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Badania czernienia lodyg koniczyny czerwonej
na terenie wojewddztwa olsztynskiego

Study of the black stem disease of red clover in the Olsztyn districkt

HELENA WOJCIECHOWSKA

W wojewddztwie olsztynskim koniczyna czerwona (Trifolium pra-
tense L. var. sativum Schreb.) jest podstawowg rosling pastewng. Areatl
upraw tej rosliny zajmuje znaczne obszary 1 stale jest zwiekszany ze
wzgledu na potrzeby hodowlane regionu olsztynskiego. Czynniki glebo-
wo-klimatyczne ziem polnocno-wschodnich sprzyjaja uprawie koni-
czyny czerwonej na mase zielong, jak tez dla uzyskania materiatu siew-
nego z miejscowych ekotypow.

Z wydajnoscia plonéw Scisle wiagze sie zdrowotnos$é upraw koni-
czyny. Na plantacjach koniczyny czerwonej, badanych przez autorke
w latach 1965—67 w wojewodztwie olsztynskim, zwrécono uwage na
czeste wystepowanie objawow chorobowych, ktéorych najbardziej cha-
rakterystycznag cecha bylo silne czernienie lodyg w okresie pelnej we-
getacji oraz wytwarzanie piknidiéw grzyba z rodzaju Phoma, na mar-
twym materiale roslinnym w okresie przedwiosennym.

W literaturze fitopatologicznej autorzy amerykanscy opisali czernie-
nie lodyg koniczyny czerwonej, a takze niektérych innych roslin motyl-
kowych, jako chorobe ,black stem” lub ,spring black stem”. Choroba
ta w Stanach Zjednoczonych moze powodowaé powazne straty ekono-
miczne. Johnson i Valleau (1933) opisali epidemiczne porazenie
koniczyny czerwonej ta chorobg w stanie Kentucky w USA., Wymie-
nieni autorzy podali blizszy opis choroby i stwierdzili, ze sprawcag jest
grzyb Phoma trifolii E. M. Johnson i Valleau. Nazwa byla zaakcepto-
wana przez kilku autoréw i znalazla sie w powszechnym uzyciu.

Jednak w nowszych opracowaniach roézni autorzy zaproponowali
kilka innych nazw dla tego grzyba. W Stanach Zjednoczonych rozpatry-
wano zagadnienie podobienstwa grzybow wywolujacych czernienie lodyg
koniczyny i lucerny. Poglady réznych autoréw nie byly zgodne. J o hn-
son 1 Valleau (1933), a nastepnie Schenck i Gerdemann
(1956) uznali je za odrebne gatunki. Ellingboe (1959, 1959b) po
przeprowadzeniu blizszych badan poréwnawczych uznal, ze na koniczy-
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nie i lucernie wystepuje ten sam gatunek grzyba, ktory oznaczyl jako
Phoma herbarum West. var. medicaginis Fckl. Edmundsi Hanson
(1960) rowniez wyrazali poglad, ze przyczyng objawow czernienia lodyg
koniczyny i lucerny jest ten sam gatunek grzyba i oznaczyli go jako
Ascochyta imperfecta Peck. Autorzy Boerema, Dorenbosch
i Lefferin (1965) przeprowadzili studia poréwnawcze nad patoge-
nami czernienia lodyg koniczyny, lucerny oraz askochytozy grochu
(Ascochyta pinodella C. K. Jones) na podstawie materialow z Ameryki
i Europy. Autorzy ci wypowiedzieli sie za tym, ze patogeny lucerny
i koniczyny sg roznymi gatunkami, natomiast na grochu i koniczynie
wystepuje identyczny gatunek, ktory nazwali Phoma medicaginis var.
pinodella (L. K. Jones) Boerema.

W Europie podaje sie wystepowanie grzyboéw: na lucernie Ascochyta
imperfecta Peck. (Czaplinska 1963), na koniczynie Phoma trifolii
E. M. John. i Valleau. W literaturze europejskiej grzyby te sg podawane
jako slabe pasozyty atakujace zywiciela znajdujacego sie w niekorzyst-
nych warunkach zyciowych. W przeciwienstwie do sytuacji w Stanach
Zjednoczonych choroba czernienia lodyg w Europie nie byla uwazana
za wazng ekonomicznie. W Polsce nie prowadzono badan nad Phoma
trifolii E. M. John., Valleau na koniczynie.

W pracy niniejszej autorka badata rozpowszechnienie i stopien pora-
zenia koniczyny czerwonej choroba czernienia lodyg, izolowala pato-
gena powodujgcego chorobe i sprawdzala jego patogenicznos¢ w sto-
sunku do koniczyny.

BADANIA TERENOWE

Badaniami objeto rosliny wykazujgce czernienie lodyg, szyjki korze-
niowej i gornych partii korzenia oraz czarng plamistos¢ ogonkéw i bla-
szek lisciowych. Na porazonych roslinach wystepowalto ponadto stopnio-
we wiedniecie i opadanie lisci.

Chorobe koniczyny czerwonej, ktora jest przedmiotem niniejszych
badan, autorka okreslila nazwa czernienia lodyg, gdyz byly to sympto-
my najbardziej typowe i zwracajgce uwage.

Stopien porazenia upraw koniczyny dana chorobg okreslano procen-
towo. W kilku wytyczonych punktach obserwacyjnych poszezegolnej
plantacji (od 3 do 5) poddawano blizszemu przeglgdowi 100 roslin, obli-
czajgce liczbe roslin z objawami czernienia lodyg.

Badania przeprowadzono na jedenastu plantacjach koniczyny czer-
wonej zlokalizowanych w pieciu powiatach wojewodztwa olsztynskiego.
W tabeli 2 przedstawiono spis poszczegdlnych miejscowosci z uwzgled-
nieniem takich danych o plantacji jak wiek koniczyny, terminy obser-
wacji i zbioru materialu oraz stopien porazenia roslin. W tabeli 3 za-
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mieszczono charakterystyke warunkéw uprawowych i glebowych dla
czterech najbardziej szczegolowo badanych plantacji.

