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Summary

Laboratory experiment were caried out to isolate fungi from the seeds of goat rue
cultivated with and without fertilization. Additionally, kind of medium (PDA and
mineral medium) and mean of preparation seeds, were factors differentiated number
of fungi.

Species such as Alternaria alternata (51,6%) and Botrytis cinerea (20,4% of total
colony) were isolated from seeds most frequently. From combination without
fertilization 7,2% more isolates were obtained. Mineral medium and superficial
disinfection of seeds had reducing influence on number of isolates,
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WSTEP

Rutwica wschodnia, obok takich roélin jak koniczyna i lucema, nalezy do
motylkowatych wieloletnich. Jako roélina alternatywna moze by¢ uprawiana
z przeznaczeniem na paszg. Charakteryzuje sie wysoka zawartoécia biatka tak w czedci
wegetatywnej jak i w nasionach. W okresie wegetacji na rutwicy wschodniej
stwierdzono wystgpowanie nielicznych choréb (Cwalina-Ambroziak
iin., 1999).
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Nasiona roélin stanowia liczace si¢ Zrodlo patogendow. Z nasionami
powszechnie sa przenoszone grzyby z rodzaju Fusarium, Botrytis cinerea, Sclerotinia
sclerotiorum (Filipowicz 1989; N o wic ki, 1995). Poznanie zatem skiadu
gatunkowego grzybow zasiedlajacych nasiona daje mozliwo$¢ wyeliminowania ich,
a zarazem podniesienia zdrowotnosci roslin.

Celem przeprowadzonych badan byta ocena mikologiczna nasion rutwicy
wschodniej.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono w latach 1997 — 1999 na obiekcie dos§wiadczalnym
Katedry Chemii Rolnej Uniwersytetu Warminsko — Mazurskiego, zlokalizowanym
w Balcynach na glebie kompleksu pszennego. Doswiadczenie zatoZono metodg
losowanych blokow w czterech powtorzeniach. W badaniach fitopatologicznych
uwzgledniono kombinacje: bez nawozenia (kontrola) i z nawozeniem (dawka startowa
N - 30 kg/ha — saletrzak magnezowy, P,O, — 120 kg/ha — superfosfat, K, — 240 kg/ha
— s6l potasowa). Materiat badan stanowity losowo pobrane dojrzate nasiona, w ilosci
400 sztuk z kazdej kombinacji. Izolacje grzybow zasiedlajacych nasiona
przeprowadzano na dwoch rodzajach pozywek; glukozowo-ziemniaczane;j
i mineralnej (L a ¢ i ¢ o w a, 1970). Z analizowanej préby nasion bezposrednio na
pozywke wyktadano 100 nasion — trzykrotnie ptukanych w sterylnej wodzie,
a pozostate 100 nasion przed wytozeniem dezynfekowano w 50% alkoholu etylowym
i w sublimacie 0,01% po 30 sekund, po czym 3-krotnie plukano w sterylnej wodzie.
Po 7-dniowym okresie inkubacji w temperaturze 22°C wyrosle grzyby przeszczepiano
na skosy agarowe, a nastgpnie oznaczano do gatunkéw.

WY NIKI

Podczas badan laboratoryjnych z nasion rutwicy wschodniej otrzymano
ogotem 1444 kolonii grzybow (tab. 1, 2 i 3). Liczebnos¢ izolatéw w poszczegblnych
latach mozna okresli¢ jako srednia. Najwigksza liczbg wyosobnien otrzymano w roku
1998 (42,3%) w stosunku do najubozszego 1997 (23,8% ogétu izolatow). Nie
stwierdzono natomiast wigkszych roznic w skladzie gatunkowym grzybow.
Najliczniej izolowany z nasion gatunek Alternaria alternata stanowit 51,6 % ogétu
kolonii (rys.1). Pozostate grzyby saprofityczne zasiedlajace nasiona to: Epicoccum
purpurascens (6,1%), Cladosporium cladosporioides (2,8%), Rhizopus nigricans
(2,3%) oraz gatunki z rodzaju Penicillium (2,6%). Wsrod grzybow patogenicznych
duzy udzial w ogolnej liczbie izolatow stanowit gatunek Botrytis cinerea (20,4%).
Zdecydowanie mniej wyosobniono grzybéw z rodzaju Fusarium (3,2%), w obrebie
ktorego zidentyfikowano nastgpujace gatunki: najczesciej izolowane F. culmorum
i F. oxysporum oraz nieliczne F. avenaceum, F. equiseti i F. solani. Sporadycznie
wystepowaly Phoma medicaginis i Sclerotinia sclerotiorum.



