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Summary

The object of the experiment were seeds of two traditional cultivars of yellow
lupin (Juno and Amulet) cultivated in 1999 in two crop-rotation with 20% and 33%
yellow lupine contribution. The quantitative and qualitative composition of the fungal
community colonizing the seeds were determined in the laboratory conditions after
0.5-, 1.5- and 2.5-year of storage time.

In total 1077 fungal colonies were isolated from the lupin seeds. Fungi represen-
ting the species of Penicillium — 29.3%, Alternaria alternata — 26.7% and Rhizopus
nigricans — 12.7% were isolated most widely. Among the fungi pathogenic to lupin, the
species of Colletotrichum gloeosporioides (16.3% isolates) was dominant.

The crop rotation with 20% lupin reduced the number of fungal colonies colo-
nizing the seeds including the pathogens from the species of C. gloeosporioides. Seed
disinfection decreased the total number of fungal colonies isolated from both cultivars.
Higher number of C. gloeosporioides isolates was found in the combination with disin-
fected seeds. More fungal colonies were obtained from seeds of cv. Amulet than from
those of cv. Juno. The storage duration had an effect on the population and the com-
position of species of fungi isolated from seeds of yellow lupine. With longer storage
population of Penicillium spp. and Rhizopus spp. increased, whereas the population of
C. gloeosporioides decreased.
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WSTEP

Uwzgledniajac walory pastewne hubinu zo6ttego oraz mozliwosci wykorzystania
tej rosliny jako dobrego przedplonu o niskich wymaganiach glebowych, coraz czgsciej
uprawia si¢ nowe odmiany tego gatunku z r6znym udziatem w ptodozmianie. W okre-
sie wegetacji juz od najwczesniejszych faz rozwojowych, az do wytworzenia nasion
jest on atakowany przez wiele czynnikéw chorobotwoérczych. Nasiona porazone przez
patogeny stanowia grozne zrodto infekcji roslin w roku nastgpnym. Poznanie struk-
tury zbiorowiska grzybow zasiedlajacych nasiona umozliwia ograniczenie ich wystg-
powania lub wrecz wyeliminowanie, co decyduje o wigkszej zdrowotnosci uprawy.
W literaturze znajdujemy doniesienia (Ostaszewski, 1960; Filipowicz
i Wagner, 1987; Filipowicz, 1989; Pulitz i Atlin, 1992; Faluyi i in.,
1993; Nowicki, 1995; Kurowski i Bieniaszewski, 2001) o prowadzo-
nych tego typu badaniach z nasionami tubinu zo6ltego, waskolistnego i biatego. Auto-
rzy stwierdzili wystgpowanie takich gatunkow grzybow patogenicznych jak: Botrytis
cinerea, Sclerotinia sclerotiorum, Pleiochaeta setosa oraz réznych gatunkéw z rodzaju
Fusarium i Phoma.

Powyzsze argumenty stanowia o celowosci przeprowadzenia badan nad okresle-
niem zbiorowisk grzybow zasiedlajacych nasiona dwoch odmian tubinu zoéltego upra-
wianego w ptodozmianach z jego 20% i 33% udzialem po 0,5-, 1,5- 1 2,5-letnim okresie
ich przechowywania.

MATERIAL I METODY

Badania nad zbiorowiskiem grzybow zasiedlajacych nasiona tubinu zottego prze-
prowadzono na materiale pochodzacym z doswiadczenia w Kociborzu k. Reszla, ze
zbioréw w 1999 roku. Analizowano nasiona dwoch odmian tubinu zo6ttego o niezdeter-
minowanym wzroscie (Amulet i Juno), uprawianych w ptodozmianie z 20% udziatem
hubinu (ziemniak, jgczmien jary, tubin z6tty, zyto ozime, zyto ozime) i z 33% udziatem
(tubin zotty, zyto ozime, jeczmien jary). W laboratorium okreslano sklad ilosciowy
i jakoSciowy zbiorowiska grzybow zasiedlajacych nasiona po 0,5-, 1,5- 1 2,5-rocznym
okresie przechowywania. Nasiona do izolacji grzybow przechowywano w suchym po-
mieszczeniu w temperaturze 12—16°C.

