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Z badan nad pasozytnictwem Colletotrichum atramentarium
wystepujacego na pomidorach

I. Badania nad niektérymi wiadciwosciami biologicznymi C.
alramentarium

The investigation on the parasitism of Colletotrichum atramentarium on tomato
plants
Part I. Some biological properties of C. atramentarium

H. JAKUBCZYK

Colletotrichum atramentarium (B. et Br.) Taub. jest od dawna, bo
cd 1825 r. (H. R. Link), znanym patogenem ziemniaka wywolujacym
na tej roslinie objawy wiednigcia lub nawet znieksztalcenia pedéw i zgni-
lizne kiebow. Patogenicznoscig tego grzyba dla ziemniakow zajmowalo
sie wielu autoré6w badajac mniej lub bardziej obszernie to zagadnienie
1 opowiadajac sie badZz zdecydowanie przeciw jego patogenicznosci
(Shapovalov 1923; Pethybridge 1926; Schutt, 1953; Ko-
vachewsky 1954), badz uwazajgc go za pasozyta stabosci (Dickson
1922; Foéx 1933: Défago i Gasser 1943; Wenzl 1950; Bre-
mer 1954), badz dowodzac jego rzeczywistego pasozytnictwa (D u c o m-
met 1908; Crépin 1922; Cavadas 1923; Averna-Sacca 1923;
Husz 1934, 1953; Olgyay 1951; Henniger 1953; Schmiede-
knecht 1954; Miczyhnska i Wnekowski 1957). C. atramen-
tartum byt notowany réwniez na innych roslinach: Inie (Rost 1938),
konopiach (Hoffmann 1959), na chwastach (Ibrahimow 1951),
ale gléwnie na innych gatunkach z rodziny Solanaceae: na Solanum
melogena (O’ Gara 1917; Brundza 1937; Wickens 1937; Kend-
rick i Walker 1948) i Capsicum annuum, a przede wszystkim na
pomidorze (Bewley 1916 i 1922; C. C. Brittlebank 1924; G. S a-
muel 1924 i 1931; D. B. Adam 1937; S. Fish 1939; T. T. Colqu-
houn 1941; T. Small 1936; Bowley i Shearn 1924; F. T. Be n-
nett 1939; McKay 1942 i 1949; T. Walsh i E. J. Clarke 1945;
Connersi Savile 1952; McNeill 1955 i 1957; J. Takanaka
1955; Kaarep 1957).
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Zagadnienie patogenicznosci C. atramentarium w stosunku do po-
midoréw bylo réwniez od poczatku dyskusyjne i skomplikowane jeszcze
bardziej tym, ze poszczegélni autorzy zajmowali si¢ nim albo ze wzgledu
na cbjawy wiedniecia na calej roslinie, albo tylko ze wzgledu na zgni-
lizne korzeni lub wreszcie tylko patogenicznoscia tego drobnoustroju
w stosunku do owocow pomidora. Pierwszego aspektu badan dotyczyly
prace wymienione wyzej. Zagadnieniem zgnilizny korzeni zajmowali sie
Williams, Ebben i wspélpracownicy (Williams, 1928; Wil-
liams iin., 1950 i 1951, 1953; Williams i Ebben, 1951; Hack,
Williams, Ebben i in, 1952; Ebben i Williams, 1956; E b-
ben, 1959), badajagc sumiennie calg mikroflore korzeni tej rosliny.
W wyniku tych badan doszli oni do wniosku, ze C. atramentarium jest
grzybem najczesciej wystepujacym w korzeniach pomidoréw i prawdo-
podobnie najaktywniejszym, atakujacym zdrowe korzenie i torujgcym
droge innym drobnoustrojom. Zdecydowanie zaprzeczali tym wnioskom
Hochapfel (1940) i Bremer (1954) uwazajgc obecnose C. atra-
mentarium na chorych korzeniach za przypadkows. Antraknoze owocow
pomidora wywolywana m. in. przez C. atramentarium badali: Bondar-
cewa-Montewerde (1927), Kendrick i Walker (1948),
Fulton (1948), Pantidou (1954), Pantidou i Schroeder
(1955), Schoemaker i Creelman (1958), Younkin i Di-
mock (1944), H. Jakubczyk (1961).

Zagadnienie patogenicznos$ci tego grzyba dla pomidoréw nie zostato
jednak definitywnie rozstrzygniete, a szczegélnie zagadnienie, czy pato-
geniczno$é w stosunku do korzeni i catych roslin pomidora oraz de jego
owocow jest jednakowa i czy mozna objawy na poszczegoélnych czesciach
rosliny wlaczy¢ w jeden proces chorobowy. Dotychczas patogenicznosé
tego grzyba prébowano okresla¢ w oparciu o objawy na roslinach i réz-
nice w niej tlumaczono wplywem warunkéw zewnetrznych.

W podjetym opracowaniu tego zagadnienia ocene patogenicznosci po-
stanowiono oprze¢ na badaniach biologii grzyba zaréwno przy jego
wzroscie w sztucznej kulturze, jak i przy rozwoju w ro$linie w powig-
zaniu z caloksztaltem stosunkéw pomiedzy grzybem a rosling.

Po poréwnaniu wielu izolatéw otrzymanych z korzeni, todyg i owo-
cow pomidoréw, na ktorych obserwowano wystepowanie C. atramen-
tarium, wybrano izolat z korzenia i przeprowadzono w sztucznej kul-
turze badania szeregu podstawowych wlasciwosci biologicznych tego
grzyba, a mianowicie: wplywu na wzrost wybranych zwigzkéw weglo-
wodanowych jako zrédla wegla i azotowych jako Zrédla azotu, dalej —
wplywu pH podloza i temperatury na wzrost oraz wplywu temperatury
na kielkowanie zarodnikéw. Dane te mialy postuzy¢ do scharakteryzo-
wania szczepu uzytego do doswiadczen infekeyjnych przez poréwnanie



Colletotrichum atramentarium na pomidorach I 209

z podobnymi danymi z literatury dla szczepéw =z ziemniaka, konopi
i owocow pomidoréw oraz jako podstawa do scharakteryzowania jego
zdolnosci pasozytniczych i patogeniczncsci w stosunku do pomidora.

Istnieja w literaturze badania laboratoryjne nad wiasciwosciami bio-
logicznymi C. atramentarium i wplywem warunkéw zewnetrznych na
jiego rozwdj w sztucznej kulturze. Sposréd czynnikéw zewnetrznych
najczesciej uwzgledniano w tych badaniach wplyw temperatury na
wzrost. Badali go juz Défago i Gasser (1943) nastepnie prowadzili
te badania dla izolatu z owocu pomidora Kendrick i Walker
(1948) i wreszcie dla izolatow z ziemniaka i konopi Hoffmann (1939).

Nastepnie badano wplyw stezenia jondéw wodorowych w podlozu
na wzrost i zarodnikowanie grzyba (Kendrick i Walker, lec
i Hoffmann Lec.).

Najstebiej reprezentowane w literaturze sa badania nad zdolnosciami
C. atramentarium do wykorzystywania skladnikéw pokarmowych
Schmiedeknecht (1956) badal w oparciu o izolat z ziemniaka
zdolnoéci enzymatyczne omawianego mikroorganizmu. Kendrick
i Walker (l. c.) badali wykorzystywanie przez grzyb zwiagzkéw weglo-
wodanowych. Nie stwierdzono w literaturze badan nad przyswajalnoscig
zwigzkow azotowych. Poza omoéowionymi wyzej spotykano jeszczé W roz-
nych pracach dane na temat wzrostu. C. atramentarium na réznych po-
zywkach na wp6l naturalnych lub syntetycznych, giéwnie pod kgtem
uchwycenia roznic we wzroscie na tych podiozach roznych szczepow
grzyba.

