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LABORATORIJSKO PREIZKUSANJE UCINKOVITO§TI
ANTAGONISTICNIH GLIV Trichoderma spp. NA POVZROCITELJE
VERTICILIJSKE UVELOSTI RASTLIN (Verticillium spp.)
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IZVLECEK

V laboratorijskih poskusih smo s pomocjo metode dvojnih kultur ugotavljali
antagonisticni potencial nekaterih izolatov razli¢nih vrst gliv Trichoderma spp. (T.
atroviride, T. koningiopsis, T. harzianum, T. afroharzianum, T. gamsii) proti izolatom
dveh vrst fitopatogenih gliv iz rodu Verticillium (V. nonalfalfe in V. dahliae) pri dveh
temperaturah (15 in 25 °C). Pri vi§ji temperaturi, 25 °C, je prislo do antagonisticnih
interakcij dosti prej kot pri nizji. Med preucevanimi Trichoderma spp. je bila
ugotovljena velika razlika v njihovem antagonistiénem potencialu, vendar je ta odvisen
tudi od Verticillium vrste oziroma posameznega izolata. Ce ugotovitve o odmiranju
micelija Verticillium spp. poveZzemo z dobljenimi rezultati inhibicije rasti micelija
zaradi delovanja Trichoderma spp., sta imeli pri obeh temperaturah in v kombinacijah
z vsemi izolati Verticillium spp. najveCji antagonisticni potencial glivi T.
afroharzianum in T. atroviride.

Kljuéne besede: antagonizem, dvojne kulture, Trichoderma spp. temperatura,
Verticillium spp.,

ABSTRACT

LABORATORY STUDY ON THE EFFICACY OF THE ANTAGONISTIC FUNGI
Trichoderma spp. ON THE PATHOGENS OF VERTICILLIUM WILT OF PLANTS
(Verticillium spp.)

In laboratory experiments, the antagonistic potential of some isolates of different fungal
species of Trichoderma spp. was determined using the double culture method. (T.
atroviride, T. koningiopsis, T. harzianum, T. afroharzianum, T. gamsii) against isolates
of two species of phytopathogenic fungi of the genus Verticillium (V. nonalfalfe and V.
dahliae) at two temperatures (15 and 25°C). At a higher temperature, 25 °C,
antagonistic interactions occurred much earlier than at a lower temperature. Among the
Trichoderma spp. studied, a large difference in their antagonistic potential was
observed, but this also depends on the Verticillium species or the individual isolate. If
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the findings on mycelial death of Verticillium spp. correlate with the results of inhibition
of mycelial growth by the action of Trichoderma spp., the fungi T. afroharzianum and T.
atroviride had the greatest antagonistic potential at both temperatures and in
combination with all isolates of Verticillium spp.

Key words: antagonism, dual culture, Trichoderma spp., Verticillium spp., temperature
1 UVOD

Fitotopagene vrste gliv iz rodu Verticillium, predvsem tiste, ki tvorijo mikrosklerocije,
predstavljajo za kmetijske pridelovalce veliko tezavo. Gre za talne glive, ki prek
korenin okuzujejo Stevilne gojene in samonikle rastline ter povzro¢ajo taheomikoze. Te
se izrazajo najprej v uvelosti in v kon¢ni fazi v propadu rastlin. Glive Verticillium spp.
so omnivorni patogeni in zato okuzujejo Stevilne polj$¢ine in vrtnine, na katerih
povzrocajo obcutno gospodarsko Skodo (Pegg in Brady, 2002; Inderbitzin in Subbarao,
2014; Kowalska, 2021). Po novi sistematiki je zdaj znanih 10 Verticillium vrst, ki so
uvrscene v rod Verticillium senso stricto (Inderbitzin in sod., 2011). Zaradi $tevilnega
nabora potencialnih gostiteljev in ker gre za talne glive, ni na voljo neposrednih
zatiralnih ukrepov. Med vrstami Verticillium spp. po povzroc¢anju gospodarske Skode
in Sirokem naboru gostiteljev izstopa gliva Verticillium dahliae, medtem ko vrste V.
albo-atrum, V. nonalfalfe, V alfalfae, V. longisporum, V. tricorpus in V. zaregamsianum
povzrocajo uvelosti na manjSem S$tevilu gostiteljskih rastlin (Inderbitzin in Subbarao,
2014). Nekatere lahko s pomoc¢jo mikrosklerocijev prezivijo zelo neugodne okoljske
razmere, zlasti ¢ez zimo. Sklerociji so glivne prezivetvene strukture, gosti kompaktni
spleti hif, v notranjosti katerih so shranjene zaloge hrane. Pri nekaterih vrstah so
sklerociji edini vir kuzila v naslednji rastni dobi. Poleg tega, da se ve¢inoma ohranjajo
v tleh, so tudi izredno trdozivi in jih tudi s kemic¢nimi fitofarmacevtskimi sredstvi ne
moremo uniciti. Spet druge vrste se dolgotrajno ohranjajo v tleh kot saprofiti na
okuzenih rastlinskih ostankih (Pegg in Brady, 2002).

