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thianum and fungi of the genus Fusarium, Acta Mycologica 11 (2):79-91, 1975.

Bean seeds were analyzed for infection by Colletotrichum lindemuthia-
num and fungi of the genus Fusarium using the method of isolation on mal-
tose medium and by means of planting the seeds in moist sand. 38 samples
of seeds from various varieties of beans were examined. Both methods proved
to be suitable for the detection of fungi, but the percentage of seeds infected
by Colletotrichum lindemuthianum and fungi of the Fusarium genus can be
estimated more precisely by determining the number of infected seedlings
obtained from material planted in the sand. On the agar medium used the
growth of Colletotrichum lindemuthianum and fungi from the Fusarium
genus was impossible due to other fungi present in the plant material.
Treatment of the bean seeds with a low temperature (—16°C for 12 hours)
in necessary before using the method of isolation on maltose medium.

WSTEP

Dobre plonowanie roélin uprawnych zalezy w duzym stopniu od do-
boru zdrowego materialu siewnego. Ocena przydatnosci nasion do wy-
siewu, a wiec i ich zdrowotnoéci, prowadzona w Stacjach Oceny Nasion
opiera sie na wynikach analiz zalecanych przez ISTA (International Seed
Testing Association). Podejmowanie jednak badarn nad udoskonalaniem
stosowanych obecnie metod do analizy sanitarnej materialow siewnych
oraz opracowaniem nowych jest wciaz sugerowane przez fitopatologow
(Limonard 1967; Thomson 1970; Neergan = 1870). Wynika
to glownie z koniecznosci ustalania faktycznego zakazania nasion przez
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patogeny, ktore przenoszgc si¢ przez material siewny przekazuja choroby
z jednej generacji roslin na druga.

Powazne zagrozenie chorobowe upraw fasoli w Polsce wynikajgce
z wysiewu nasion zakazonych przez Colletotrichum lindemuthianum
i grzyby z rodzaju Fusarium (Lacicowa. Filipowicz. Macho-
wicz 1973) nakazuje przeprowadza¢ dokladng analize fitopatologiczng
materialu siewnego tej ro§liny. Zachodzi zatem potrzeba zalecenia do
praktycznego stosowania najbardzie] przydatnej metody do oceny pora-
Zzenia.

MATERIAL I METODY BADAN

Badania przeprowadzono na 38 probach kwafilikowanego materialu
siewnego roznych odmian fasoli z lat zbioru 1969, 1970 i 1971, Na pod-
stawie wynikow analizy mikologicznej stwierdzono w wybranych pro-
bach czeste wystepowanie Colletotrichum lindemuthianum i grzybow
z rodzaju Fusarium (Lacicowa, Filipowicz, Machowicz 1973).
Z kazdej proby materialu siewnego wydzielano 60 nasion z brunatnymi
plamami na powierzchni i 60 nasion normalnie zabarwionych. Doswiad-
czenia przeprowadzono metoda szalkowa wvkladajae nasiona na zesta-
long pozywke maltozowa (Lacicowa, Filipowicz, Machowicz
1963) oraz rownolegle — na wysterylizowany, wilgotny piasek kwarcowy
0 40% pojemnosci wodnej (Colbry 1970).

W doswiadczeniu pierwszym z kazdej proby wykladano na 10 szalek
Petriego po 30 nasion normalnie zabarwionych i po 30 nasion z brunat-
nymi plamami na powierzchni (po 6 sztuk na szalkg). Po 7 dniach prze-
trzymywania szalek w temperaturze 22°C oceniano poraZenie nasion.
Uwzgledniono rowniez kombinacje, w ktorej wyloZone na pozywke na-
siona, po 48 godzinach przetrzymywania w temperaturze 22°C, pod-
dawano 12- lub 24-godzinnemu dzialaniu temperatura —5°C, —10°C
i —16°C (60 nasion w kazdym zakresie temperatury).

Po uplywie tego czasu przenoszono analizowany material do warun-
kow pierwotnych i postepowano z nim tak, jak z nasionami nie potrak-
towanymi temperaturg ujemna.

Doswiadczenie drugie przeprowadzono w takich samych kombina-
cjach jak pierwsze, wykladajac nasiona powierzehniowo odkazone (L a-
cicowa, Filipowicz, Machowicz 1973) do piasku w blasza-
nvch pojemnikach. Nasiona umieszcezano na glebokosci 2 em zachowujae
miedzy nimi pieciocentymetrows odleglod¢. Po wylozeniu ich przykry-
wano pojemniki szklanymi plytami i przetrzymywano w temperaturze
20—22°C na $wietle rozproszonym, po czym przez 10 dni notowano liczbe
siewek i obserwowano ogdélna zdrowotno$é roslin. Doswiadczenie zlikwi-
dowano po 11 dniach, siewki wydobyto z piasku i poddano analizie
makroskopowej. Wybrane czedci siewek z objawami chorobowymi wylo-
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zono do komor wilgotnodciowyeh (Lacicowa, Filipowicz 1969)
dla uzyskania na powierzchni analizowanego materialu roslinnego wege-
tacji grzybow,

Ponadto sposrod grzybow zasiedlajacych material siewny fasoli wy-
typowano siedem gatunkow uznanych za chorobotworeze dla tej rosliny
oraz osiem gatunkow saprofitycznych (tab. 1), w celu zbadania ich wza-
jemnego oddzialywania (Lacicowa 1973).

PRZEBIEG 1 WYNIKI BADAN

W badaniach dysponowano 19 probami, w ktérych znajdowaly sie
nasiona porazone przez Colletotrichum lindemuthianum oraz taka sama
liezbg prob wyrdzniajacych sie czestym zasiedlaniem nasion przez grzyby
z rodzaju Fusarium. Poniewaz w kazdej probie materialu siewnego byly
nasiona normalnie zabarwione oraz nasiona z brunatnymi plamami na
powierzchni, dlatego analizowano obydwie kategorie.