MATERIAL I METODY BADAN

Obserwacje nad wystepowaniem C. atramentarium prowadzono w la-
tach 195658 na pomidorach gruntowych w okolicach Warszawy i Lub-
lina, na pomidorach szklarniowych w okolicach Warszawy i Lodzi.

Z roslin chorych z widocznymi sklerocjami na korzeniach izolowano
C. atramentarium z korzeni i lodyg. Z korzeni otrzymywano izolaty przez
wyosabnianie sklerocjow bez odkazania i przez ciecie skrawkow ze
zbrgzowialych korzeni po wytarciu ich alkoholem. Z lodyg przy izolacji
cieto poprzeczne skrawki na ogét na wysokosci 10 em od szyjki korze-
niowej po wytarciu lodygi alkoholem i opaleniu nad plomieniem, nie-
jednokrotnie za$ usuwajac rowniez skorke. Do izolacji uzywano pozywki
brzeczkowej zakwaszonej 5% kwasem mlekowym do pH 4—4,5 dla
otrzymania kultur wolnych od bakterii.

Patogena izolowano z pomidorow gruntowych z Warszawy w sierpniu
i wrzeéniu 1956 r. oraz we wrzeéniu i pazdzierniku 1958 r., za kazdym
razem z kilku lub kilkunastu roslin. Porazenie roslin szklarniowych
obserwowano i dokonano z zebranych ro$lin izolacji w maju, lipcu
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i sierpniu 1957 r. Izolaty z owocéw otrzymywano w pazdzierniku 1956 r.
oraz od sierpnia do pazdziernika 1957 r. Przy izolowaniu grzyba z owo-
coéw sporzadzano zawiesine zarodnikow tworzacych sie w zlozach na
plamach.

Kultury przetrzymywano na pozywce brzeczkowej, 2%-glukozowo-
ziemniaczanej oraz na sterylizowanych kawatkach lodyg pomidora
w temperaturze 25—28° w termostacie.

Colletotrichum atramentarium (B. et Br.) Taub. nalezy do Melan-
coniales, Fungi Imperfecti.

Grzyb ten tworzy zarodniki konidialne, jednokomérkowe, bezbarwne, cylindrycz-
ne, z obu koncéw zaokraglone, czasem maczugowate, niekiedy owalne lub prawie
kuliste, o wymiarach: 11—22 X 3—7,6 u w zlozach (acervulus) ciemnych, przewaz-
nie bez grubej stromatycznej podkladki, o srednicy 180—200 u, z trzonkami koni-
dialnymi bezbarwnymi, walcowatymi, 10—30 w dlugosci, z przegrodami do 3 lub
bez nich; zloza sg przewaznie otoczone szeczecinkami ciemnobrunatnymi, o rozsze-
rzonej podstawie, zwezonymi ku wierzchotkowi, zaostrzonymi na koncu, z kilkoma
przegrodami, dlugosci 60—230 u; najcharakterystyczniejszym i najczeSciej spolvka-
nym elementem morfologicznym sa sklerocja czarne, na ogol blyszezgce, mniej
wigce] kuliste, o $rednicy 100—600 p, zbudowane z plektenchymatycznej tkanki,
opatrzone szczecinkami. Opisy morfologicznych cech grzyba zawieraja nastepujace
prace: Ducommet (1908), Cavadas (1923), Défago i Gasser (1943), Aver-
na-Sacca (1923), Chaudhuri (1924), Dickson (1926), Schmiedeknecht
(1956; 59), Arx (1957), Ettig (1958) oraz Hoffmann (1959).

Grzybnia w kulturze rozrasta sie promieniscie, jest gladka, zaglgbiona w podio-
zu, jasnocielista lub rézowa, potem pojawiajg si¢ na niej tak samo jasno zabar-
wione wypuklosei, w ktérych tworza sie obficie zarodniki i ktére przeksztalcaja sig
nastepnie w powstajace koncentrycznymi kregami, czarne, blyszczace sklerocja.
Wzrost w kulturze opisuja: Dickson (1926), Défago i Gasser (1943) oraz
Schmiedeknecht (1956).

Rozpoczynajac badania w 1956 r. rozporzadzano szeregiem izolatow
z korzeni i lodyg pomidoréw gruntowych oraz z owocéw pomidora. Po-
réwnano te izolaty pod wzgledem morfologii i wzrostu w sztucznej kul-
turze hodujac je w tym celu na pozywkach 2%¢-glukozowo-ziemniaczane],
brzeczkowej i na sterylizowanych lodygach pomidora. Kultury otrzymane
z poszezegblnych czesei rosliny, jak i z réznych roélin i z réznych plan-
tacji nie roéznily sie absolutnie wygladem. Notowane w literaturze
(Scott 1923—24; Dickson 1923 i 25; Défago i Gasser 1943)
mutanty obserwowano we wlasnych hodowlach, ale zupelnie niezaleinie
od ich pochodzenia. Zmiany w wygladzie grzybni i sklerocjow zalezaly
gtéwnie od podloza a nie od pochodzenia izolatu. Poréwnywano réwnicz
posiadane izolaty z rozwojem szczepu wyizolowanego z ziemniaka, nie
stwierdzajac réznic. Do badan laboratoryjnych wybrano wigc tylko jeden
izolat z korzenia pomidora z zamiarem poréwnania otrzymanych danych
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z danymi z literatury. Dotyczylo to gléownie wplywu temperatury, bo
w tym okresie, w ktorym przystepowano do badan wplywu innych czyn-
nikéw, m. in. pH, i skladnikéw pokarmowych na wzrost, nie znano
jeszeze wynikow podobnych badan prowadzonych przez innych autoréw,
gdyz zawarte sa one w pracy Hoffmanna z 1959 r. i pracy
Kendricka i Walkera (1948) prowadzonej dla izolatéow z owo-
cow, o ktorej w tym czasie nie wiedziano, ze dotyczy C. atramentarium.

Pozywki syntetyczne, na ktérych prowadzono badania, przygotowy-
wano sterylizujagc je w aparacie Kocha przez 3 dni po 40 min. Rozlewano
sterylnie do wyjalowionych szalek Petriego o srednicy 12 ¢cm po 50 ml
na kazdg szalke, przeznaczajgc 8 lub 10 szalek na kazdg kombinacje.
Szalki szezepiono w szafce Hansena sklerocjami z kultury, bioragc mniej
wiecej jednakows iloge sklerocjow na koniec igly.

Przyrosty kultur mierzono wzdtuz 2 prostopadiych $rednic co 2 dni
w czasie trwania hodowli oraz notowano wyglad kolonii i stopien zarod-
nikowania. Po okreélonej ilosci dni (najczeséciej 11) kultury rozpuszczano
przez ogrzanie w autoklawie i zbierano na zwazone uprzednio sgczki
bibulowe wymywajgc resztki agaru goraca woda. W wypadku pozywek
plynnych, po prostu saczono je przez wywazone saczki. Saczki z zawar-
toscig grzybni suszono przez 14 godzin w temp. 70°, po czym wazono.
Zarowno przy pomiarach liniowych, jak i wagowych do poréwnywania
poszezegolnych kombinacji brano srednia ze wszystkich (przewaznie 10)
powtdérzen, w pierwszym wypadku — $rednig z Srednic kolonii, w dru-
gim — $redni ciezar grzybni po wysuszeniu.

CZESC DOSWIADCZALNA

Wplyw na wzrost zawartosci cukru w pozywece

Badano wzrost C. atramentarium na pozywkach o roinej wg pro-
centu wagowego zawartosci cukru (tab. 1).