Zaradi neuc¢inkovitega kemi¢nega nacina varstva rastlin pred to skupino patogenov so
se v zadnjem Casu raziskave usmerile predvsem v moznosti bioti¢nega zatiranja le teh.
Kot najbolj obetajo¢ bioti¢ni agens se kazejo antagonisti¢ne glive iz rodu Trichoderma
(Ordentlich in sod., 1990; Pegg in Brady, 2002; Carrero-Carron in sod., 2016; Ogundeji
in sod., 2022). Te z razli¢nimi mehanizmi, kot so tekmovanje, antibioza in parazitizem,
zmanjSujejo moznost za okuzbo oz. obseg okuzb pri gojenih rastlinah.

V laboratorijskih poskusih smo s pomocjo metode dvojnih kultur ugotavljali
antagonisti¢ni potencial nekaterih izolatov razli¢nih Trichoderma vrst proti dvema
vrstama patogenih gliv iz rodu Verticillium (V. dahliae in V. nonalfalfae).

2 MATERIALIIN METODE

Tekmovanije, antibiozo in mikoparazitizem smo proucevali v petrijevkah s t. i. imenovano
metodo dvojnih kultur (standardna metoda) v 9 cm plasti¢nih petrijevkah na polovi¢énem
PDA gojiS¢u (2 PDA + 2 tehni¢nega agarja) pri dveh razlicnih temperaturah (15 in
25 °C). Ugotavljali smo optimalno temperaturo za rast in razvoj antagonisti¢nih gliv
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Trichoderma spp. in morebitne interakcije s hifami izolatov patogenih gliv Verticillium
dahliae in Verticillium nonalfalfae, kar smo ovrednotili po dveh ocenjevalnih metodah, A
in B (Slika 1).

Razlitne kombinacije dvojnih kultur smo inkubirali pri dveh razli¢nih temperaturah,
potem pa spremljali morebitno zaviranje rasti micelija izolatov V. dahliae in V.
nonalfalfae ter morebitnega parazitiranja le-teh s strani gliv Trichoderma spp.

Stirinajst dni po kon&anem opazovanju rasti, smo pregledali vse petrijevke in ugotavljali,
Ce so glive Trichoderma spp. prerasle glive Verticillium spp., na selektivnem gojiS€u pa
ugotavljali prezivelost slednjih oz. potencialno parazitiranje le-teh s strani Trichoderma
spp. S sterilnim plutovrtom smo izrezali najbolj roben del micelija Verticillium sp., ki je
bil najprej prerasel s strani ene od gliv Trichoderma spp. in ga prenesli v nove petrijevke
s selektivnim gojis¢em iz krompirjevega agarja (10 g/l), streptomicin nitrata (0,1 g/l) in
96 % etanola (4,5 ml/l). Vsako obravnavanje smo ponovili v 4 ponovitvah pri temperaturi
15 in 25 °C. Po 17 dneh smo ponovno pogledali petrijevke in vizualno dolo€ili ali so v
petrijevkah preZivele oz. zrasle vrste Verticillium spp. ali pa samo antagonisti¢ne glive.

T. atroviride

T. koningiopsis

T=15in25°C

Verticillium dahliae

ANTAGONIZEM? (vda-110)

T. harziamum

T. afroharzianum
Verticillium nonalfalfae
{Vno-01, Vno-36)

Q 3 YMOO0ITO

\“-\

izrezan koScek preras€enega micelija
za ugotavljanje prefivelosti V. nonalfalfae oz. V.
dahliae

T. gamsii

dvojne kulture
Trichoderma spp. nacepljene 7. dan po inokulaciji z
V. nonalfalfae oz. V. dohliae

Slika 1: Shematski prikaz izvedbe poskusa.