Warunki ekologiczne woj. olsztynskiego wplywajg w zdecydowany
sposéb na rozwoj patogenow grzybowych. Wiekszos¢ plantacji koni-
czyny czerwonej zlokalizowana byla na glebach gliniastych, lekkich
i $rednich a takze brunatnych, przewaznie kwasnych. Uprawy te polo-
zone byly na terenach odmiennych morfologicznie o znacznej roznicy
wzniesien czesto w sasiedztwie duzych zbiornikéw wodnych, bagnisk lub
rozleglych Igk i lasow.

Klimat olsztynski (tab. 1) w stosunku do innych dzielnic kraju
odznacza sie duzg zmiennoscig, najnizszym naslonecznieniem i wysokim
stopniem zachmurzenia. Jedna z jego gléwnych cech jest znaczna wil-
gotnosé, o czym swiadczg wartoSci sum miesigeznych opadow, a takze
duza ilos¢ dni z opadami. Jest to jeden z najzimniejszych obszaréow
nizinnych Polski, o najkrotszym okresie wegetacji, gdyz przymrozki
wiosenne moga wystepowaé do 15 czerwca, a weczesne przymrozki je-
sienne juz w pierwszej dekadzie pazdziernika. Jednoczesnie klimat
opisywanych rejonoéw charakteryzuje sie przedluzajaca sie wiosng i je-
sienig trwajgcg nieraz do polowy grudnia. Znane sg tez dluzsze okresy
ocieplen w $rodku zimy, jak w roku 1966, a nastepnie nawrot mrozow
i opadoéw s$niegu. W okresie wiosennym i jesiennym wystepujg silne
wiatry.

Jak wynika z tabeli 2 czernienie lodyg w woj. olsztynskim jest
chorobg wystepujaca powszechnie na plantacjach koniczyny. Stopien
porazenia koniczyny zawieral sie w granicach 9—55% i byl uzalezniony
od wieku plantacji, jej lokalizacji i warunkéw glebowo klimatycznych.
Na plantacjach trzyletnich porazenie koniczyny wynosilo 30—42%, na
dwuletnich 12—27%. Na koniczynie jednorocznej w Pozortach w okresie
jesiennym 1967 stwierdzono 9% roslin z objawami czernienia lodyg, na-
tomiast na nasiennej plantacji koniczyny pierwszorocznej badanej w ro-
ku 1966 w Bartgzku wystapilo az 55% roslin porazonych. Plantacja
koniczyny w Bartgzku zlokalizowana byla bezposrednio przy wielolet-
niej plantacji nasiennej lucerny porazonej czernieniem lodyg. W tych
warunkach porazona lucerna stala sie zrodlem infekeji dla mlodej plan-
tacji koniczyny.

Rozwdj choroby czernienia lodyg przedstawial sie nastepujgco:
w rozetkach koniczyny (1, 2 i 3-letniej), rozwijajgcych sie po zejsciu
sniegu, w okresie przedwiosennym, zamierala znaczna ilos¢ listkow (od
10 do 50%), a takze niektore mlode pedy. Na blaszkach lisSciowych zja-
wialy sie liczne, bardzo drobne (0,5—2 mm) brunatnoczarne plamki,
ktére czesto (ryc. la) zlewaly sie tworzac wieksze sczerniale powierzch-
nie wskutek czego liScie wiedly i obumieraly. Na ogonkach lisciowych
powstawaly brunatnoczarne smugi roznej wielkosci, cze$¢ ogonka bez-



List of red clover plantations investigated for the symptoms of black stem disease

Tabela 2 — Table 2
Zestawienie plantacji koniczyny czerwonej objetych badaniami nad wystepowaniem objawow czernienia lodyg

Stopien |
Wiek | pora- | Liczba roslin
Powiat Miejscowosé Uprawa p‘lr::a::}i Daty zbioru roslin zenia pob?:g:: do
sstri i | Date of plant collection Degree
Distriot Locality Crop plan- : ¥ coree of No. of plants
tation infection takes for study
_ | :
Bartgzek Koniczyna czerwona 3 ‘ 145, 29.5, 18.6, 7.7.1965 35 28
+ trawy I
Red clover + grasses ‘
Bartgzek Koniczyna czerwona 1 | 28.6, 20.7, 17.10.1966 55 10
w czystym siewie, |
nasienna ]
Red clover alone [
for seed :
Olsztyn Dywity Koniczyna czerwona 2 21.3, 10.4, 11.6, 13.7.1965 25 30
+ tymotka
Red clover + tymothy
Koniczyna czerwona 2 15.2, 17.3, 8.5, 14.10.1965 27 25
w czystym siewie
Red clover alone
Nowy Dwor | Koniczyna czerwona 3 25.2, 10.3, 10.4, 5.6, 20.10.1966 42 18
w czystym siewie
Red clover alone
Balcyny Koniczyna czerwona | 12.6, 26.7, 5.10.1965, .30 27
Ostréda . + trawy | |
Turznica Red clover + grasses 2 E24."1'.196(’5 : 12 4
- i e =
Koniczyna czerwona |
Bartoszyce - Bukowiec + trawy 2 | 24.7.1966 19 5
[ Red clover + grasses
Koniczyna czerwona |
| Braniewo | Gronowo + trawy 2 | 17.7.1966 |20 5
| Red clover + grasses I
. Koniczyna czerwona |
;;dzbark o — + trawy 2 17.7.1966 17 9
arH, Red clover + grasses
miasto Kortowo | Koniczyna czerwona 3 15.5, 20.7, 8.10.1967 | 38 12
town | w czystym siewie , [
Olsztyn Pozorty Red clover Bloné 1 205, 25.7, 20.11.1967 ‘ 9 32




Tabela 3 — Table 3
Warunki uprawy i nawozenia koniczyny czerwonej na kilku wybranych plantacjach