Najlepszy wzrost grzyba zanotowano na pozywce zawierajacej 50 g
cukru i 10 g zwigzku azotowego oraz inne skladniki w odpowiedniej
proporcji z dodatkiem wyciagu z drozdzy (XII), a wiec substancji wzro-
stowych i witamin. Zupelnie dobrze rozwijal sie C. atramentarium na
pozywee o tej samej zawartosci skladnikéw pokarmowych bez dodania
drozdzy (VIII). Zawartos¢ 50—80 g cukru w 1 1 pozywki odpowiadajgca
20—32 g wegla jest wystarczajgca dla dobrego wzrostu grzyba przy-
najmniej przy zawartosci 10 g KNOg cdpowiadajacej 1,6 g azotu.

W wypadku zaé pozywek VI i VII zwiekszenie tylko zawartosci azotu
z pozostawieniem ilogei innych skladnikéw bez zmian, nie przyczynilo sie
do wzmozenia wzrostu widocznie ze wzgledu na niewystarczajacg ilosé
innych pierwiastkow, a glownie wegla. Na pozywce zawierajacej tylko
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TABZLA 1 - TabBLE 1

Wpiyw ritne; zawartodel cukru w potywce na rozwd) C.atrementerium po Ll dniach
The 1nfluence of different suger content in the nutrient on the growth
of C.etramentarium after 1l days

Zawartodé w g/1 1 wody - Concentration in grams/1000 @l of water
Fosynia’ g A R
pe glukoze | 4y i UgSo w:%l f;it::erae
chicosn | T3 | T B gl | ML
neight o diagrams of the
i ayceliun in mg colgnies i cm
1 10 - - - 41,8 72
11 20 - - - 41,3 7,9
i 111 50 - - - 44,9 8,3
‘ v 100 - - - 333 1,4
v 10 2 | G,5 111,9 7,2
V1 20 2 1 ¢,5 204, | 95
Vil 20 10 1 0,5 264,8 9,8
VIIl 50 10 3 2,5 411,35 8,9
15 60 2 1 0,5 557,88 11,0
[ X B 10 9 2:D 413,7 8,5
3 il 100 10 5 2,5 357,1 i 1,98
xi1? 50 10 5 2,5 530,0 9,9
I - 10 5 25D 18,7 -
: v . . - : 319,9 -
{ vt 20 . = . 413,1 .

1
- We wszystkich potywkech uzyto 17 g ageru, proporcje podano ns 1 000 ml wody

In sll of the nutrients the ager cootent wes 17 grews/l000 ml of dest. weter

3 - Zsmiest wody do sporzydzenie poiywkl uzyto ¥yciggu 2 drozdiy przygotowanego naslgpujgeo
100 g w 1 1 wody gotowano preez 3-4 godz. w aparacie Kocha, po czyw osadzono je przez
tydzied 1 zlapo przez dekantecje
Instesd of watler the yeast extrsct was used: 100 grems of bakers yeest in 1000 ml ot
water boiled from 3-4 hrs end decanted after 7 days

e Pozywka brzeczkowa (250 ml brzecziy ok. 10° Blg)

Melt broth (250 ml melt broth 109 Brix)

4

Do sporzgdzenis poiywk: zamiest wody uzyto ®yclagu zlemniaczanego
Instead of water the potato extract was used
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10 g cukru i inne sktadniki w minimalnych ilosciach wzrost grzyba byt
bardzo staby. Réwnie niepomysinie rozwijal sie patogen na pozywkach
sporzadzonych z wody destylowanej jedynie z zawartoscig cukru nieza-
leznie od doé¢ duzych jego dawek.

W doswiadczeniu tym poréwnywano takze rozwoj grzyba na naj-
czeSciej uzywanych pozywkach o nie okreslonym $ciéle skladzie, miano-
wicie ziemniaczanej i brzeczkowej. Wzrost na pozywece ziemniaczanej
nie odbiegal od wzrostu na pozywce VIII, na pozywce brzeczkowe]j byt
nieco slabszy.

Zapotrzebowanie na roézne zrodla wegla

Przebadano wzrost C. atramentarium na pozywkach, w ktérych zrédio
wegla stanowily rézne cukry. Jako podstawowej uzyto pozywki zawiera-
jacej: zrodlo cukru — 50 g, KNO3y — 10 g, KaHPOy — 5 g, MgSO; —
2,5 g, agar — 17 g, wody 1 1. Kolejne pozywki zawieraly nastepujace
cukry jako zrodia wegla: I — glukoze, II — fruktoze, III — skrobie, IV —
laktoze, V — maltoze, VI — galaktoze, VII — mannoze, VIII — sacha-
roze, IX — ksyloze, X — bez cukru. Doswiadczenie to wykonano
w dwoéch powtérzeniach. Wyniki doswiadczenia obrazuje wykres 1.

1200 + ]

1000
r §00 | aa
& ]

600 |

400

200

-
Lemn M ] Iﬂ _ Z
X Wow oo o vviov
Wykres 1. Wzrost C. atramentarium na pozywkach zawierajacych rozne Zrodla we-
gla wyrazony ciezarem grzybni po 11 dniach:
a — powtdrzenie 1, b — powldrzenie 2; cyfry rzymskie oznaczajg kolejno$¢ pozvwek

The growth of C. atramentarium on the mediums containing different sources of
carbon expressed by the weight of mycelium after 11 days;
a — experiment, 1, and b — experiment 2, The Roman numbers indicate the kind of mediums
used
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Powtdrzenie zasadniczo potwierdzilo wyniki otrzymane z pierwszego
doswiadczenia, wyeliminowalo jedynie wysoki wynik dla pozywki z sa-
charoza. Trzeba podkreslic wystapienie na tej pozywce bardzo obfitego
zarodnikowania.

Grzyb ten ma dos¢ szerokg zdolno$eé wykorzystywania zwigzkow
weglowedanowych. Najlepiej przyswajalnymi okazaly sie maltoza i sa-
charoza, troche slabszy wzrost otrzymano na glukozie, mannozie, fruk-
tozie i wreszcie slaby na ksylozie i bardzo staby na pozywce bez cukru,
laktozie i galaktozie.

Stopien wykorzystania poszczegélnych cukréw w tym doswiadczeniu
ksztaltowal sie¢ troche odmiennie od wynikéw badan Kendricka
i Walkera (1948), ktérzy nie badali maltozy i mannozy, Na zaist-
nienie tych rozbieznoéci mogly wplynaé¢ roznice w przygotowaniu po-
zywek. Pozywki byty sterylizowane w aparacie Kocha, a nie autokla-
woweane. Jednakze mogly zajs¢ w nich pewne zmiany, ktérym mogly
ulec tatwiej pejedyncze cukry niz dwucukry. Poza tym mozliwe jest za-
nieczyszczenie uzytych zwigzkow np. witaminami. Takie zanieczyszczenie
mogloby wyjaéni¢ niespodziewanie silny wzrost C. atramentarium na
sacharozie w pierwszym powtérzeniu.

Zty rozwdj grzyba na ksylozie stwierdzono zaréwno w omawianym
doswiadczeniu, jak i w badaniach Kendricka i Walkera (l.c.).
Wynik ten jednak nie jest rowniez calkowicie pewny, gdyz ksyloza latwo
ulega zmianom przy sterylizacji termicznej. Podwazaja go badania
Schmiedeknechta (1956), ktory stwierdzil bardzo dobry wzrost
na hemicelulozie, ktore to zwigzki po hydrolizie dajg glownie d-ksyloze.

Badania wlasne potwierdzily rowniez nieprzydatnos$é galaktozy dla
wzrostu C. atramentarium zanotowana przez Kendricka i Wal-
kera (l.c). Za to autorzy ci podaja zupelnie dobry wzrost na laktozie,
na ktéorej w moim doswiadczeniu nie zaobserwowano wzrostu grzyba.
Mozliwoé¢ rozbieznych wynikéw pod tym wzgledem jest zrozumiala
w fwietle nieprzydatnosci dla wzrostu tego grzyba galaktozy wchodzgcej
w sklad czagsteczki laktozy.