3 REZULTATI IN RAZPRAVA

V Preglednici | je prikazana povprecna inhibicija rasti micelija izolatov gliv V.
nonalfalfae (Vno-01, Vno-36) in V. dahliae (Vda-110) v kombinacijah s posamezno
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Trichoderma vrsto pri dveh temperaturah (15 in 25 °C). Inhibicija je izracunana za 14.
dan po inokulaciji agarnih plos¢ (6 dni prej nacepljenih z glivami Verticillium spp.) z
izolati razliénih Trichoderna vrst (inhib. K [%]). Zaradi neuniformne rasti Verticillium
spp. prvih Sest dni (pred inokulacijo s Trichoderma spp.) smo izracunali tudi indekse
priraséanja (Ind. 14/0) te patogene glive od dneva ni¢ (0 — pred nacepitvijo Trichoderma
spp.) pa do 14 dneva, ko smo zakljuéili poskus. V preglednicah je tudi podatek, na
kateri dan je pri$lo do stika med miceliji Verticillium spp. in Trichoderma spp.

Za lazje razumevanje antagonisti¢nih interakcij, ki so se vrsile med glivami v dvojnih
kulturah, smo v tabele dodali §e dodatne razlage le-teh po dveh modificiranih metodah
(A in B), ki se standardno uporabljata za laboratorijsko preucevanje antagonisti¢nih
mehanizmov med mikroorganizmi (razlaga oznak je pod Preglednico 1).

Preglednica 1: Povpreéna inhibicija rasti micelija izolatov gliv V. nonalfalfae (Vno-01, Vno-36) in V. dahliae
(Vda-110) v kombinacijah s posamezno Trichoderma vrsto pri dveh temperaturah (15 in 25 °C) 14. dan po
inokulaciji agarnih plos¢ s Trichoderma spp. (inhib. K [%]), indeksi priras¢anja Verticullium spp.(Ind. 14/0)
od dneva ni¢ (pred nacepitvijo Trichoderma spp.) pa do 14 dneva, ko smo zakljuéili poskus. V preglednicah
je tudi podatek, na kateri dan je prislo do stika med miceliji Verticillium spp. in Trichoderma spp.

Vda-110 X T atr [Vda-110 X T kon [Vda-110 X T har [Vda-110 X T afr, [vda-110XTgam | Vda-110 |
15°c | 25°c | 15°c | 25°c | 15°c [ 25°c | 15°c [ 25°c | 15°c [ 25°c | 15°c [ 25°C |
inhib. K (%) 51 52 35 45 39 58 32 51 57 56 0-kontr. 0 -kontr.
Ind. 14/0 3,4 1,6 46 19 57 2,1 4,7 1,8 3,0 19 9,4 4,4
PreZivelost NE NE DA DA DA DA NE NE NE DA
A metoda 1 1 1/2 1/2- 3 1/2- 1 1* 1/2 1/2*
B metoda 2+ 1+ 2- 2- 21 21 2+ 1% 1 1*
dan stika 7 3 7 3 7 3 7 3 7 3
Vno-01 X T atr Vno-01 X T kon Vno-01 X T har Vno-01 X T afr Vno-01 X T gam Vno-01
15°C 25°C 15°c | 257 15°c | 257 15°C 25°C 15°c | 257 15°C 25°C
inhib. K 31 76 36 77 18 76 17 81 32 77 0-kontr.  O-kontr.
Ind. 14/0 3,46 1,99 2,82 2,06 4,49 2,09 4,59 1,79 3,74 1,89 4,94 8,51
Prezivelost NE NE DA DA DA DA NE NE DA DA
A metoda 1* 1* 2 1/2 3 1/2 1 1* 1/2* 1*
B metoda 1* 1* 2 1+ 2! 2+ 2+ 1* 1* 1*
dan stika 7 3 7 3 7 3 7 3 7 3
Vno-36 X T atr Vno-36 X T kon Vno-36 X T har Vno-36 X T afr Vno-36 X T gam Vno-36
15°C 25°C 15°c | 257 15°c | 257 15°C 25°C 15°c | 257 15°C 25°C
inhib. K 49 71 30 70 35 74 34 72 51 74 0-kontr.  O-kontr.
Ind. 14/0 2,47 1,60 4,11 1,80 2,96 1,64 3,62 1,70 2,30 1,67 4,79 6,19
Prezivelost NE NE DA DA NE DA NE NE NE DA
A metoda 1- 1* 12 12 3 1/2* 1 1* 1/2* 1/2*
B metoda 2- 1* 2 2- 2! 1 2 1* 1* 1*
dan stika 7 3 7 3 7 3 7 3 7 3
Metoda A:

1 Antagonist preraste patogena in ta ne raste vec;

1/2 antagonist preraste patogena, toda ta Se vedno raste;

2 patogen preraste antagonista in ta ne raste vec,

3 medsebojna inhibicija je priblizno 2 mm;

podrazredi:

- antagonist samo malo preraste patogena (ob robovih);

(brez oznake) antagonist preraste patogena, vendar ne popolnoma (priblizno
polovico);
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* antagonist popolnoma preraste patogen (ekstremno prerascanje).

Metoda B:

1 Antagonist popolnoma prekrije patogena in povrsino gojisca;
1/2 antagonist popolnoma prekrije medij, patogena pa ne;

2 antagonist prekrije vsaj 2/3 gojisca;

podrazredi:

* antagonist popolnoma prekrije patogena (ekstremno prerascanje);
- antagonist samo malo preraste patogena (ob robu),

+ antagonist preraste polovico patogena;

! antagonist ne prekrije patogena.

Kratek povzetek dosedanjih raziskav je naslednji. Do antagonisti¢nih reakcij med
glivami Trichoderma spp. in V. nonalfalfae (Vno-01, Vno-36) in V. dahliae (Vda-110)
je prislo pri temperaturi 25 °C dosti prej (3. dan) kot pri 15 °C (7. dan). To je povsem
razumljivo, saj je znano, da glive Trichoderma spp. najbolje rastejo in se razvijajo pri
temperaturah od 20 do 25 °C. Ta ugotovitev je potrjena tudi z referencno literaturo (Di
Lelio in sod., 2021; Knudsen in Bin, 1990; Wang in sod., 2022 in Carro-Huerga in sod.,
2021). Posledi¢no je, zaradi hitrejSe rasti Trichoderma spp. pri temperaturi 25 °C, tudi
inhibicija rasti micelijev Verticillium spp. vecja kot pri 15 °C. Glede na vse upoStevane
kriterije, inhibicije rasti (inhb. K [%]), indeksa rasti (Ind. 14/0), vizualne ocene
interakcij po metodi A in B ter prezivelosti micelija gliv Verticillium spp., sta med
vsemi prouCevanimi glivami izrazito izstopala izolata antagonisticnih gliv T.
afroharzianum in T. atroviride. Vse ostale preucevane Trichoderma vrste pa pri 25 °C
zelo dobro zavirajo rast micelijev Verticillium spp., vendar pa miceliji patogenih gliv
vecinoma prezivijo, kljub temu da ga prerastejo antagonisticne glive. Pri 15 °C sta glivi
T. harzianum in T. gamsii povzroCili odmrtje micelija glive Verticillium nonalfalfae,
vendar samo pri izolatu Vno-36. Slednja ugotovitev je dejansko edina razlika v
uCinkovitosti razlicnih Trichoderma vrst proti dvema izolatoma glive Verticillium
nonalfalfae.

4 SKLEP

Za nadaljnje raziskave bi lahko uporabili predvsem 7. atroviride in T. afroharzianum,
ker je micelij vseh treh izolatov gliv Verticillium spp. odmrl pri obeh temperaturah, 15
in 25°C. Glede na Cas uporabe bi lahko zaradi razlicne hitrosti rasti micelijev
antagonisticnih gliv T. atroviride uporabili pri nizjih temperaturah, 7. afroharzianum
pa pri vi§jih temperaturah. Trichoderma vrsti bi lahko uporabili tudi hkrati in bi na ta
nacin pokrili vecji temperaturni razpon za njihovo ucinkovito delovanje, seveda, ¢e ne
bi prislo do negativnih interakcij med samima 7richoderma vrstama.
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