wprowadzeniu tego
grzyba wraz z podtozem. W kazdym pojemniku umieszczono po 3 woreczki, zawierajgce po 5 sklero-
cjow S. sclerotiorum. Po wymieszaniu gleby z poszczegdlnymi sktadnikami i doprowadzeniu do jedna-
kowej wilgotnosci ok. 60% pojemniki przykryto zapewniajgc doptyw powietrza. Wilgotnos¢ utrzymywa-
no na podobnym poziomie w trakcie catego okresu inkubacji w temp. pokojowej ok. 20-22°C. Dla
kazdej kombinacji przygotowano po 3 pojemniki.

Zbadano nastepujgce kombinacje:

1) kontrola — gleba bez dodatkéw + sklerocja S. sclerotiorum;

2) gleba + podtoze + sklerocja S. sclerotiorum;

3) gleba + podtoze + TRS 25 + sklerocja S. sclerotiorum;

4) gleba + TRS 25 + sklerocja S. sclerotiorum.

Etap 5. Ocena przezywalnosci sklerocjow S. sclerotiorum w glebie z dodatkiem podtoza i izola-
tow Trichoderma

Po okresie inkubacji woreczki wyjeto z gleby i okre$lono liczbe pozostatych sklerocjéw
(sklerocja ,odzyskane”). Nastepnie sklerocja wysterylizowano w 70% etanolu przez 3 minuty, dwu-
krotnie wyptukano w sterylnej wodzie destylowanej i wytozono na szalki z pozywkag ziemniaczang
(PDA-Merck) z dodatkiem antybiotykéw: streptomycyny i rifampicyny. Sklerocja wytozono po 2 lub 3
sztuki na szalke w doswiadczeniu 1 i po 1 sztuce na szalke w doswiadczeniu 2. Po 10 dniach inkuba-
cji w temperaturze 25°C zaobserwowano wyrastajgcg ze sklerocjow grzybnie. Identyfikacja grzybow
S. sclerotiorum byfa stosunkowo tatwa, poniewaz na wyrastajgcej z zywych sklerocjéw grzybni bardzo
szybko, w ciggu ok. 6—10 dni, wytworzyty sie nowe, bardzo charakterystyczne sklerocja.

Analize statystyczng wynikéw wykonano na podstawie analizy wariancji. Poréwnano Srednie
w poszczegolnych seriach doswiadczen przy wykorzystaniu testu Newmana-Keuls’a o czynniku
alfa<0,05.

Wyniki uzyskane w doswiadczeniu 1 wykazaly, ze zastosowane w doswiadczeniach izolaty
Trichoderma (TRS 123, TRS 25, TRS 114), wniesione wraz z podtozem, zmniejszyty przezywalnos¢
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sklerocjow patogena S. sclerotiorum. Liczby sklerocjéw spasozytowanych przez grzyby Trichoderma
byly nieco zréznicowane w zaleznosci od zastosowanego izolatu i doswiadczenia, jednak we wszyst-
kich przypadkach obserwowano obnizenie przezywalnosci patogena. Zastosowano 3 rézne gatunki
grzyboéw Trichoderma: T. atroviridae, T. virens i T. gamsii. Istotne jest, ze opracowane podioze jest
dobre dla réznych gatunkéw Trichoderma i jest skuteczne w zwalczaniu patogena bez wzgledu na
gatunek Trichoderma.

Wyniki uzyskane w doswiadczeniu 2 wykazatly, ze wzbogacenie gleby o podtoze oraz podtoze
Z izolatem Trichoderma obnizato przezywalnos$¢ sklerocjow patogena S. sclerotiorum o 26-35%
w stosunku do gleby kontrolnej bez dodatkéw. Zaobserwowano takze, ze obecnos¢ podtoza znacznie
obnizata kondycje sklerocjow, ktére ,przezyty”. W wielu przypadkach sklerocja te wytwarzaty bardzo
delikatng grzybnie, a nastepnie, znacznie pdzniej, sklerocja w sladowej ilosci. Dodatek samego izolatu
Trichoderma byt w tym przypadku znacznie mniej skuteczny.