Zapotrzebowanie na rozne Zrédla azotu

W pozywce o skladzie: glukoza — 10 g, zrédlo azotu — 20 g,
KoHPOy — 1 g, MgSOy — 0,5 g, agar — 17 g, wody — 1 | zastosowano
kolejno nastepujace zwiazki azotowe jako zZrédlo azotu (przy nazwie
zwigzku podano w g ilo$¢ azotu zawartag w 20 g zwiazku): I — szezawian
amonu — 4,6 g, Il — KNOg — 2,7 g; IIl — NaNO3; — 3,2 g; IV — aspa-
ragina 4,2 g; V — pepton; VI — mocznik 9,3 g; VII — glicyna 3.7 g:
VIII — kw. glutaminowy 1,2 g; IX — fenyloalanina 3,1 g; X — bez azotu.
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Do¢wiadezenie wykonano w dwoch powtorzeniach. Wyniki badan
cbrazuje wykres 2.

W tym wypadku réznice we wzroscie na pozywkach zawierajgcych
poszezegdlne zwigzki azotu nie wystgpity tak wyraznie, jak w doswiad-
czeniu z cukrami, szczeg6lnie poza krancowymi wartosciami. Ze wzgledu
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Wykres 2. Wzrost C. atramentarium na pozywkach zawierajacych roine Zrédia azotu
wyTrazony ciezarem grzybni po 11 dniach;
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<

1 — powtérzenie 1, b — powtorzenie 2, cyfry rzymskie oznaczaja kolejnosé pozywek
The growth of C. atramentarium on the mediums containing different sources
of nitrogen expressed by the weight of mycelium after 11 days;

1 — experiment 1 and b — experiment 2. The Roman numbers indicate the kind of mediums
used

na nieznaczne roznice miedzy cigzarami grzybni na poszczegélnych po-
zywkach przy powtorzeniu nie otrzymano dokladnie tej samej kolejnosci
prozywek. W poszczegélnych pozywkach zastosowano jednakowsa ilos¢
zwiazku azotowego, co nie pozwolilo na zrownowazenie rzeczywiste]j
zawartoéeli w nich azotu. Zawartosci azotu w 20 g poszczegélnych zwigz-
kow podano przy wyliczaniu kolejnosci pozywek. Jednakze nie wydaje
sie, aby roznice w ilosci dostarczonego azotu istotnie wypaczyly otrzy-
mane wyniki. Decydujacy wplyw na rozwoj grzyba wywiera, w swietle
otrzymanych danych, przyswajalnos¢ poszczegdlnych zwiazkéw azoto-
wych.

Przy badaniu roznych zrodel azotu stwierdzono pobieranie przez
C. atramentarium azotanow, przy czym wzrost na obu badanych zwiaz-
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kach azotanowych (KNOjz i NaNO3) byl zupethie dobry. Jako zrodio jo-
now amenowych wybrano nie najszczesliwiej szczawian amonu. Wzrost
mial miejsce, wige grzyb korzystal z azotu w tej postaci.

Najlepiej rozwijal sie¢ grzyb na kwasie glutaminowym i asparaginie,
a nastepnie na peptonie i moczniku, ktére poza aminokwasami stanowia
réwniez bardzo pozadane zrédlo azotu dla grzybow.

Sposréd aminckwaséw badane byly jeszeze glicyna i fenyloalanina,
gdyz innymi nie rozporzadzano w laboratorium. Glicyna =zapewnila
zupelnie zadowalajacy wzrost grzyba podczas gdy na fenyloalaninie
nie bylo rozwoju.

Wplyw pH podloza na wzrost C. atramentarium

Dla ustalenia zakresu pH podloza, w jakim mozliwy jest wzrost
C. atramentarium, i wartosci pH najbardziej sprzyjajacych rozZwojowi
tego grzyba zatozono hodowle na pozywce brzeczkowej doprowadzonej
przy uzyciu sterylizowanych 1 n HCl i 1 n NaOH do nastepujgcych pH:
2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0, 9,0, 10,0, 11,0 i 11,4. Przezna-
czono po 6 szalek Petriego na kazde pH. Kultury hodowano w tempe-
raturze 27 °C, mierzono co 2 dni przyrosty liniowe. Po 11 dniach grzybnie
zwazono. Wyniki pomiaréw obrazuje wykres 3. :
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Wykres 3. Wzrost C. atramentarium na pozywkach o roznym pH po 11 dniach;

a — srednica kolonii na pozywee agarowo-brzeczkowej, b — cigzar grzybni na poZywce agaro-
wo-brzeczkowe]j, ¢ — cigzar grzybni na plynnej pozywce mineralnej I, d — ciezar grzybni
na plynnej poiZywce mineralnej II

The growth of C. atramentarium on the mediums of different pH after 11 days;

a — ihe diametler of colonies on malt agar, b — the weight of mycelium on malt agar, ¢ —
the weight of mycelium on the ligquid mineral medium exper. I, d — the weight of mycelium
on the liquid mineral medium exper. II
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Stwierdzono, ze wzrost grzyba rozpoczyna sie powyzej pH 2,5, a usta-
je powyzej pH 11,0. Przy pH 2,0 i 11,4 wzrostu nie bylo zupelnie. Przy
pH 2,5 byl slaby wzrost grzybni powietrznej, brak zas rozrastania sie
grzybni na szerokos¢. W zakresie pH 3,0—4,0 wzrost byl jeszcze nie-
znaczny. Zadowalajacy wzrost otrzymano w bardzo szerokich granicach
pH, a mianowicie od 4,0 do 11,0. Pomiary liniowe wykazaly prawie
jednakowy wzrost w podanych granicach. Przy rozpatrzeniu ciezaru
grzybni po 11 dniach wystepuje optimum wzrostu przy pH 6,0.

Poniewaz uzycie pozywki stalej utrudnialo uchwycenie zmian pH
zachodzgcych  w czasie wzrostu grzyba, dodatkowo i to dwukrotnie
przeprowadzono badanie wzrostu C. atramentarium przy pH 3,0—11,0
w plynnej pozywce Richarda (o skladzie: glukoza 50 g, KNOz 10 g,
KHsPOy4 5 g i MgSOy4 2,5 g na 1000 ml wody).

Przy uzyciu pehametru oznaczano przez caly okres trwania hodowli
zmiany pH zachodzace w kulturach grzyba, jak i w tych samych po-
zywkach nie zaszczepionych, trzymanych w warunkach pckojowych. Po
11 dniach wzrostu oznaczano ciezary grzybni. Wyniki tych oznaczen
réwniez umieszczono na wykresie 3.

Doswiadczenia te wykazaly, ze pH zaréwno kultur, jak i nie zaszcze-
pionych pozywek kontrolnych zmienialo sie stopniowo z biegiem czasu.
Zmiany te szly w kierunku zniwelowania wysokich wartosci pH i zblize-
nia ich do $rodkowych, zawartych w przedziale pH 5,0—8,5. Poniewaz
spadek ten mial miejsce niezaleznie od rozwoju grzybni, prawdopodobnie
byt on wynikiem rozpuszczania sie w pozywkach dwutlenku wegla z po-
wietrza. Nalezy wigc przyja¢, ze wzrost odbywal sie w wezszych grani-
cach pH, a mianowicie od 4,0 do 8,5.

Wzrost w obu omawianych doswiadczeniach wyrazony cigzarem
grzybni po 11 dniach réznit sie powaznie. W drugim doswiadczeniu otrzy-
mano wzrost mniej wiecej réwnomierny w obrebie calego badanego
zakresu pH. Za to w pierwszym doswiadczeniu pomimo zdawaloby sig
identycznych warunkéw, zaznaczyly sie wyrazne wahania we wazroscie:
silne maksimum przy pH koncowym 6,0 i drugie slabsze maksimum przy
koncowym pH 8,0 do 8,5. Pomiedzy tymi wierzcholtkami lezy minimum
wzrostu przy pH koncowym 7,0. Taki przebieg krzywej wzrostu przy
roznych pH obserwowano dla wielu grzybow (Cochrane, 1958). Roz-
biezno$¢ miedzy wynikami dwoch identycznie zalozonych doswiadczen
wskazuje, jak niepewne sg dane takich oznaczen wplywu pH. Wynika
to z tego, ze stezenie jondéw wodorowych pozywki oddzialywa na wiele
roznorodnych czynnikéw okreslajacych wzrost grzyba.