Cultivation end fertilization conditions on several selected red clover plantations

i
|
|
|
|
[
|
|
|

] . | [
Wiek | Hok I Obszar Przedplon l Gslzﬁd I s | Uprawa
Miejscowosé plantacji Dbsel;" w ha Forecrop | — Nav.v?zen'le crop
Locality Age of | waci | 00 pg tallow opis pH | Fertilization cultivation
plantation | Year | kind |
Nowy Dwor | 9_letnia | 1965 | 0,1 | ugor | gliniasta 53 | obornik i poglowne koniczyna
2-year | fallow lekka | nawozenie czerwona
| 3-letnia 1866 | light | farm manure and W czystym
3-year g | clayey | top dressing siewie
| ' | P — 20 kg, red clover
! K — 30 kg/ha alone
| Bartazek | 3-letnia 1965 | 24,0  buraki gliniasta | 8—1 | okopowe na oborniku koniczyna
| 3-year | jeczmien lekka ' ! 350 g/ha czerwona
| | jary srednia ‘ wapnowanie 15 g/ha + trawy
5 | beet ciezka | pod jeczmien jary red clover
| | spring light | root crops on farm + grasses
. barley clayey | manure liming under
medium I spring barley
heavy | N — 30 kg, P — 35 kg, ‘
: | K — 50 kgha ;
' Dywity | 2-letnia i 1965 0,9 ziemniaki ‘ gliniasta ' 55 - l okopowe na oborniku koniczyna l
| | 2-year i owies | ciezka | =65 350 g/ha czerwona !
i potatoes | heavy l wapnowanie 12 g/ha + tymotka '
| i | | | clayey | root crops on farm red clover |
; | | manure liming + tymothy |
3 [— IR | ISRV S| S — | e ==
| Baleyny 3-letnia | 1965 12,3  buraki ‘ gliniasta | 55— | okopowe na oborniku koniczyna ‘|
3-year ' jeczmien | érednia | =7.5| 350 g/ha czerwona i
jary i ciezka | | wapnowanie 15 g/ha + trawy |
_ . beet ' medium | pod jeczmien jary red clover |
| spring | clayey | root crops on farm + grasses |
; | | | barley and heavy manure liming under '
‘ | | i spring barley
= ' | N — 30 kg, P — 35 kg,
! ' - ! | K — 50 kg/ha
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posrednio pod blaszka lisciowa czerniala i przewezala sie, a lis¢ zamie-
ral (rye. 1b). Na wiosne i w lecie w miare wzrostu roslin zjawialy sie
na lodygach liczne ciemnobrunatne lub czarne, gladkie, nie wglebione
plamy zlewajgce sie stopniowo w zwarta, blyszczaca powierzchnie.
W zaleznosci od stopnia porazenia czernialy albo tylko dolne partie
lodyg, albo réwniez érodkowe, a nawet gérne.

Przy wykopywaniu takich roslin, szczegélnie w trzecim roku ich
zycia, obserwowano sczernienie i suchg zgnilizne korowej czesci gor-
nvch partii korzenia.

W koncu zimy i bardzo wczesng wiosng na obumartych sczerniatych
lodygach rozwijaly sie poczatkowo pod epidermg liczne, drobne piknidia,
przedostajgce sie¢ nastepnie na zewnatrz. Z dojrzalych piknidiéow przez

ot b

Rve. 1. Patogeniczne dzialanie Phoma trifolii E. M. John. Valleau na liscie
koniczyny
@ — plamki na blaszkach lisciowych; b — przewezenia i smugi na ogonkach lisciowych
Pathogenic action of Phoma trifolii E. M. John., Valleau on red clover leaves
a — lesions on leaf blades; b — nerrows and streaks on petioles

otworek na szczycie wyplywatly liczne, drobne zarodniki sklejone $luzo-
watg substancjg. Piknidia posiadaty wymiary 90—110w., Zarodniki bez-
barwne, jednokomoérkowe, owalne, cylindryczne lub fasolkowato zgiete,
roznej wielkosei: 1,7—3,7 X 4,5—7,8 .

BADANIA LABORATORYJNE

Badania laboratoryjne przeprowadzono na materiale roslinnym
zbieranym na wszystkich plantacjach w réznych terminach (tab. 2). Do
izolacji grzybow patogenicznych uzywano zdezynfekowanych inokulow
z korzeni, szyjki korzeniowej, lodyg, ogonkéw i blaszek lisciowych. Do
dezynfekeji materialu izolacyjnego stosowano 50% alkohol etylowy
i 0,1% wodny roztwoér sublimatu przy zroéznicowanym czasie dzialania
tych odezynnikéw na poszezegblne organy rosliny:
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Czas (w sek.) zanurzania, w alkoholu, w sublimacie

Szyjki korzeniowe. 20 5
- Korzenie 20 10
Lodygi 20 4
Ogonki lisciowe 10 3
Blaszki liSciowe 5 2

Po dezynfekcji inokula oplukiwano trzykrotnie w destylowanej,
sterylnej wodzie, obcinano ich konce zachowujac aseptyke i ukladano
po 6 na zestalong pozywke ziemniaczano-glukozowg uprzednio zakwa-
szong i rozlang do plytek. Plytki z inokulami trzymano w termostacie
w temperaturze 18—20°C, a w miare wyrastania grzybéw przenoszono
je przez odszczepianie na skosy agarowe tej samej pozywki. Z kolei
sporzgdzano kultury jednozarodnikowe grzybéw metoda wielokrotnych
rozcienczen wodnych. Grzyby z rodzaju Fusarium okreslano stosujgc