Proby sktadaty si¢ z 200 losowo pobranych z kombinacji dojrzatych, dobrze
wyksztatconych nasion, ktére przed wytozeniem na pozywke PDA dzielono na dwie
réwne partie; odkazane w 0,1% podchlorynie sodu (NaOCI) przez 30 sekund, potem
3-krotnie plukane w sterylnej wodzie oraz na parti¢ nasion tylko ptukanych 3-krotnie
w sterylnej wodzie. Po 7-dniowym okresie inkubacji wyroste kolonie grzyboéw prze-
szczepiano na skosy agarowe i oznaczano przy uzyciu kluczy i monografii (Arx,
1970; Booth, 1971; Ellis, 1971).
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WYNIKI

W wyniku przeprowadzonych trzyletnich badan z nasion tubinu zoéttego otrzy-
mano 1077 kolonii grzybow (tab. 1 i 2). Reprezentowane one byly przez 21 gatunkow
oraz grzyby drozdzopodobne i kultury niezarodnikujace. Liczebnosé grzybow podczas
kolejnych okreséw przechowywania ksztaltowata sie na zblizonym poziomie (ryc.
la), jednak najwiecej uzyskano z nasion analizowanych p6t roku po zbiorze (35,0%
izolatow). Pod wzgledem jakos$ciowym najbogatsze bylo zbiorowisko grzybéw izolo-
wanych z nasion po 1,5-rocznym okresie przechowywania i zidentyfikowano w nim
15 gatunkéw. Najmmniejszg réznorodnoéé gatunkows (8 gatunkow) stwierdzono po
2,5-rocznym okresie skladowania. Z nasion odmiany Amulet izolowano o 7,6% kultur
wigcej niz z nasion odmiany Juno (ryc. 1b).

100%-
100+

80%-+

/ (2.5 roku-year
0.7 |
60% 1 312 O1.5 roku-year 60

/ ’ B0.5 roku-year
40%1

| / “l
20% 35.0

0%

AN

Ryc. 1. Procent grzybéw izolowanych z nasion tubinu zéltego w zaleznosei od:
a. okresu przechowywania b. odmiany

Fig. 1. Percentage of fungi isolated from yellow lupine seeds depending on:
a. storage time b. cultivar
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Tabela 1
Grzyby wyizolowane z nasion tubinu zéttego odmiany Amulet po okresie przechowywania
Table 1
Fungi isolated from seeds of yellow lupine cv. Amulet after storage time
0,5 roku 1,5 roku 2,5 roku
przechowywania przechowywania przechowywania
Gatunek grzyba 0.5-year of storage time | 1.5-year of storage time | 2.5-year of storage time
Species of fungus
20% 33% s 20% 33% z 20% 33% s
I Imf{rjfi I (I 1[I ) O I O O I O I U
Alt_ernaria alternata (Fr.) 0% 17115113174 6| 7 116 10! 39
Keissler
Aureobasidium pullulans 1 1
(de Bary) Arnaud
Bipolaris sorokiniana 1 1
(Sacc.) Shoem.
Botrytis cinerea Pers.
ex Pers. 511 6 1 131711212 2
Chaetomium globosum 2l 2|2 2
Kunze ex Fr.
Cladosporium
cladosporioides (Fres.) 1 1
de Vries
Colletotrichum 28 |10 |28]30] 96 | 1 s 7
gloeosporioides Penz.
Humicolaa grisea Traaen 11 (8 19
Monodictys glauca (Cook 5|5 10
et Harkn.) Hughes
Penicillium spp. 311 4 12|10 21|33 |40 (383249159
Rhizopus nigricans L slal7z|al7]3i2]26|10f13]7 1444
Ehrenberg
Trichoderma hamatum 5 5
(Bon.) Bain
Grzybnie nie ze‘trodnlkuquce 5 612113 1 1
— Non sporulating fungi
Grzyby drozdzopodobne s s
— Yeast-like fungi
Razem — Total 63 |35(59(55]212|33 (442851 ]156]|53(51]39](68]211

20%; 33% — ptodozmian z 20% lub 33% udziatem tubinu zottego
— crop rotation with 20% or 33% of yellow lupine contributions
I — nasiona odkazane — disinfected seeds
II — nasiona nieodkazane — no disinfected seeds
* — liczba izolatow — number of isolates
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Tabela 2