Stezenie jonow wodorowych w pozywce moze tak réznie wplywac
na wzrost grzyba zaleznie od takich czynnikéw jak: sklad i stezenie po-
zywki, temperatura, objetos¢ hodowli, wreszcie okres wzrostu grzyba,
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Wykres 4. Zaleznoéé wzrostu C. atramentarium na poiywce brzeczkowe] od tem-
peratury i czasu

The growth of C. atramentarium on malt agar depending of temperature and time

Srednice kultur w mm
Diameter of cultures in mm
T
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Wykres 5. Przyrosty dobowe érednic kolonii C. atramentarium w roznych tempe-
raturach:
a — po 6 dniach, b — po 12 dniach
The average daily increase of the diameters of the colonies of C. atramentarium
in different temperatures:

a — after 6 days, b — after 12 days
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ze uzyskane doswiadczalnie dane nalezy traktowa¢ jedynie jako orien-
tacvine, zwlaszcza gdy nie stosuje sie pozywek zbuforowanych i pH
vozyvwki zmienia sie jeszcze w cilagu okresu inkubacji.

Dla temperatury 27 “C i pozywek statej brzeczkowej i plynnej Ri-
cherda stwierdzeno dobry wzrost C. atramentarium w zakresie pH konco-
wego 5,0—8,5. Pewne optimum wzrostu zaznaczylo sie przy pH 6,0. Dane
te zgadzaja si¢ z istniejagcymi na ten temat w literaturze.

Wplyw temperatury na wzrost

Celem doswiadczen bylo ustalenie zakresu temperatur, w ktorych
moze odbywac sie wzrost, i temperatur najlepszych dla wzrostu oraz dla
zarodnikowania.

Kultury hodowano na pozywce brzeczkowej w szalkach Petriego
o ¢rednicy 10 em w rézinych statych temperaturach w termostatach
i w lodéwee. W obserwacjach wstepnych oceniono, ze rdznice tempe-
ratury wplywaja gléwnie na tempo wzrostu, a rozwoéj grzybni na gru-
bese 1 jej zageszezenie sy mniej wiecej réwnomierne, wiec poprzestano
na pomiarach liniowych, ktére prowadzono co 2 dni do 14 dnia wzrostu.
Badano wzrost w nastepujacych temperaturach: 5, 14, 18, 20, 24, 28, 30,
32, 34, 36 i 40 °C. Zaleznos¢ wzrostu C. atramentarium od temperatury
1 czasu przedstawiono na wykresie 4. Obliczono réwniez przyrosty do-
bowe érednic kolonii w miare uptywu czasu, w roznych temperaturach,
cbrazujgce zmiany tempa wzrostu (wykres 5).

Z analizy otrzymanych danych wynikajg nastepujgce wnioski. Wzrost
jest mozliwy w temperaturach od 0 do 37 °C. W temperaturach 5 i 34 °C
wzrost rozpoczyna sie pdzno dopiero po 4 dniach i do 10—12 dni prze-
biega wolno. W temperaturze 5 °C przyrosty dzienne w tym okresie
wynoszg 1,0—2,0 mm, w temp. 14 °C zas 3,5 mm, po 14 dniach tempo
wzrostu w tyvch temperaturach gwaltownie wzrasta. W temperatu-
rach 18—20 C wzrost zaczyna sie po 4 dniach, przyrosty wynosza
€—7 mm dziennie. Dobry wzrost notujemy w temp. 18—30 °C, opty-
malny — w temp. 24—30 “C. Przyrosty dzienne w temp. 24—30 °C
wyneszg 6—9 mm. Powyzej 30 °C tempo wzrostu spada, w temp. 32 °C
przyrosty dzienne wahajg sie w granicach 1,5—3,4 mm. W temp.
34—36 °C przyrosty sa juz zupelnie nieznaczne.

Uwzgledniajac, ze hodowle prowadzono w szalkach Petriego o $red-
nicy 10 em, co ograniczalo zaséb zwigzkéw pokarmowych i mozliwosé
dalszego rozrastania si¢, mozna zauwazy¢, ze tempo wzrostu w temp.
15—30 “C osiaga maksymalng warto$¢ po 6 dniach, utrzymuje sie na
mniej wigcej jednakowym poziomie do 10 dni, po czym spada. W tem-
peraturach nizszych wzrost na tym poziomie odbywa sie dopiero po
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12 dniach. W temperaturach wyzszych tempo wzrostu jest nieznaczne,
a po 10 dniach jeszcze wolniejsze, pomimo ze kolonie nie dorastajg do
brzegu szalki. Optymalny zakres temperatur wyrédznia sie wiec maksy-
malnym tempem wzrostu.

Nie stwierdzono wplywu temperatury na tworzenie sie i wyglad
sklerocjow. Gdy kultura rosnie w warunkach gwaltownych zmian tem-
peratury, tj. temperatura wzrostu kolejno waha si¢ od temperatur niz-
szych od 20 °C do bliskich 30 “C, wtedy na zarysie kolonii widoczne sa
koliste wglebienia w momentach, w ktorych wzrost ulegl gwaltownemu
zahamowaniu w niskiej temperaturze. Nie polegaja one jednak na roz-
nicach w wielkosci sklerocjow.

Powazny wplyw wywiera temperatura na obfitos§¢ zarodnikowania
oraz zywotnoéé strzepek rozwijajacych sie¢ w wyzszych temperaturach
i Zywnotnoéé zarodnikéw tworzacych sie¢ w tych temperaturach, jak
stwierdzono to doswiadczalnie w badaniach nad kielkowaniem zarodnikéow.

W niskich temperaturach zarodnikowanie rozpoczyna sie poéznie]
(w temp. 18 °C dopiero po 14 dniach) i jest stabe. W temp. 23—28 “C
zarodnikowanie rozpoczyna sie po 5 dniach i jest bardzo obfite. W temp.
34 °C réwniez tworzy sie bardzo duzo konidiéw. Jednakze stwierdzono,
ze zarowno ze wzgledu na ich wyglad i zdolno$ci kielkowania, jak row-
niez wyglad i wzrost strzepek rostkowych rozwijajacych sie z tych za-
rodnikéw, trzeba je uzna¢ za mniej zywotne.

W doswiadezeniu na pozywcee brzeczkowo-agarowej w oparciu o po-
miary przyrostéw liniowych stwierdzono wzrost C. atramentarium
w granicach temperatury: 0—37 °C, dobry wzrost w temp. 18—30 °C,
optymalny 24—30 °C. Wyniki te zgadzaja sie w ogélnych zarysach
z danymi uzyskanymi w pracach podanych na wstepie.

Wartosci graniczne raczej sg zbiezne, nieznaczne roéznice pomiedzy
trzema szczepami z ziemniaka, pomidora i konopi mozna stwierdzi¢ dla
temperatur optymalnych. Dla izolatu z konopi (Hoffmann, 1959)
temperatury dobre i optymalne dla wzrostu sa troche nizsze, dla ziem-
niaka troche wyzsze od tych danych uzyskanych dla izolatu z po-
midora.

Wplyw temperatury na kietkowanie zarodnikow

Wplyw temperatury na kielkowanie zarodnikéw konidialnych C. atra-
mentarium badali Kendrick i Walker (1948) oraz Hoffmann
(1. ¢.). Ten ostatni autor podaje réowniez wplyw pH na kielkowanie.