Tabela 4 — Table 4
Zestawienie gatunkow grzybow wyizolowanych z koniczyny czerwonej
z objawami czernienia lodyg, ze wszystkich plantacji badanych
w woj. olsztynskim w latach 1965—1967
List of species of fungi isolated from red clover with symptoms
of black stem disease from all the plantations investigated in
the Olsztyn District in the years 1965—1967

| Miejsce pobrania i liczba wyloz. ino- | |

| | kuléw | Ra-
| [ Site of collection and No. of £EI, |
| __ inoculamade | liezbaj
| izola- |
Lp. Gatunek grzyba ! szyjki og}:)in—i tow |
No. | Eungal species Rl Wl P liscio-| liscie | Total |
| | nie rzen. No. cf |
| ! . stems we | leaves
| | roots root o isola- ‘
| : necks petio-| |
[ | les | tes .
; 68 96 138 | 22 | 32 36 |
1 Phoma trifolii 4* ! 18 34 13 | 17 86 i
2 | Ascochyta trifolii 3 — 6 ‘ 2 11
3 Kabatiella caulivora — — 3 - | = 3
4 Fusarium avenaceum 1 15 5 — l — 21
5 Fusarium avenaceum i 3 — [ — 1
var. herbarum 9
6 Fusarium oxysporum = 2 1 - = 3
var. trifolii }
7 Fusarium anguiodes - 3 3 —_— —- 6
8 | Alternaria tenuis 2 6 6 - [ - 14
9 | Hormodendron olivaceum 2 i = = I = 2 |
10 | Botrytis cinerea — 1 4 - | 1 6 |
11 | Trichoderma lignorum — 3 = — | - 3
12 Trichoderma koningi —_ 2 — = = 2

* Liczba wyizolowanych kultur grzyba
No. of fungus culture isolated
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metody zalecane przez Raillo (1950). Inne grzyby okreslano przy po-
mocy kluczy i opracowan monograficznych (Gilman 1957, Grove
1953; Johnson i Valleau 1933; Kuprewicz 1954; Kursa-
now iinni 1954; Miniajewa 1952; Neergard 1945; Raben-
horst 1901; Bitaj 1955; Wollenweber i Reinking 1935).

Do hodowli grzybéw uzywano nastepujacych pozywek:

1) pozywka Czapek-Doxa,

2) pozywka glukozowo-ziemniaczana: wywar z 200 g ziemniakéw, 16 g glukozy,
20 g agaru, uzupelnienie do 1000 ml woda destylowana,

3) ziemniaczana (wg Raitltlo),

4) ziemniaczana zakwaszona (wg Raillo),

5) sterylizowana kostka ziemniaczana (wg Raitlto).

W warunkach laboratoryjnych, przy pomocy lupy i mikroskopu,
badano lodygi koniczyny z wytworzonymi piknidiami grzyba na ma-
teriale zbieranym z upraw z koncem zimy lub bardzo wczesng wiosna.

Synteze badan nad izolacjg grzybow przedstawia tabela 4. Wsrod
grzyboéw wyizolowanych z koniczyny porazonej czernieniem lodyg do-
minowal gatunek Phoma trifolii Johnson i Valleau (1933). Grzybnia
patogena znajdowala sie pod epiderma, glownie w miegkiszu korowym.
W korzeniach uszkodzonych mechanicznie grzybnia wnikala glebie]
i spotykano ja w rdzeniu, a czasem w wigzkach przewodzacych.

Wszystkie inne wyizolowane gatunki grzybéw wystepowaly w znacz-
nie mniejszej ilosci. Sposréd gatunkow rodzaju Fusarium najobficiej
reprezentowany byl gatunek Fusarium avenaceum (Fr.) Sacc. i Fusarium
avenaceum var. herbarum (Cdaw.) Sacc. Stosunkowo liczniejszy byl
udzial gatunku Alternaria tenuis Nees ex Wallr.

Wyizolowane gatunki grzybéw przedstawiono w porzadku systema-
tyeznym. Podano blizszy opis dla najczesciej izolowanego gatunku Pho-
ma trifolii, najblizszego systematycznie gatunku Ascochyta trifolii,
sprawcy antraknozy koniczyny Kabatiella caulivora (Kirchn.) Karak
oraz dla wszystkich gatunkéow z rodzaju Fusarium ze wzgledu na ich
zmiennosé.

FUNGI IMPERFECTI

SPHAEROPSIDALES

Phoma trifolii E. M. Johnson, Valleau (1933)
svn: Phoma herbarum West. var. medicaginis Fckl (1869), Ascochyta imperfecta
Peck. (1912), Phoma medicaginis var. pinodella (Jones) Boerema (1965).

Mtloda grzybnia na agarze ziemniaczano-glukozowym byla dobrze
lub stabo rosngca, bialorézowa, niska, rozwijajaca sie koncentrycznie. Po
uplywie 5—7 dni kolonia ciemniata poczynajac od czesci centralnej,
tworzge promieniscie rozchodzgce sie smugi brunatnoczarne. W star-
szych kulturach grzybnia powietrzna szara, nieregularnie rozmieszczona,
podzielona, o grubosci strzepek 2,5—4,0 w. Grzybnia substratowa ciem-
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nobrunatna, podzielona, o grubosci strzepek 3,2—5,3 . Chlamydospory
pojedyncze lub w krotkich lancuszkach, okraglawe lub nieco wydluzone
z ziarnistg zawartoscig, grubosciene o wymiarach 7,5—18,0u. W agarze
ziemniaczano-glukozowym po 5—8 dniach wytwarzaja sie liczne, drob-
ne, okraglawe piknidia pograzone nieco w substracie. Piknidia sg po-
czatkowo jasne, nastepnie brunatniejgce, osiggaja wymiary 60—135w.

&

O

Sher
S5 5

Ryc. 2. Zarodniki konidialne Phoma trifolii E. M. John., Valleau
Conidial spores of Phoma trifolii E. M. John., Valleau

Rye. 3. Powstawanie krysztalow soli mineralnych w kulturze Phoma trifolii
E. M. John., Valleau na pozywce ziemniaczano-glukozowej

Formation of mineral cristal in the culture of Phoma trifolii E. M. John., Velleau
on potato-glucose medium

Na szczycie dojrzalych piknidiéw tworzy sie okrggle ujscie, przez ktore
wydobywaja sie w formie wstegi liczne bezbarwne konidia pograzone
w Sluzowatej substancji. Konidia sg jednokomorkowe z 1 lub 2 kropel-
kami tluszczu, owalne, cylindryczne, elipsoidalne, roznej wielkosci
1,5—3,5 X 45—8,4n (ryc. 2). Zaledwie w kilku przypadkach stwier-
dzono obecnos¢ konidiow dwukomérkowych.