Grzyby wyizolowane z nasion tubinu zéttego odmiany Juno po okresie przechowywania
Table 2

Fungi isolated from seeds of yellow lupine cv. Juno after storage time
. 1,5 roku 2,5 roku
0,5 roku przechowywania . .
przechowywania przechowywania

Gatunek grzyba
Species of fungus

0.5-year of storage time

1.5-year of storage time

2.5-year of storage time

20% 33%

20%

33%

20%

33%

I (1| I (I

I

I

1I

I

1I

I

Alternaria alternata (Fr.)
Keissler

17% (10 (20 [ 15| 62

27120

21

33

8 | 4

Botrytis cinerea Pers. ex
Pers.

2

Chaetomium globosum
Kunze ex Fr.

Cladosporium
cladosporioides (Fres.) de
Vries

Colletotrichum
gloeosporioides Penz.

21 25117 73

Epicoccum purpurascens
Ehrenb. ex Schlecht.

Fusarium equiseti (Corda)
Sacc.

Fusarium oxysporum
Schlecht.

Monodictys glauca (Cook
et Harkn.) Hughes

Mortierella isabelina
Oudemans

Mucor hiemalis Wehmer

Papulaspora sp.

Penicillium spp.

10

26

26

90

Rhizoctonia solani Kithn

Rhizopus nigricans
Ehrenberg

29

Sporotrichum olivaceum
Fries

Trichoderma hamatum
(Bon.) Bain

Trichoderma harzianum
Rifai

Grzybnie nie zarodnikujace
— Non sporulating fungi

Grzyby drozdzopodobne
— Yeast-like fungi

1 1

Razem — Total

45 (27149 | 44 | 165

35154

37

54

180

39

39

25 (50

153

Objasnienia jak w tabeli 1 - Explanations as in table 1
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Wsrod grzybow potencjalnie patogenicznych najczesciej izolowanych z nasion
znajduja sie gatunki: Collefotrichum gloeosporioides — sprawca antraknozy tubinu
i Botrytis cinerea — sprawca szarej plesni Zanotowano pojedyncze izolaty grzybow:
Fusarium oxysporum, E equiseti, Bipolaris sorokiniana i Rhizoctonia solani. Zdecy-
dowanie najwiekszy udzial (47,5% ogétu izolatoéw) stanowily patogeny wyizolowane
z nasion po 0,5-rocznym okresie przechowywania (ryc. 2a). Podczas kolejnych dwoch
terminéw badan liczebnosé patogenéw zmalata do 11,3 i 1,6%. C. gloeosporioides bar-
dzo licznie zasiedlato nasiona po 0,5-rocznym okresie przechowywania (44,8% ogothu
izolatow), sporadycznie po 1,5-rocznym (2,1%), a nie wyosobniono go po 2,5-rocznym
okresie skladowania nasion.
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Ryc. 2. Procentowy udzial najezesciej izolowanych grzybow z nasion tubinu zéltego w zalez-
nosei od:
a. okresu przechowywania

Fig. 2. Percentage of most often isolated fungi from yellow lupine seeds depending on:
a. storage time

W zbiorowisku grzybow zasiedlajacych nasiona tubinu liczny udziat miaty grzy-
by saprotroficzne. W pierwszych dwoch terminach badan licznie izolowano gatunek
Alternaria alternata (od 36 do 41,7% ogélu wyosobnien), a zdecydowanie rzadziej
B. cinerea (od 2,7 do 9,2%). Zbiorowisko grzyboéw z nasion po 2,5-rocznym okresie
przechowywania zdominowaly gatunki z rodzaju Pericillium (68,4% ogdétu izolatow)
i Rhizopus nigricans (20,1%).

Roéwniez odmiany, udziat tubinu w ptodozmianie oraz proces odkazania nasion
ksztaltowaly sktad zbiorowiska grzybow. Odmiana Amulet byla czesciej zasiedlona
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przez grzyby patogeniczne, w tym glownie gatunek C. gloeosporioides (ryc. 2b). Na-
tomiast z nasion odmiany Juno uzyskano przewazajaca liczbe izolatéw B. cinerea oraz
pojedyncze wyosobnienia R. solani i grzybow z rodzaju Fusarium.