Tabela 1. Grzyby wyizolowane z nasion Galega orientalis w 1997 roku

Tablel. Fungi isolated from seeds of Galega orientalis in 1997

Poizywka glukozowo - ziemniaczana FDA Pozywka mineralna Mineral medium
Nawozenie Bez nawozenia Nawozenie Bez nawozenia
Grzyby Fertilization Without fertilization Ogotem Fertilization Without lertilization
Rl Odkaiane | odtusine | Odkatane odkatene a | Odiane | ockamne | Odkasane | odiame | Ogétem
3 Total azane | odkazane azane | odkazane
Disinl'cc— Np dli.\'in- Dis_in{uu- \U dli.\'inA l)is.infcu— Nrg (I‘i\\'in- Dislinl'uc- \Ao d_isin- Total
tion lection tion fection tion lection lion lection
Acremonium charticola (Lindau) W. Gams 2 | 1 4 2 | | 4
Alternaria alternata (Fr.) Keissler 21 31 28 37 117 17 21 15 24 77
Arthrinium sphaerosphermum Fuckel 1 1 1 2 3
Ascochyta spp. 1 1 1 1 2
Aureobasidium pullulans (De Bary) Arnaud 1 1 1 1 2 1 S
Botrytis cinerea Pers. =) 8 7 11 31 2 5 3 6 16
Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries 2 2 2 1 1 4
Epicoccum purpurascens Ehrenb. ex Schlecht. 2 2 1 5 3 2 4 3 12
Fusarium avenaceum (Fr.) Sacc. 1 1
Fusarium culmorum (W.G.Sm.) Sacc. 1 1 1 1
Fusarium oxysporum Schlecht 1 1 2 2 2
Paecilomyces lilacinus (Thom) 1 2 3 2 2 2 1 7
Penicillium spp. 2 1 3 1 3 1 1 6
Rhizopus nigricans Ehrenberg 2 3 5 2 1 1 4
Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary 2 2 1 1
Trichocladium asperum Harz 1 1
Grzyby drozdzopodobne — Yeast — like fungi 1 2 3 1 3 4 8
Grzyby niezarodnikujace — Non sporulating fungi 2 1 3 1 1 3 5
Ogoétem — Total 38 47 45 56 186 32 43 36 46 157
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Tabela 2. Grzyby wyizolowane z nasion Galega orientalis w 1998 roku
Table 2. Fungi isolataed from seeds of Galega orientalis in 1998