W doswiadczeniach wstepnych przebadano wplyw $rodowiska na
kielkowanie zarodnikow konidialnych C. atramentarium, a nastepnie
badano zalezno$é tego procesu od temperatuly.
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Sposéb i przebieg kietkowania. Zarodniki konidialne C. atramen-
tarium zarowno te, ktoére tworzg sie na zakazonym materiale po umiesz-
czeniu go w wilgotnej komorze, jak i te, ktéore powstaja w sztucznej
kulturze szczegolnie obficie w pierwszych dniach jej rozwoju sg natych-
miast po wytworzeniu zdolne do kietkowania. Kielkuja one tatwo, bardzo
szybko i przewaznie w procencie bliskim 100. Kielkowanie jest zupelnie
zadowalajace na stalych podlozach naturalnych, jak np. tkanki roslinne,
bibuta filtracyjna i pozywki state, jak rowniez w kroplach wody czy
roztworow wodnych substancji cdzywczych. Zasobnoéé podloza w sktad-
niki pokarmowe sprzyja szybkosci kielkowania, a zwlaszcza wzrostowi
strzepek rostkowych. Koniecznym warunkiem kietkowania, jak to juz
stwierdzit Schmiedeknecht (1956) jest obecnos¢ kropli wody,
a przynajmniej bardzo wysokiej wilgotno$ci powietrza bliskiej 100%o
wilgotnosci wzglednej.

Przy kielkowaniu zarodniki nabrzmiewajg, czasem uwidacznia sie
w nich posrodku przegroda. Strzepki rostkowe wyrastajg przewaznie
z koncow zarodnikéw i to dogé czesto z obu lub z boku zarodnika, ale
na ogo6t nie daleko od jego konca. Kielkowanie w optymalnych warun-
kach niejednokrotnie zaczyna sie juz po 2 godz. Po 12 godz strzepki za-
czynaja sie rozgaleziaé, a po 24 godz. czesto sg juz w powaznym stopniu
splecione. W optymalnych temperaturach po uplywie doby kolonie sa juz
widoczne golym okiem. Na strzepkach zaczynaja tworzy¢ sie nowe za-
rodniki o polowe mniejsze od kielkujacych. Po uplywie nawet paru dni
nie stwierdzono ich kielkowania. Szczegolnie obfite zarodnikowanie mialo
miejsce w wysokich temperaturach i przy kielkowaniu na lisciu.

Obserwowano rowniez na koncach strzepek rostkowych powstawanie
apresoriow. Tworzg sie one gléwnie przy kielkowaniu zarodnikéw na
lisciach craz w kropli wiszacej przy przyleganiu strzepek do szkla. Na
szkietku podstawkowym pokrytym pozywks brzeczkowa sg rzadko wi-
doczne. Obserwowano poza tym w starszych kulturach — na koncach
strzepek sterczacych do gory w powietrze lub przylegajacych do szkla —
szeregi ciemnych, grubosciennych komorek o nieregularnych ksztaltach,
przypominajgcych chlamidospory.

Charakterystyczny jest rozwoéj strzepek w zbyt wysokich i niskich
temperaturach. W tych pierwszych strzepki sa grubsze i jakby zdefor-
mowane, o minimalnych przyrostach na dilugos¢. W niskich temperatu-
rach nastepuje jakby zageszczenie tresci komorkowej kielkujacego za-
rodnika powodujace siine zalamywanie $wiatla przy obserwacji mikro-
skopowe]j. Wystepuje wowczas wyrazna przegroda w $rodku zarodnika
i tworzace sie strzepki dzielg sie réwniez jakby na fragmenty ciemne,
blyszczace, wypelnione lamigeg swiatlo trescig i jasne, puste, tylko o za-
rysach zewnegtrznych.
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Eksperymentalnie badano nastepujace zagadnienia: 1 wplyw zasob-
nosci podloza na kielkowanie, 2 wplyw temperatury na kietkowanie
konidiéw i wreszcie 3 wplyw temperatury na zywnotnosé i zdolnos¢
kietkowania zarodnikéw.

Dla wybrania metody kielkewania przebadano kietkowanie konidiow
C. atramentarium w kropli wiszacej i w kropli kladzionej na szkietkach
przykrywkowych pokrytych pozywka agarowa. W kropli wiszacej kiel-
kowanie miato prawidlowy przebieg, ale poniewaz ta druga metoda za-
pewniala zaréwno lepszy rozwdj kietkujacych strzepek, jak i latwiejsza
obserwacje, pomiary i wykonywanie rysunkow zdecydowano poprzestac
na niej. Do badan uzywano zawiesiny zarodnikéw w wodzie sterylizowa-
nej. Badano kietkowanie kladac krople o mniej wigcej réwnej objetosci
pobierane z zawiesiny o tym samym stezeniu po kilka (2—4) na szkiclku
podstawkowym pokrytym sterylnie z jednej strony cienkg warstwa
pozywki agarowej. Szkietka z kroplami umieszczano w szalkach Petriego
wylozonych wilgotna bibula i wstawiano do okreslonej temperatury. Po
uplywie oznaczonej ilosci godzin liczono ogélng ilos¢ zarodnikow w po-
szczegblnych kroplach i iloé zarodnikow skielkowanych w danym czasie.
Ogblng ilo$é zarodnikéw w kropli kontrolowano przy kolejnych licze-
niach. Poza tym dokonywano pomiaréw strzepek rostkowych. Poniewaz
kietkowanie przebiegato bardzo szybko w kazdym doswiadczeniu zakla-
dano dwie serie — rano i wieczorem — aby méc prowadzi¢ obserwacje
nawet co 2 godziny. Na kazdg kombinacje do$wiadczenia przeznaczano
4—12 kropel. Dla poréwnywania wynikow sumowano ogoélng ilos¢ za-
rodnikéw we wszystkich kroplach z danej kombinacji, jak réwniez ilosé
zarcdnikéow skielkowanych oraz obliczano ich procent.

Poniewaz doswiadczenia wstepne wykazalty, ze rozwéj strzepek rost-
kowych jest znacznie silniejszy w roztworze (1 : 3) brzeczki niz w wodzie
destylowznej i na pozywce brzeczkowej niz na 2% roztworze agaru
w wodzie destylowanej, w dalszych badaniach uzywano do pokrywania
szkieltek podstawkowych wylacznie pozywki brzeczkowo-agarowej.

Zakres badanych temperatur i czas prowadzenia obserwacji, jak row-
niez wyniki liczbowe uwidoczniono na wykresie 6.

Z danych tych wynika, ze kielkowanie moze sie odbywac w zakresie
temperatur od 4 do 37 °C, poza tymi granicami kielkowania nie stwier-
dzono. Dobrze przebiega kielkowanie w temp. 20—30 °C, optymalnie
w temp. 28—30°. W temp. 20—36 °C kielkowanie rozpoczyna sie juz
po 2 godzinach, po 6 godzinach procent skietkowanych zarodnikow jest
bliski 50, a po 24 godzinach csigga przewaznie 100.

Wyrazny jest wplyw temperatury na diugesé strzepek rostkowych,
zwlaszeza po 12 i 24 godzinach. Po 6 godzinach dlugoge strzepek wynosi
kilkanascie mikronéw i niezbyt sie rozni w poszczegélnych temperatu-
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Wykres 6. Kielkowanie zarodnikoéw C. atramentarium w zaleznosci od temperatury
i czasu

The germination of C. atramentarium spores depending of temperatures and time

rach powyzej 20 °C. Po 12 godzinach dilugoé¢ ta w temp. 20—25 °C
wynosi 20—40 u, podczas gdy w temp. 28 °C moze dochodzi¢ do 260 .
Po 24 godzinach strzepki sg juz silnie rozgalezione a dlugos¢ ich docho-
dzi do 200 u w nizszych temperaturach, do 580 p za$ w temperaturach
optymalnych.