W starszych kulturach agarowych tworzyly sie charakterystyczne
drzewiaste wykwity z krysztaléw soli mineralnych (rye. 3).

Na pozywce Czapek-Doxa grzyb rozwijal sie wolniej.

Ascochyta trifolii Bond., Trus.

Grzybnia powietrzna na agarze ziemniaczano-glukozowym ciemno-
szara do czarnej, dobrze rosngca, puszysta, od 3 do 5 mm wysoka. Spod
kolonii czarny. Piknidia kuliste, brunatnoczarne, zaglebione w substracie
z otworkiem na szczycie o wymiarach $rednicy od 120 do 150 w. Koni-
dia bezbarwne z 1 przegroda, cylindryczng, zaokrgglone na koncach
o wymiarach 12,9—21,8 X 3,6—5,7 1.
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MELANCONIALES

Kabatiella caulivora (Kirchn.) Karak.

Kolonia na agarze ziemniaczano-glukozowym niska, sluzowata o bla-
dorézowym zabarwieniu. Masowo powstajgce zarodniki tworza sie na
powierzchni pozywki jako matowe, bakterio-podobne naloty. Konidia
zebrane sg w rozetkach lub tworzga sie pojedynczo na koncach mniej lub
wiecej rozszerzonych, krotkich trzonkach konidialnych. Zarodniki sg
bezbarwne, jednokomoérkowe, sierpowate lub proste z zaokraglonymi
koncami o wymiarach 3,3—6,2 X 8,5—22,5u. W starszych 30—40-dnio-
wych kulturach wystepuja czarne piknidio-podobne ciata owocowe
o wymiarach 115—135 > 130—180uw. Zarodniki powstajace w tych
owocnikach sg bezbarwne, jednokomorkowe, elipsoidalnie zgiete o wy-
miarach 1,4—5,6 X 6,2—20,0 w.

HYPHOMYCETES

Fusarium avenaceum (Fr.) Sacc.

(Sekeja: Roseum)

Grzybnia na agarze ziemniaczano-glukozowym stabo lub dobrze
rosngca, biala przechodzgca w odcien purpurowy. Spod kolonii ciemno-
karminowy. Na powierzchni pozywki liczne sporodochia barwy zolto-
pomaranczowej. Na agarze ziemniaczanym zwyklym i kwasnym grzyb-
nia powietrzna biala, nikla, pajeczynowata. Zabarwienie ryzu zolte
i ochrowozolte. Skleroty barwy karminowej. Makrokonidia w sporodo-
chiach i grzybni powietrznej eliptycznie wydluzone, réwnowaskie na
znacznej dlugosci z nitkowato wydluzonymi komorkami koncowymi
z wyraznymi nozkami u podstawy. Przewazaja zarodniki z pieciu prze-
grodami o wymiarach 3,5—4,5 X 50—65uw, a ich komoérki wierzchol-
kowe majg dlugosé 13—18 u. Mikrokonidiéow i chlamydospor brak.

Fusarium avenaceum (Fr.) Sacc. var. herbarum (Cda.) Sacc.

(Sekcja: Roseum)

Cechy morfolegiczne kolonii zblizone do Fusarium avenaceum. Od-
miana ta wyroznia sie makrokonidiami, gdyz komérka wierzchotkowa
jest znacznie krotsza niz u wyzej wymienionego gatunku i nie prze-
kracza 1,5—2 razy dlugosci komorek srodkowych, a mianowicie wynosi
9,2—13 u. Makrokonidia z 5 przegrodami majg wymiary 3,3—4,2 X 40—
69 u. Mikrokonidia i chlamydospory nie wystepuja.

Fusarium oxysporum Schl. var. trifolii (Jacz.) Raillo

(Sekcja: Elegans)

Grzybnia powietrzna na agarze ziemniaczano-glukozowym nikla,
biata. Spoéd kolonii fioletowy. Pionnoty slomkowo brudne. Zabarwienie
ryzu roézowopurpurowe, miejscami przechodzace w odcien liliowy. Ma-
krokonidia eliptycznie zgiete lub prawie proste ze stopniowo zwezajaca
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sie komorka gorna, u podstawy z nodzkag lub bez. Przewazaly konidia
z 3 przegrodami: 3—4,4 X 22—38 u poza tym wystepowaly z 4 przegro-
dami: 4—4,5 X 35—50u, z 5 przegrodami: 4—5 X 45—50n. Mikrokoni-
dia zebrane w glowki, bardzo liczne z 0—2 przegrodami, owalne i sier-
powato zgiete. Chlamydospory obficie wystepujace: koncowe, srod-
strzepkowe lub $rédzarodnikowe, pojedyncze lub w tancuszkach.

Fusarium anguioides Sherb.

(Sekeja: Arthrosporiella)

Grzybnia powietrzna na pozywce ziemniaczano-glukozowej bialawo-
rozowa, przechodzgca w odcien pomaranczowy. Spoéd kolonii pomaran-
czowy z purpurowymi plamami. Zabarwienie ryzu zolte z rdzawobru-
natnymi pietnami. Sporodochia pomaranczowe. Makrokonidia wydlu-
zone, rownowaskie, elipsoidalnie zgiete, silnie zwezone na obu koncach
z bardzo wydluzong komorka gorna i z nozka u podstawy. Przewazaja
makrokonidia z 5 przegrodami: 3,3—4,5 X 38—47u, poza tym wystepuja
4-przegrodowe: 3—4,5 X 35—40w, z 6 i 7 przegrodami: 3,3—5 X 44—70 .
Mikrokonidia nieliczne z 1—3 przegrodami. Chlamydospory tworzg sie
sporadycznie w makrokonidiach.

Alternaria tenuis Nees. ex. Wallr.
Hormodendron olivaceum (Corda) Bonorden
Botrytis cinerea Pers. ex Fr.

Trichoderma lignorum (Tode) Harz.
Trichoderma koningi Oud.