Pozywka glukozowo - ziemniaczana PDA Pozywka mineralna Mineral medium
Nawozenie Bez nawozenia Nawoienie Bez nawozenia
Grzyby Fentilization Withou! fertilization | ¢\ 1. Fertilization Without fertilization
Fung! Odkazane odeai?Z.nc Odkazane ndeui?Z.nc : Odkaian odlfif Odkz |:»d!?ﬁ'(E Ogotem
: Total e azane azuane azane
Dis_inl‘ec- Np d‘isin- Dis_in!'uc- No d.isin- Disinfec- Nf’ dlisin- Dis_ini'cu- No d_isin- Total
tion lection lion fection tion lection tion lection
Acremonium charticola (Lindau) W. Gams 3 1 4 1 1
Alternaria alternata (Fr.) Keissler 40 59 32 63 214 38 53 41 46 178
Arthrinium sphaerosphermum Fuckel 1 1 2
Ascochyta spp. 1 1 1 3 2 2
Aureobasidium pullulans (De Bary) Arnaud 1 1 1 1 2
Botrytis cinerea Pers. 11 12 19 46 1 8 11 17 37
Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries 1 3 1 11 1 1 2 1 5
Epicoccum purpurascens Ehrenb. ex Schlecht. 3 3 7 2 14 4 21 41
Fusarium avenaceum (Fr.) Sacc. 1 2 3 1 1 1 3
Fusarium culmorum (W.G.Sm.) Sacc. 2 2 4 2 2
Fusarium oxysporum Schlecht 1 1
Paecilomyces lilacinus (Thom) 1 1 2
Penicillium spp. 2 3 10 1 3 1 5
Rhizopus nigricans Ehrenberg 7 2 9 1 1
Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary 2 2 1 1
Trichocladium asperum Harz 1 1
Grzyby drozdzopodobne — Yeast — like fungi 2 1 1 1 2
Grzyby niezarodnikujace — Non sporulating fungi 4 2 6 10 1 18
Ogotem — Total 64 88 77 98 27 56 83 71 90 292
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Tabela 3. Grzyby wyizolowane z nasion Galega orientalis w 1999 roku

Table3. Fungi isolated from seeds of Galega orientalis in 1999

Poiywka glukozowo - ziemniaczana PDA Poizywka mineralna Mineral mediom
Nuawozenie Bez nawozenia Nawozenic Bez nawozenia
Grzyby Fertilization Without fertilization Ogélemn Fertilization Without fentilization Ciablam
Fungi Nie _ Nie Nie Nie
= Odkazane | odkazane | Odkazane | odkaiane Total Odkazane | odkaiane | Odkazane | odkazane Total
Disinlec- | No disin- | Disinlec- | No disin- Disinfec- | No disin- | Disinlec- | No disin-
lion fection tion lection tion lection tion fection

Alternaria alternata (Fr.) Keissler 18 23 26 23 90 14 25 11 21 71
Aureobasidium pullulans (de Bary) Amaud 3 3 2 8 1 2 1 4 8
Botrytis cinerea Pers. 19 31 22 32 104 10 15 14 22 61
Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries 5 1 2 3 11 2 2 4 8
Epicoccum purpurascens Ehrenb. ex Schlecht 3 4 2 2 11 1 3 8 12
Fusarium avenaceumn (Fr.) Sacc. 1 1 2

Fusarium culmorum {(W.G.Sm.) Sacc. 1 3 4

Fusarium oxysporum Schlecht 1 3 3 7 1 2 1 4
Fusarium poae (Peck) Wollenweber 1 1 2 1 2 3
Paecilomyces lilacinus (Thom) 1 2 2 5 1 1
Penicillium spp. 4 3 7 4 3 7
Rhizopus nigricans Ehrenberg 7 3 10 2 2 4
Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary 1 3 4 1 1 2
Grzyby drozdzopodobne — Yeast — like fungi 4 2 3 2 11 7 4 4 3 18
Grzyby niezarodnikujace — Non sporulating fungi 1 I 2 4 6
Ogolem — Total A3 71 69 §4 277 36 59 38 72 205
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Z nasion rutwicy uprawianej w kombinacji bez nawozenia otrzymano o 7,2%
wiecej kolonii grzybéw w pordwnaniu z kombinacja z nawozeniem (rys. 2a).
Czgsciej izolowano tutaj, tj. z uprawy bez nawozenia, potencjalnie patogeniczne
gatunki z rodzaju Fusarium i Botrytis cinerea.

Rodzaj podtoza modyfikowat liczebnosé zbiorowiska grzybow. Pozywka
glukozowo-ziemniaczana sprzyjala rozwojowi grzybow, a wyroste na niej kolonie
stanowity 54,7% ogdtu wyosobnien (rys. 2b). Uboga w sktadniki pokarmowe
pozywka mineralna ograniczata wystepowanie grzybow z rodzaju Botrytis, Fusarium,
Alternaria 1 Rhizopus.