Obserwowano réwniez tworzenie sie wtérnych konidiéw na kielku-
jacych strzepkach. Stawalo si¢ ono wyraznie intensywniejsze wraz ze
wzrostem temperatury. Do$é obfite zarodnikowanie obserwowano juz
w temperaturach 24—28 °C, ale najobfitsze bylo w temp. 34°.

Pomimo do$é dobrego a zwlaszcza szybkiego kielkowania konidiéw
w temperaturach powyzej 30 °C i szybkiego wzrostu strzepek rostko-
wych, stwierdzono w tych temperaturach pewnag degeneracje wykiel-
kowanych strzepek. W temperaturze 35—36 °C zdarzaly sie serie do-
swiadczalne, w ktérych bardzo szybko wykielkowaly najzywotniejsze
zarodniki, a potem juz procent skietkowanych zarodnikéw nie wzrastatl.

Dla uchwycenia wplywu wysokich temperatur na zywotno$¢ konidiow
przeprowadzono do$wiadczenie z kielkowaniem zarodnikéw dwojakiego
pochodzenia. W pierwszej serii doswiadczenia zarodniki zebrano z kul-
tury hodowanej w 20 °C, w drugiej serii — w temp. 34 °C. W temp.
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20 °C, zarodnikowanie bylo stabsze, ale zarodniki byly duze, bardzo
regularne. W temp. 34 “C zarodnikowanie bylo bardzo obfite, ale wy-
tworzone konidia byly niewielkie i nieregularne. Kielkowanie prowa-
dzono w temperaturach 20, 28, 34 i 37 “C. Wyniki do$wiadczenia obrazu-
je tabela 2.

Kietkowanie zarodnikéw w drugiej serii przebiegalo szybciej niz
w pierwszej, ale po 24 godzinach procent skietkowanych zarodnikow
w obu seriach wyrownal sie, a nawet w temp. 34 “C procent skietko-
kowanych konidiéow w drugiej serii byl nizszy, gdyz nie dochodzil do
50. W 37 “C wykietkowata tylko nieznaczna ilo$¢ zarodnikéw, ktora
w miare uplywu czasu juz nie wzrastata. Kietkowanie zaczelo sig
w pierwszej serii po 24 godzinach, a w drugiej juz po 8 godzinach. Jak
wida¢ na przykladzie kielkowania w temp. 34 “C uprzednia hodowla
w tej temperaturze nie wplyneta na przyzwyczajenie organizmu do tej
temperatury. W mniej korzystnych warunkach temperatury wyraznie
wystapilo oslabienie kenidiéw. Jeszcze wyrazniej odbilo sie ono na wy-
gladzie i rozwoju strzgpek rostkowych. Strzepki te w pierwszej serii we
wszystkich temperaturach byly diuzsze, silniejsze i bardziej rozgatezione,
podczas gdy w serii drugiej — krotsze, stabo rozgatezione i zdeformo-
wane.

DYSKUSJA

Uzyskane dane pozwalaja na scharakteryzowanie szezepu C. atramen-
tarium z pomidorow i dostarczajg materiatu do poznania biologii grzyba.
Pod wzgledem wymagan w stosunku do temperatury, pH podloza i sktad-
nikow pokarmowych rozpatrywany szczep wyizolowany z korzeni pomi-
dora nie rozni si¢ istotnie od innych opisywanych w literaturze izolatow
z ziemniaka, konopi, czy owocoéw pomidora. Mutanty w kulturze wyroz-
niane przez niektorych autorow (Scott, 1923/24; Dickson, 1923 i 25;
Défago i Gasser, 1943) na podstawie roznic w wielkoéci, gestosci
1 rozmieszczeniu sklerocjow zaleza w duzym cstepniu od zasobnosci w po-
karm podloza, ewentualnie mniej lub bardziej korzystnego uktadu ta-
kich warunkéow jak pH érodowiska lub temperatury. W warunkach na-
turainych podobne czynniki, ale w tych wypadkach zalezne od rosliny
zywicielskiej, mogg rowniez wplywaé¢ na charakter sklerocjéw. Na przy-
klad Hoffmann (1959) opisat odmienne tworzenie sklerocjow na
konopiach.

Przytoczone dane wskazujg, ze moga istnie¢ w obrebie gatunku
C. atramentarium typy roéznigce sie pod wzgledem morfologicznym
zaleznie od warunkow wzrostu dostarczanych im przez poszczegélnych
zywicieli.

Acta Agrobotanica — 15
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Charakteryzujac biologiczne wlasciwosci C. atramentarium na pod-
stawie otrzymanych danych i istniejagcych w literaturze stwierdzamy,
ze pod wzgledem wymaganych warunkéw ma on szerokie mozliwosci
rozwojowe. Doskonale jest przystosowany do wykorzystywania bogatych
w wegiel i azot resztek organicznych. Jednoczesnie rozporzadzajac bo-
gatym zasobem enzymoéw (Schmiedeknecht 1956) jest w stanie
rozkladaé bardziej zlozone zwiazki organiczne, np. rozwija¢ sie na podio-
zach o przewazajacej zawartosci celulozy. Jego znaczna szybkos¢ wzrostu
grzybni, do$¢ obfite zarodnikowanie, tatwos¢ kietkowania zarodnikow
i sklerocjow w warunkach wysokiej wilgotnoécei 1 przy sprzyjajace]j tem-
peraturze umozliwiatyby mu szybkie opanowywanie bogatych w zwiazki
weglowodanowe podlozy, gdyz takimi witasnie cechami charakteryzuje
Garrett (1956) tzw. przez niego ,sugar fungi”. Jednakze C. atramen-
tarium prawdopodobnie stracit zdolnos¢ do konkurencji z typowymi
drobnoustrojami glebowymi. Niemoznos¢ wyizolowania go z roztworow
glebowych ¢wiadezy o jego niezdolnoéci do swobodnego wzrostu i roz-
mnazania sie w glebie poza resztkami organicznymi. Istnieja réowniez
w literaturze dane o silnej wrazliwosci tego grzyba na dzialanie antago-
nistyczne innych drobnoustrojow (Ettig 1955 i 58).

Wszystko to przesadza, ze C. atramentarium nie moze by¢ uwazany,
jak czyniag to niektérzy autorzy, np. Bremer (1954), za grzyba glebo-
wego (soil inhabiting fungus wg Garretta), lecz za grzyba porazaja-
cego korzenie (root-infecting).

Grzyb ten nie ma zbyt wielkich mozliwo$ci w warunkach konku-
rencji opanowywania zjawiajacych sie w glebie martwych substancji
organicznych. Za to ma pelna zdolnos$é¢ atakowania zywych korzeni i lo-
dyg roélin. Swiadcza o tym badania mechanizmu infekcji prowadzone
przez Schmiedeknechta (1946) w stosunku do ziemniaka, Ho f {-
manna (1959) w stosunku do konopi i wlasne dla pomidora. Wnika
on przez nie vszkodzone tkanki do tych organéw i jest w stanie przezwy-
ciezy¢ reakcje obronne rosliny.

Zanim przejdziemy do przedyskutcwania jego zdolnogci pasozytni-
czych, wydaje si¢ wskazane rozpatrzy¢ omawiane wymagania rozwojowe
C. atramentarium w powigzaniu z wymaganiami rozwojowymi pomidora.
Poréwnujac wymagania grzyba i pomidora jako zywiciela w stesunku
do temperatury stwierdzamy duzg ich zbieznos¢. C. atramentarium, jak
podaje Schmiedeknecht (1956), jest organizmem higrofilnym, jed-
nakze wydaje sie, ze wysokie wymagania w stosunku do wilgotnosci
odnosza sie glownie do kielkowania zarodnikow i sklerocjow, ewentual-
nie do zarodnikowania w warunkach naturalnych. Koniecznog¢ obfitego
zaopatrywania w wode roéliny-zywiciela, zwlaszcza od momentu zawig-



Colletotrichum atramentarium na pomidorach I 227

zania owocow, stwarza grzybowi mozliwos¢ nagromadzenia w glebie
inokulum i dokonania infekcji.