BADANIA PATOGENICZNOSCI PHOMA TRIFOLII

Patogeniczne dzialanie Phoma trifolii na koniczyne czerwong badano
w ciggu dwu lat (1966—1967) stosujgc serie doswiadczen wazonowych
w hali wegetacyjnej (tab. 5). Do wysiewania w wazonach stosowano na-
siona koniczyny czerwonej, pochodzgce z poprzedniego sezonu wegeta-
cyjnego. Nasiona odkazano zanurzajac do 50% alkoholu ma 2 min., do
0,1% wodnego roztworu sublimatu na 3 min., nastepnie plukano je
w jalowej wodzie destylowanej w 3 naczyniach, pozostawiajac w ostat-
nim na przecigg godziny. Do infekowania koniczyny uzyto 6 roznych
szezepow Phoma trifolii wyizolowanych w roku poprzedzajacym dane
doswiadczenie. Przy planowaniu doswiadczenia korzystano z literatury
(Rawlins 1933; Johnson i Valleau 1933; Schenck i Ger-
demann 1956; Edmunds i Hanson 1960), wprowadzajac wiasne
uzupelnienia.

Kultury grzybow hodowano na agarze ziemniaczano-glukozowym,
na ryzu (wg Raillo 1950), na mieszaninie ziemno-kukurydzianej:
2 objetosci ziemi, 1 objetosé grubo mielonej kukurydzy i 1,5 objetosci
wody. Do doswiadezen uzyto wazonow o srednicy 30 em (w r. 1966)
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i o $rednicy 18 cm (w r. 1967). Ziemie umieszczano w wazonach i stery-
lizowano w autoklawie w temp. 120°C pod ci¢nieniem 2 atmosfer przez
2 godz.

Przeprowadzono nastepujace infekcje:

1. Zakazanie grzybem przez zraniong szyjke korzeniowa

a. Koniczyne hodowano na sterylizowanej ziemi z odkazonych na-
sion. Do badania uzyto 30-dniowych zdrowych roslin. W do$wiadczeniu
uwzgledniono trzy powtdrzenia i kontrole. Przy zakazaniu roslin ste-
rylng igla preparacyjng zadrapywano szyjke korzeniows, po czym na-
kiadano papke sporzadzong z 30-dniowej ryzowej kultury grzyba i talku.

b. Koniczyne hodowano na nie sterylizowanej ziemi z odkazonych
nasion. Doswiadczenie przeprowadzono podobnie jak w punkcie a.

2. Zakazanie grzybem przez nie uszkodzong szyjke korzeniowa

a. Koniczyne hodowano na sterylizowanej ziemi z odkazonych na-
sion. Podobnie jak w doswiadczeniu 1-ym infekowano 30-dniowe zdrowe
rosliny, stosujgc trzykrotne powtérzenie i wydzielajae rosliny kontrolne.

Ryc. 4. Patogeniczne dzialanie Phoma trifolii E. M. John. Valleau wywolane
przez zakazenie podloza
K — roSliny kontrolne; Ph. tr. — siewki koniczyny porazone grzybem.
Pathogenic action of Phoma trifolii E. M. John., Valleau on red clover seedlings

(infection of the medium)
K — control plants, Ph. tr. — red clover seedlings infected with the fungus

Inokulum zlozone z ryzowej kultury grzyba i talku wykladano na nie
uszkodzong szyjke korzeniows.

b. Koniczyne hodowano na nie sterylizowanej ziemi z odkazanych
nasion. Caly tok doswiadczenia przeprowadzono podobnie jak w punk-
cie a.
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Doswiadezenie 1 i 2 zalozono 26.VI, a zakonczono 29.1X.1966 roku.
Liczbe roslin uzyta do doswiadezen wykazano w tab. 5.

3. Zakazanie podloza

Z wysterylizowanych wraz z ziemig doniczek zdejmowano 3 cm
gorng warstwe gleby i wprowadzano 1 cm warstwe kultury grzyba wy-
hodowanego na mieszaninie ziemno-kukurydzianej. Polowg wybranej
ziemi przesypywano grzybnie przerastajaca mieszaning, po czym wy-
kladano odkazone nasiona koniczyny przykrywajac je reszta wybranej
z wazonu ziemi. Doswiadczenie wykonano w 3 powtorzeniach, czwarta
partia roslin byla kontrolna.

4. Opryskiwanie roslin zarodnikami grzyba.

Wyhodowano 6-tygodniowe koniczyny z odkazonych nasion na ste-
rylizowanej ziemi i 30-dniowe kultury grzyba na agarze ziemniaczano-
glukozowym. Z kultur grzyba przygotowano zawiesing zarodnikow,
uzywajac jalowej wody destylowanej. Stezenie zawiesiny wynosilo po
50—60 zarodnikow w polu widzenia mikroskopu przy powiekszeniu 600 <.
Bezposrednio przed doswiadczeniem opryskano rozpylaczem woda de-
stylowang wszystkie rosliny i po otrzasnieciu z wody opryskano zawie-
sing zarodnikéw uzywajac po 10 ml na 30 roslinek. Warunki wilgotnoéci
powietrza po dokonanym zabiegu byly niekorzystne dla procesu infekcji
w tym doswiadczeniu, gdyz rosliny pozostawaly w otwartej, przestron-
nej hali wegetacyjnej.

Doswiadczenie przeprowadzono w 3 powtérzeniach 1 zostawiono
rosliny kontrolne spryskane czysta woda destylowang.

Doswiadczenie 3 i 4 przeprowadzono w czasie od 6.VII do 10.I1X.1967
roku.