Przezywalno$¢ sklerocjow S. sclerotiorum obnizata sie takze w kombinacjach wzbogaconych
w samo podtoze. Nalezy jednak podkresli¢, ze podtoza zawierajgce izolaty Trichoderma byly skutecz-
niejsze. Obydwa te czynniki: podtoze z wyttokéw i grzyby Trichoderma pasozytujgce sklerocja, dziataty
synergistycznie Wyttoki owocowe zawierajg w swoim skladzie zwigzki biologicznie aktywne, np.
zwigzki fenolowe — kwasy fenolowe, flawonoidy, ligniny, polimeryczne taniny i inne (Alberto i in. 2006;
Velicanski i in, 2012; Kosmala i in. 2013). Wg Tarko i in. (2012) zawartosc¢ polifenoli w odpadach owo-
cowych jest ok. 5 razy wieksza niz w wyttokach buraczanych czy marchwiowych. Zwigzki zawarte
w wyttokach, wchodzacych w sktad podtoza, wraz z powstajgcymi w trakcie jego rozktadu w glebie
innymi zwigzkami dziatajgcymi allelopatycznie (kwasy organiczne, amoniak i inne) moga uszkadzac
zewnetrzne komoérki sklerocjum S. sclerotiorum i utatwiaé ich pasozytowanie przez grzyby Trichoder-
ma. Ekspozycja patogena S. sclerotiorum na zwigzki wydzielajgce sie z rozktadu materiatu organicz-
nego najprawdopodobniej zwiekszata takze efektywnos¢ ich zasiedlania przez inne grzyby glebowe.
Podobne zjawisko zostato opisane w przypadku innego grzyba tworzgcego sklerocja Sclerotium ce-
pivorum (Smolinska 2004) oraz microsklerocjow Verticillium dahliae (Smolinska i in. 2010) po dodaniu
do gleby materiatu z ro$lin Brassicaceae.

Zastrzezenia patentowe

1. Podloze, zawierajgce substancje organiczne, stuzgce do namnazania grzyba z rodzaju
Trichoderma, znamienne tym, Ze zawiera wyttoczyny z aronii, wyttoczyny z jabtek, wytto-
czyny z malin, wyttoczyny z porzeczki i wyttoczyny z truskawek.

2. Podtoze wedtug zastrz. 1, znamienne tym, ze zawiera wysuszone wyttoczyny z aronii, wy-
suszone wyttoczyny z jabtek, wysuszone wyttoczyny z malin, wysuszone wyttoczyny z po-
rzeczki i wysuszone wyttoczyny z truskawek zmieszane ze sobg w stosunku 1:1:1:1:1.

3. Podtoze wedtug zastrz. 2, znamienne tym, Zze wysuszone wytloczyny z aronii, wysuszone
wyttoczyny z jabtek, wysuszone wyttoczyny z malin, wysuszone wyttoczyny z porzeczki i wy-
suszone wyttoczyny z truskawek sg zmieszane ze sobg z dodatkiem wody w stosunku 1 dm?
wody na 25 dm? mieszanki oraz poddane granulacji.

4. Sposob przygotowania podfoza, jak zdefiniowano w zastrz. 1, polegajgcy na mieszaniu
skfadnikéw organicznych, znamienny tym, ze wysuszone wyttoczyny z aronii, wysuszone
wyttoczyny z jabtek, wysuszone wyttoczyny z malin, wysuszone wyttoczyny z porzeczki i wy-
suszone wyttoczyny z truskawek miesza sie ze sobg w stosunku 1:1:1:1:1, nastepnie dodaje
sie wode, korzystnie w ilosci 1 dm?® wody na 25 dm® mieszanki, miesza sie wszystkie sktad-
niki do uzyskania masy o jednolitej konsystencji, nastepnie w czasie korzystnie do 2—-3 go-
dzin po wymieszaniu uzyskang mase poddaje sie granulacji, po czym uzyskany granulat su-
szy sie w temperaturze 20—-25°C przez okres do 10 dni.

5. Zastosowanie podioza, jak zdefiniowano w zastrz. 1, do namnazania grzyba z rodzaju
Trichoderma i ograniczania populacji grzyboéw patogenicznych, w szczegdlnosci Sclerotinia
sclerotiorum.

6. Zastosowanie wedtug zastrz. 5, w ktérym zamrozone fragmenty grzyba z rodzaju Tricho-
derma przechowywane w glicerolu przektada sie na pozywke ziemniaczang (PDA), nastep-
nie swiezy fragment grzyba namnaza sie na pozywce MEA i inkubuje sie przez okres do
7 dni w temp. 25°C, po czym uzyskany grzyb Trichoderma miksuje sie z dodatkiem 50 ml
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NaCl (0,85%) i wprowadza do podioza, korzystnie w ilosci 25 ml zawiesiny na 5 dm® podio-
za, z dodatkiem wody w ilosci 150 ml na 1 dm?® podtoza, nastepnie podtoze zawierajgce za-
wiesine inkubuje sie w temperaturze 18—26°C przez okres do 18 dni.
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