Charakterystyczne dla C. atramentarium krétkie okresy intensyw-
nego zarodnikowania (Wasilewski i Karakulin 1950) oraz szyb-
kos¢ 1 latwoé¢ przechodzenia w przetrwalnikowa forme sklerocjalng
wigzg sie z zaistnieniem okres$lonego ukladu warunkéw zewnetrznych
wplywajacych na te procesy rozwojowe. Oczywiscie, ze decydujace
znaczenie dla nich ma zaopatrzenie w pokarm. Przy wykorzystywaniu
obfitego zrodia pokarmu odbywa sie szybki rozwéj grzybni i zarodniko-
wanie. W momencie gdy pokarm jest wyczerpany, grzybnia zdazy za-
zwycza] wyksztalci¢ juz utwory przetrwalnikowe — sklerocja, ktore
umozliwiajg organizmowi doczekanie si¢ nowego przyplywu substancji
pokarmowych, jak rowniez i odpowiedniej wilgotnosci, koniecznej dla
rozwoju sklerocjow, zarodnikowania i zainfekowania nowych zrédet po-
karmu. Najnowsze badania (Ettig 1958; Schmiedeknecht 1959)
wskazuja, ze réwniez konidia w warunkach wyczerpania pokarmu i dzia-
fania antagonistycznego sa zdolne do przeksztalcania si¢ w formy prze-
trwalnikcwe — chlamidospory.

Nakreslona charakterystyka rozwoju C. atramentarium odpowiada
jego przebiegowi w roslinie pomidora. Grzyb ten zasiedla najgesciej
warstwe korowg zaréwno korzeni, jak i lodyg obfitujacg w latwo do-
stepny pokarm, po wykorzystaniu ktérego tworza sie w niej sklerocja.
W dalszych partiach tkanek nie rozrasta sie juz tak szybko i obficie,
przenikajac glownie poprzez promienie rdzeniowe o komorkach zywych.
zawierajacych plazme i cienkosciennych. Charakterystyczne jest rzadkie
i krotkie zarodnikowanie w tkankach roglinnych w warunkach natural-
nych. Szczegélnie na lodygach pomidorow zdarza sie tylko w wybitnie
wilgotnej atmosferze.

W swietle rozpatrywanego wplywu warunkéw zewnetrznych na roz-
woj grzyba i Zywiciela wydaja si¢ korzystne dla grzyba, a niepomysine
dla rosliny warunki wysokiej temperatury, pochmurnej pogody i wyso-
kiej wilgotnosci powietrza.

WNIOSKI

1. Stwierdzono do$¢ szeroki zakres warunkéw, w ktoérych grzyb ten
moze sie rozwija¢, zarébwno jezeli chodzi o wartosci pH, granice tempe-
ratur dla wzrostu i kielkowania, jak 1 wymagania pokarmowe.

2. W optymalnych warunkach, szczegélnie temperatury, grzyb od-
znacza sig dose szybkim wzrostem, przyrosty na dobe wynoszg 5—10 mm,

3. Pomimo ze C. atramentarium moze rosnaé¢ na dosé¢ ubogich podlo-
zach, jak bibula filtracyjna czy plewy, to jednak podloza zasobne
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w zwigzki weglowodanowe i azotowe wybitnie sprzyjajg wzrostowi, przy
czym obfitszy i dluzszy jest rozwo6j grzybni przed wytworzeniem sie
sklerocjow.

4. Zaobserwowano, ze wyglad, wielkos¢ i rozmieszczenie sklerocjow,
jak i wyglad samej grzybni silnie zaleza od zasobno$ci w pokarm podtoza
craz innych warunkéw wzrostu, a nie sg zwigzane z pochodzeniem
izolatu.

9. Zarodnikowanie w optymalnych warunkach przebiega szybko
i intensywnie. Gdy zasoby pokarmowe zostana wyczerpane lub nieko-
rzystny stanie si¢ inny czynnik wplywajacy na wzrost, nastepuje two-
rzenie sklerocjow. Okresy zarodnikowania przewaznie sg krotkie.

6. Sklerocja nie wymagajg ustalonego okresu spoczynku, w wa-
runkach wysokiej wilgotnosci latwo kietkujg i moga tworzyé zloza
zarodnikow.

7. Zarodniki kietkujg réwniez tatwo i szybko, przy czym na strzep-
kach rostkowych tworza sie apresoria i nowe zarodniki.

8. Wysokie temperatury (powyzej 30°) wplywaja bardzo nieko-
rzystnie na zywotnos¢ tworzacych sie woweczas zarodnikow.

Pracownia Fitopatologiczna (Wplynelo: 3.11.1961)
Zaktadu Ekologii PAN
Kierownik prof. dr J. Kcchman

SUMMARY

In the years 1956 to 1958 reduced growth, premature dying off, and
the damaging of roots by sclerotia of fungi were reported in tomato
crops from the regions of Warsaw and Lublin. At the same time greenhcuse
tomato crops in the regions of Warsaw and Lodz withered and died off as
a result of severe damage in roots.

Investigations revealed that the destruction of crops was caused by
Colletotrichum atramentarium (B. et Br.) Taub. belonging to the Melan-
coniales, Fungi Imperfecti. Pure cultures of the fungus were isolated
from the roots, stems, and fruit of the tomato plants. There were no
significant differences between the particular isolated cultures in their
morphological traits and developmental properties.

Some biological properties of the fungus grown on artificial culture
media were examined. Experiments on the nutrition requirements of the
fungus showed that, though it could develop on rather poor substrata,
an abundant supply of hydrocarbons and nitrogen compounds very
strongly favoured vegetative growth and sporing, and retarded the
transition to the resting sclerotium form. The richness of the substratum
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had a marked influence on the appearance of the mycelium and the
sclerotia.

As to the utilization of carbon compounds the fungus could develop
on mono- and disaccharides as well as on the more complex hydrocar-
bons. The growth was very vigorous on maltose and saccharose, vigorous
on glucose, mannose and fructose, and weak on xylose; on lactose, galac-
tose, and sugarless media there was no growth.

The next to be investigated were various nitrogen compounds. The
best sources of nitrogen for this as well as for most other fungi were
glutaminic acid, asparagine, glycine, peptone, and urea. It was found that
the fungus assimilated nitrogen in the form of nitrates and of ammonium
compounds (ammonium oxalate). There was no growth on phenylalanine.

The influence of the pH of the substrata on the growth of C. atra-
mentarium were studied on unbuffered nutrient media; the results
indicated that the pH of the nutrients tended to change from extreme
towards medium values, which was specially true in the case of strongly
alkaline media. The growth was vigorous for the pH range 5.0—38.5.

The growth of C. atramentarium took place in the temperature range
0—37°C and was vigorous in the range 18—30°C with the optimum at
24—30°C. Temperature did not affect the appearance of the mycelium
and of the sclerotia, but in extreme temperatures the hyphae did not
grow well and were misshaped. The optimum range of temperatures was
marked by the highest rate of growth. Sporing also was very strongly
influenced by temperature and was abundant within the range 23—28°C;
at temperatures above 30°C spores were very abundantly formed, but
their viability was low.

The germination of spores under conditions of high humidity was
easy and rapid (after only 2 hours); the germination rate of the spores
was nearly 100 per cent. The presence of nutrients favoured germination
and the development of vegetative hyphae. Germination could take place
in the temperature range 4—37°C and proceeded vigorously within the
range 20—30°C with the optimum in the range 28—30°C.

The paper reviews from the assembled evidence on the biological
properties of C. atramentarium the ability of this fungus to saprophytic
development and to parasitism in tomato. The fungus is fully adapted
to tomato as its host.
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