Wyniki wszystkich do$wiadczen przedstawiono w tabeli 5. W bada-
niach ujawnilo sie silne patogeniczne dzialanie grzyba Phoma trifolii.
Przy infekowaniu koniczyny kultura grzyba na zraniong szyjke korze-
niowa (dosw. 1) porazeniu ulegly wszystkie rosliny doswiadczalne. Wy-
stapilo poczernienie podstawy lodygi i gérnej czeéci korzenia gléwnego,
a w miejscu naklucia rozwijata sie sucha zgnilizna powodujaca znaczne
przewezenie szyjki korzeniowej. Cze$¢ nadziemna rosliny zawsze jednak
byla mocno ztaczona z korzeniem i roslina nie zamierala, rozwdéj jej jed-
nak byl znacznie stabszy w stosunku do roslin kontrolnych. Przy spo-
rzadzaniu przekrojow poprzecznych przez szyjke korzeniowa i korzen
zainfekowanej koniczyny w miejscu najbardziej porazonym mozna byio
stwierdzi¢, ze grzybnia Phoma trifolii znajdowala sie glownie w war-
stwach zewnetrznych kory pierwotnej i tylko w pewnych przypadkach
mozna ja bylo znaleZé w rdzeniu i naczyniach.

Przy wykladaniu inokulum grzyba na nie zraniong szyjke korze-
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niowg koniczyny porazenie patogenem bylo stabsze, szczegoélnie na nie
sterylizowanej glebie (dosw. 2). Na zainfekowanych roslinach wystapito
sczernienie podstawy ltodygi i szyjki korzeniowej, a takze gornej partii
korzenia. W kilku przypadkach obserwowano przewezenie szyjki korze-
niowej. .

Z roslin do$wiadczalnych pobierano reprezentatywne egzemplarze
i przeprowadzono reizolacje, w wyniku ktorej otrzymano kultury Phoma
trifolit. Grzybowi towarzyszylo pare saprofitow, ktérych blizej nie
okreslano.

Szczeg6lnie silne dzialanie patogeniczne grzyba ujawnilo sie przy
wyrastaniu roslin z zakazonego podloza (dosw. 3), gdyz porazeniu ulegly
wszystkie roslinki, a 86,6% siewek w ogoéle zamarlo (ryc. 4). Prowadzone
co 4—5 dni obserwacje wykazaly, ze cze$¢ roslin nie wzeszla, czeéé za-
mierala wkrotce po wykielkowaniu, a cze$¢ pozostawala przy zyciu
z objawami zgorzeli szyjki korzeniowej. Przeprowadzone reizolacje wy-
kazaly, ze sprawca porazenia byl grzyb uzyty do infekowania.

W doswiadczeniu 4 roéwniez stwierdzono dodatni wynik infekeji,
chociaz procent roslin zainfekowanych byt niski ze wzgledu na nieod-
powiednie warunki temperatury i wilgotnosci. Prowadzone co 3 dni
obserwacje wykazaly, ze w poczatkowym okresie powstawaly na lisciach
i ogonkach lisciowych liczne, bardzo drobne czarne plamki, ktore
stopniowo powiekszaly sie. Po trzech tygodniach plamy tworzyly smugi.
Reizolacje potwierdzily obecnos¢ Phoma trifolii.

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

W wyniku przeprowadzonych izolacji ustalono, ze patogenem czer-
nienia todyg koniczyny czerwonej na badanych uprawach byt grzyb
znany od 1933 roku pod nazwa Phoma trifolii. E. M. Johnson i Valleau.
Stanowit 50,9% wszystkich wyizolowanych kultur.

Jak podano we wstepie w ciggu ostatnich kilkunastu lat ukazalo sie
w literaturze fitopatologicznej kilka prac poswieconych zagadnieniom
taksonomicznym tego gatunku. Dyskusja (Schenck i Gerdemann
1956; Ellingboe 1959; Edmunds i Hanson 1960; Boerema,
Dorenbosch i Leffering 1965) na temat wlasciwej nazwy dla
tego grzyba nie osiggnela jeszcze koncowego etapu. Wiekszosé autorow
uznala jedynie, ze grzyb nalezy do rodzaju Phoma i odrzucila uzywana
uprzednio nazwe rodzajowa Ascochyta.

Brewer i Boerema (1963) pedali nowe kryteria, na podstawie
ktorych mozna odréznié rodzaje Ascochyta i Phoma przy zastosowaniu
badan elektronowo mikroskopowych. Wedlug tych autorow zarodniki
rodzaju Phoma powstajg przez paczkowanie, a rodzaju Ascochyta tworzg
sie jako wyrostki z komoérki macierzystej.
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Zgodnie z doniesieniami wiekszosci autoréw, w badaniach wlasnych
stwierdzono, ze Phoma trifolii charakteryzowal sie tworzeniem koni-
diéw jednokomorkowych, a dwukomérkowe wystepowaly w znikomej
ilosci, ponadto grzyb wyizolowany z czerwonej koniczyny byl bardzo
zmienny w kulturach i tworzyt roézna ilosé piknidiéw.

Obserwacje z niniejszej pracy nad wplywem warunkéow klimatyez-
nych na rozw6j czernienia lodyg sa potwierdzeniem badan Johnsona
i Valleau (1933), a nastepnie innych autorow.

Mozliwosé przenoszenia sie patogena czernienia lodyg z lucerny,
a takze z innych motylkowych na koniczyne i odwrotnie byla doswiad-
czalnie stwierdzona przez Schencka i Gerdemanna (1956),
Ellingboe (1959), Edmundsa i Hansona (1960) oraz Boe-
rema i wspolautorow (1965). Eksperymenty tych autoréw z inokulacja
wykazaly, ze izolaty patogenow z poszezegoélnych roslin motylkowych
byly bardziej patogeniczne dla zywiciela, z ktérego pochodzity, anizeli
dla innych pokrewnych gatunkow z tej rodziny. Edmunds i Han-
son (1960) podaja, ze sposrod 37 gatunkow roslin motylkowych inoku-
lowanych izolatami z koniczyny 23 gatunki wykazaly objawy czernienia
todyg.