Z nasion obydwu odmian fubinu uprawianych w ptodozmianie z jego 20% udzia-
tem wyosobniono o 7,6% mniej izolatéw grzyboéw patogenicznych niz z nasion uzyska-
nych z ptodozmianu z 33% jego udziatem (ryc. 2c).

Proces powierzchniowego odkazania nasion nieznacznie zredukowat liczbe uzy-
skanych izolatow grzybow. Bardziej widoczne réznice zaznaczyly sig¢ pod wzgledem
jakosciowym. Spadla czestotliwos$¢ wystepowania grzybow z rodzaju Penicillium
i R. nigricans odpowiednio o 13,1 i1 6,8% ogdéhi wyosobnien (ryc. 2d). Proces odkazania
nie ograniczyt liczby sprawcy antraknozy lubinu, a wprost przeciwnie — wigksza liczeb-
nosé izolatow C. gloeosporioides stwierdzonow kombinacji znasionami odkazonyminiz
w kombinacji bez odkazania nasion. Swiadczy to o rozwoju C. gloeosporioides réwniez
wewnatrz nasion, a jego lepszy rozwdj na podtozu byl mozliwy po uprzednim zabiciu
w procesie odkazania konkurencyjnych grzybéw bytujacych na powierzchni nasion.
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Ryec. 2. Procent udzial najczesciej izolowanych grzybow z nasion tubinu zdéltego w zaleznosci od:
b. odmiany; c. plodozmianu; d. odkazania nasion

Fig. 2. Percentage of most often isolated fungi from yellow lupine seeds in dependence on:
b. cultivar; c. crop rotation; d. disinfection of seeds

DYSKUSJA

Sposrod 1077 izolatow otrzymanych z nasion dwoch odmian tubinu zéttego
o niezdeterminowanym wzroscie dominujacymi okazaly sie grzyby saprotroficzne:
A. alternata oraz z rodzaju Penicillium 1 Rhizopus. Grzyby patogeniczne byly repre-
zentowane przez gatunki Collefotrichum gloeosporioides 1 Botrytis cinerea, a takze
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pojedyncze wyosobnienia Rhizoctonia solani, Bipolaris sorokiniana i grzybow z rodza-
ju Fusarium. Powyzsze gatunki grzybow izolowali z nasion tubinow: Filipowicz
i Wagner (1987), Filipowicz (1989), Nowicki (1995), Majchrzak
(1998) oraz Kurowski i Bieniaszewski (2001).

W wyniku przeprowadzonych badan wtasnych stwierdzono réznice w zbiorowi-
sku grzybow zasiedlajacych nasiona tubinu w zaleznosci od jego udziatu w ptodozmia-
nie i odmiany. Uprawa tubinu w ptodozmianie z jego 20% udziatem ograniczyta liczeb-
nos$¢ grzybow patogenicznych, w tym C. gloeosporioides. We wcze$niej opublikowa-
nych przez autoréw (Kurowski i in., 2001) badaniach nad zdrowotnoscia tubinu
w okresie wegetacji stwierdzono, ze patogeny silniej opanowaty rosliny w ptodozmia-
nie z 33% udziatem tubinu zéttego, a wigc uzyskane wyniki stanowia potwierdzenie
badan polowych.

Porownujac sktad ilosciowy grzybow zasiedlajacych nasiona obydwu odmian
hubinu wykazano, ze wraz z uptywem okresu przechowywania czg$ciej izolowano
z nich grzyby saprotroficzne z rodzaju Penicillium 1 Rhizopus niz grzyby patogeniczne.
Odmiennie ksztattowata si¢ liczebno$¢ gatunku Alternaria alternata; zdecydowanie
najwigcej izolatow otrzymano po 0,5- i 1,5-rocznym okresie przechowywania nasion,
a po 2,5-rocznym okresie liczebno$¢ grzyba 6-7-krotnie spadta. W doniesieniach z lite-
ratury (Neegard, 1977; Narkiewicz-Jodko, 1986) spotykamy informacje, iz
grzyby z rodzaju Mucor, Penicillium i Rhizopus uznawane sa za grzyby ,,przechowal-
niane”, a ich liczebno§¢ wzrasta podczas przechowywania nasion. Natomiast gatunki
takie jak: A. alternata i grzyby z rodzaju Fusarium, okre§lane mianem grzybow ,,polo-
wych”, najczegsciej izolowane sa z nasion bezposrednio po zbiorze. Réwniez gatunek
C. gloeosporioides, coraz bardziej zagrazajacy uprawom tubinow (Frencel, 2001;
Kurowski iin.,2001;Bieniaszewski i in.,2004), praktycznie zasiedlat tylko
nasiona analizowane po najkrotszym okresie ich sktadowania, nie wliczajac znikome-
go procentu izolatow tego gatunku uzyskanych z nasion odmiany Amulet po 1,5-rocz-
nym przechowywaniu. O zanikaniu C. gloeosporioides w przechowywanym materiale
siewnym pisali wczesniej Kurowski i Bieniaszewski (2001).