Odkazanie nasion zmniejszylo ogolna liczebnos¢ kolonii grzybow.
Najwickszy spadek liczby izolatéw w poréwnaniu z kombinacja bez odkazania byt
obserwowany w przypadku Botrytis cinerea i wynosit 4,3% (rys. 2c).

Rekapitulujac, nie stwierdzono wigkszych réznic w skiadzie gatunkowym
grzybow uzyskanych w poszczegolnych latach. Mozna to wyttumaczy¢ podobnymi
warunkami meteorologicznymi w badanych sezonach wegetacyjnych. Natomiast
zmiany w liczebnosci izolatdéw pomigdzy kombinacjami uwzgledniajacymi rodzaj
uprawy, poditoza i sposob odkazania nasion, sugeruja wptyw tych czynnikéw na
rozwaj grzybow.

DYSKUSJA

Wyniki przeprowadzonych badan dowodzg licznego zasiedlenia nasion
rutwicy przez grzyby. Do najczesciej izolowanych nalezaty: Alrernaria alternata,
Botrytis cinerea, Cladosporium cladosporioides, Epicoccum purpurascens oraz
grzyby z rodzaju Fusarium. Okresla si¢ je mianem ,,grzybow polowych”. W literaturze
znajdujemy doniesienia o powszechnym wystepowaniu tych grzybéow na nasionach
wielu ro§lin motylkowatych (Simay, 1994;Marcinkowska,1997;Saber iin.,
1998; Sinha iin., 1999). Do najliczniej izolowanych nalezat gatunek Alternaria
alternata, ktory stanowit 51,6% ogotu izolatow. Grzyb ten uznawany jest jako staby
patogen. Wedlug G r z e | a k (1977), grzyb Alternaria alternata wytwarzajacy
metabolit alternariol, powoduje pogorszenie wartosci siewnej nasion roslin mo-
tylkowatych.

Sposrod grzybow potencjalnie patogenicznych o charakterze polifagicznym
izolowano Botrytis cinerea, grzyby z rodzaju Fusarium i Sclerotinia sclerotiorum,
Dominujacym gatunkiem okazat si¢ Botrytis cinerea, a jego udziat wérdéd ogdtu
kolonii wynosit 20,4%. Grzyby z rodzaju Fusarium i Sclerotinia sclerotiorum
wystapity nielicznie. Wedlig Filipowicza(1989)iNowickiego (1995) grzyby
le sg przenoszone z nasionami. Takze Trus z k ow s k a iin. (1971) oraz
Narkiewicz-Jodko i Schneider(1983)z nasion koniczyny czerwonej
najczgsciej wyosobniaty Botrytis anthophila, jak tez gatunki Alternaria alternata
i Stemphylium botryosum.

Grzyby z rodzaju Penicillium znane sa ze wzglgdu na powszechne
wystgpowanie i duze whadciwodci enzymatyczne. W badaniach wlasnych otrzymano
nieliczne izolaty tych grzybow.,
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Grzyby wystepujace na nasionach rutwicy wschodniej (Galega orientalis Lam.)

Streszczenie

Przeprowadzone badania laboratoryjne dotyczyly izolacji grzybow

zasiedlajacych nasiona rutwicy wschodniej uprawianej w kombinacji z nawozeniem
i bez nawozenia. Dodatkowo czynnikami réznicujacymi liczebno$¢ grzybéw byly:
rodzaj podioza (pozywka glukozowo-ziemniaczana i mineralna) oraz sposob
przygotowania materiatu (nasiona odkazane i nie odkazane).
Do najczgscie] izolowanych z nasion nalezaty gatunki: Alternaria alternata (51,6%)
i Botrytis cinerea (20,4% ogétu wyosobnierl). Z kombinacji bez nawozeniem
otrzymano o 7,2% izolatéw wigcej. Pozywka mineralna i proces odkazania nasion
miaty redukujacy wplyw na liczbe izolatdow,
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Rys. 1. Grzyby wyizolowane z nasion Galega orientalis (Lam.)
Fig. 1. Fungi isolated from seeds of Galega orientalis (Lam.)
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