Stopien porazenia plantacji koniczyny czerwonej wzrastal wraz z jej
wiekiem. Na trzyletnich plantacjach bylo wieksze rozprzestrzenienie
i nagromadzenie patogena, jak rowniez silniej porazone byly po-
szczegolne rosliny, wskutek kumulowania sie uszkodzen. Na takich
uprawach wiosng tworzyly sie puste place wskutek wypadania roslin.
Rosliny posiadaly sczerniala szyjke, korzeniowag i wydawaly ostabiona
rozetke ze zmniejszong liczbg lodyg i lisci. Gorna czesé korzenia byla
catkowicie sczerniala, przewaznie z objawami suchej zgnilizny warstwy
korowej. Mimo to, przed ostatecznym jej zniszczeniem, czesé nadziemna
byla silnie zlgczona z czeScig podziemna. W tym stadium w dziele cal-
kowitego zniszczenia rosliny bralty udzial rowniez inne gatunki grzybow,
a przede wszystkim Fusarium avenaceum, Fusarium avenaceum var.
herbarum, Fusarium oxysporum var. trifolii i Fusarium anguioides.

Jednym z wyizolowanych grzybow byl gatunek Ascochyta trifolii
Gerasimowa i Miniajewa (1960) podaja, ze grzyb ten jest
sprawcg askochytozy koniczyn i powoduje na terenie Zwigzku Radziec-
kiego znaczne straty. Udzial tego grzyba w porazeniu koniczyny na
badanych w niniejszej pracy terenach byl stosunkowo nieduzy. Sposrod
grzybow pasozytniczych koniczyn wyizolowano roéwniez kilkakrotnie
Kabatiella caulivora, sprawce antraknozy.

Obserwacje przeprowadzone w niniejszej pracy nad rozwojem Phoma
trifolii na koniczynie zgadzaja sie z tym co podaja inni autorzy. Roz-
woj grzyba rozpoczynal sie z koncem zimy (luty, marzec) wytworzeniem
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piknidiow na obumartych, sczernialych lodygach. Masowo wytwarzane
konidia infekowaly mlode pedy i liscie koniczyny. Patogeniczne dziala-
nie grzyba rozpoczynalo sie weczesng wiosng i trwalo przez caly okres
zycia rosliny. Johnson i Valleau (1933) podkreslaja, ze najsil-
niejsze niszczace dzialanie Phoma trifolii zachodzilo wiosna, a wyste-
pujace poézniej czernienie lodyg, ktore jest najezesciej obserwowanym
objawem, powoduje wzglednie male uszkodzenia. Obserwacje wlasne
potwierdzaja ten poglad. Wedlug Johnsona i Valleau wrazliwe
odmiany koniczyn catkowicie tracily liscie, nie wytwarzaly mtlodych
pedow i masowo ginely. Odporne odmiany koniczyn byly mniej zaata-
kowane, lodygi czernialy do pewnego stopnia, a zamieraly tylko przy-
padkowe pedy, ogonki i blaszki lisciowe, wzglednie w krancowych
przypadkach cale rosliny.

Doswiadczenia ze sztucznym infekowaniem koniczyny izolatami
Phoma trifolii wykazaly, ze patogen powoduje zamieranie siewek, pora-
za korzenie, liScie, ogonki liSciowe oraz lodygi w réznych stadiach roz-
wojowych rosliny. Otrzymane wyniki wlasne potwierdzily doniesienia
z literatury (Schenck, Gerdemann 1956; Ellingboe 1959a;
Edmunds, Hanson 1960).

Najbardziej sprzyjajacymi czynnikami dla rozwoju choroby sa
zageszczone uprawy w czystym siewie, bliskie sgsiedztwo innych wielo-
letnich upraw roslin motylkowych, niedokladny sprzet roslin po poko-
sach, bez$niezne niezbyt ostre zimy oraz przedluzajace sie chlodne
1 wilgotne wiosny i jesienie, a takze ciezka kwasna gleba.

WNIOSKI

1. W wojewddztwie olsztynskim na plantacjach koniczyny czerwo-
nej badanych w latach 1965—67 stwierdzono powszechne wystepowa-
nie choroby czernienia lodyg, okre$lanej w literaturze amerykanskiej
jako ,black stem” lub ,spring black stem”.

2. Stopien porazenia koniczyny czerwonej czernieniem lodyg za-
wieral si¢ w granicach 9—55% i byl zalezny od wielu plantacji, sasiedz-
twa z innymi roslinami motylkowymi oraz od warunkow glebowo-kli-
matycznych.

3. Sprawcg czernienia lodyg koniczyny czerwonej byl grzyb opisany
przez Johnsona i Valleau w r. 1933 jako Phoma trifolii spec. nov.

4. Stwierdzono patogeniczne dzialanie izolatébw Phoma trifolii na
drodze sztucznego infekowania sterylnie hodowanej koniczyny czerwo-
nej. Infekowano patogenem poprzez zraniong, a takze nie uszkodzona
szyjke korzeniowsa, zakazanie podloza i opryskiwanie zawiesing zarod-
nikow.
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5. Czernienie lodyg jest chorobg powodujaca straty ekonomiczne na
uprawach koniczyny czerwonej w wojewodztwie olsztynskim. Stwier-
dzono wypadanie siewek, zamieranie lisci, oslabienie, szybsze starzenie
i obumieranie roslin.

Katedra Ochrony Roélin (Wplynelo dn. 8.5.1968 r.)
Zaktad Fitopatologii
Wuyzszej Szkoty Rolniczej
w Olsztynie

SUMMARY

On the plantation of red clover inspected in the period 1965—1967 in Olsztyn
district black-stem disease was found. The amount of injury to plants on differ-
ent plantations ranged from 9 to 55% and was determined by the age of the
plantation, the neighborhood of other leguminous plants and climatic conditions.
It was found on examination that black-stem disease of red clover was caused
by the fungus Phoma trifolii E. M. Johnson, Valleau. The synonymy of the fungus
is as follows: Phoma herbarum West. var. medicaginis Fckl., Ascochyta imperfecta
Pec., Phoma medicaginis var. pinodella (L. K. Jones) Boerema.

Inoculation experiments confirmed the pathogenicity of Phoma trifolii to red
clover.

In the Olsztyn district the black stem disease is regarded as economically
important.

The pathogenic organism caused root rot and damping-off lesions on seedlings
and extensive lesions on leaves and stems.
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