Mniej izolatow grzybdw otrzymano z nasion odmiany Juno niz Amulet. Patoge-
niczny gatunek C. gloeosporioides lepsze warunki rozwoju znalazt na odmianie Amulet
i stanowit tu 17,8% ogotu izolatow w stosunku do 14,7% na odmianie Juno. Réwniez
w badaniach polowych odmiana Amulet byla silniej atakowana przez tego patogena
(Kurowski i in., 2001).

Proces powierzchniowego odkazania nasion zredukowat liczebno$¢ grzybow
z rodzaju Penicilium i gatunku R. nigricans. Gatunki patogeniczne C. gloeosporioides
1 B. cinerea czgsciej izolowano z nasion odkazanych, co przemawia za ich rozwojem
wewnatrz nasion.
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WNIOSKI

1. Wraz z wydtuzaniem sig¢ okresu przechowywania wzrastata liczebno$¢ grzy-
béw z rodzajow Penicillium 1 Rhizopus, natomiast malata patogenicznego ga-
tunku Colletotrichum gloeosporioides.

2. Uprawa lubinu w ptodozmianie z jego 20% udzialem ograniczata liczebnos¢

kolonii grzybow zasiedlajacych nasiona, w tym takze sprawcy antraknozy tu-
binu.

3. Odmiana Amulet charakteryzowata si¢ bogatszym pod wzgledem ilosciowym
zbiorowiskiem grzybow w poréwnaniu z odmiang Juno.

4. Powierzchniowe odkazanie nasion nie ograniczato liczby izolatow C. glo-
eosporioides.
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Streszczenie

Przedmiotem badan byly nasiona dwoéch odmian tubinu zoéttego (Juno i Amu-
let) uprawianych w roku 1999 w dwoch ptodozmianach z jego 20% i 33% udziatem.
W laboratorium okreslono sktad ilosciowy zbiorowisk grzybéw zasiedlajacych nasiona
po 0,5-, 1,5-12,5-rocznym okresie przechowywania.

Z nasion tubinu otrzymano ogdtem 1077 kolonii grzybdéw. Do najliczniej izolo-
wanych nalezaty grzyby z rodzaju Penicillium — 29,3%, Alternaria alternata — 26,7 %
i Rhizopus nigricans - 12,7% ogétu wyosobnien. Wsrdd grzybdw patogenicznych dla
tubinu dominowat gatunek Colletotrichum gloeosporioides — 16,3%.

Uprawa tubinu z jego 20% udzialem w ptodozmianie ograniczata liczeb-
nos¢ kolonii grzybow zasiedlajacych nasiona, w tym takze patogenicznego gatunku
C. gloeosporioides. Proces odkazania nasion zmniejszyt ogolna liczbg kolonii grzybow
izolowanych z nasion obydwu odmian, w tym gtéwnie z rodzaju Penicillium oraz ga-
tunku Rhizopus nigricans. Wigksza liczebno$¢ izolatow C. gleosporioides stwierdzono
w kombinacji z nasionami odkazanymi. Odmiana Amulet charakteryzowata si¢ bogat-
szym pod wzgledem ilosciowym zbiorowiskiem grzybow w poréwnaniu z odmiana
Juno. Czas przechowywania miat wplyw na liczebnos¢ i sktad gatunkowy grzybow
izolowanych z nasion tubinu zo6ltego. Wraz z wydtuzaniem sig okresu przechowywania
wzrastala liczebnos$¢ grzybow z rodzaju Penicillium i Rhizopus, natomiast zdecydowa-
nie malata grzyba C. gloeosporioides.
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