Po 7 dniach od wylozenia materialu siewnego na pozywke malto-
zowy 1 przetrzymywania szalek w temperaturze 22°C wyrodznialo sie
latwo wyrosle wokol nasion kolonie grzybow. Kolonie Colletotrichum
lindemuthianum wzrastajace na zastosowanym podlozu oraz w okreslo-
nych warunkach temperatury charakteryzowaly sie ciemnooliwkowym
zabarwieniem powierzchni o aksamitnej strukturze (rye. 8). Grzyb ten
najczesciej wytwarzal w tym eczasie konidia. Jakkolwiek siedmiodniowe
kolonie przedstawicieli rodzaju Fusarium podobne byly do kolonii opi-
sywanych przez Raillo (1950), ale sporadyczne tylko zarodnikowanie
ich w tym czasie oraz potrzeba oznaczenia do gatunku wymagaly dal-
szych precyzyjniejszych badan (Raillo 19530). W wyniku przeprowa-
dzonej analizy za kazdym razem z wytypowanych 19 prob nasion uzys-
kiwano kolonie Colletotrichum lindemuthianum, przy czym wyrastaly
one znacznie czgscie] wokol nasion z plamami na powierzchni, anizeli
z nasion normalnie zabarwionych (rye. 1). Podobne wyniki otrzymano
z badania prob materialu siewnego, w ktorym wystepowaly czesto grzyby
z rodzaju Fusarium (rve. 1).

Po pigciodniowym przetrzymywaniu szalek w zastosowanych warun-
kach termicznych, z wylozonych na pozywke kielkujacych nasion uzys-
kiwano siewki fasoli z kilkucentymetrowym korzeniem gléwnym oraz
epikotylem z liscieniami (rye. 2). Szybkie skielkowanie nasion oraz wzrost
wytworzonych siewek byl najczesciej przyczyna pekania i odstawania
warstwy pozywki agarowej od dna szalek, co utrudnialo wzrost koloniom
grzybow zasiedlajacych material siewny. Natomiast poddanie nasion dzia-
laniu temperatury ujemnej uniemozliwilo rozwoj kielkow (rye. 3).
Z uwzglednionej w eksperymencie temperatury ujemnej najodpowied-
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Tabela 1

Badane grzyby testowane wyosobnione z nasion fasoli uporzadkowane wedlug

Fungi isolated for tests from bean seeds arranged in the order

Grzyby chorobotwéreze

Licz= |
| ba  Colletotrichum lindemu- | Fusarium oxysporum
Grzyby testowane kolo-  thianum Sacc. et Magn. | (Schl.) Sny. et Hans.
Fungi testet | %
No. of Stopnie oceny
colo- | - -
nies o || =| = | = ] nunﬂ!—;oqﬂw
NN +1 4+ |+]01]1] I 1 & |+
Alternaria tenuis
Nees 530 530 530
Penicillium
roguefortii Thom.| 119 119 119
Penicillium nota-
tum Westling 64 64 64
Cladosporium
herbarum Link
ex Fr. 47 47 47
Trichothecium
roseum (Pers.) Lk.| 25 52 25
Penicillium chry-
sogenum Thom 12 12 12
Rhizopus nigri- |
ecans Ehrenberg 6 & | 6
Trichoderma lig-
norum (Tode)
Harz 5 5 5
Ogdlem — Total | 808 577 | 12 | 144 | 75 47 | 555 195 |11
% 100 7141 1417892 5.8 | 68,8 24,114
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= Table 1

przydzialu do poszczegdlnych stopni oddzialywania na wzrost grzyvbow testowych

of degree in which they affect the growth of the pathogenic fungi

(testowe) — Pathogenic fungi
Fusarium roseum (Lk.) Fusarium solani Fusarium poae
Sny. et Hans. Sny. et Hans. | (Peck.) Wr.
— Degrees of score
ﬂiu:—- o |-l « nnﬂi--!= - NiM m|er| = | ©| = | |m
T +l++|li!i +FLr e + | + |+
1 |
530 530 530
119 119 119
64 64 64
47 47 47
256 25 25
12 12 12
(i 6 [
5 5 5
47 | 555 206 674 | 12 | 117 5 G4 |674 | 12 | 53 | &
58 | 68,8 25,5 83414 | 14,406 7.9 |83,4(1.4 [65 (0,6
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Jamigny- Varwdies
Rye. 1. (1) Wystepowanie Colletotrichum lindemuthianum w probach materialu
siewnego fasoli (objasnienia na s. 85)

Oceurrence of Colletotrichum lindemuthianum in the seeding material of the bean
{Explanation see p. 85)

I — 1, 2, 3 ‘Harwester’; 4, 7, 8, 9, 16, 17 ‘Wiejska’; 5. 18, 19 ‘Zlota Saxa': § ‘Biala
wyborowa'; 10 ‘Mamut’; 11 ‘Rakowicka’; 12, 13, 14, 15 ‘Szubinska’
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Damiany- Vareres

Rye. 1. (I1). Wystepowanie Fusarium w probach materialu siewnego fasoli
Occurrence of Fusarium in the seeding material of the bean
A — metoda szalkowa; nasiona, z ktoryeh uzyskano kelonle — w %; B — metoda kielkowania
nasion w piasku: siewki porazone — w %

@ — nasiona normalnie zabarwione, b — naslona z plamami na ckrywie nasiennej {odmiany)
A — plate method; seeds from which colonies were obtained — in %: B — method of sprouting
seeds in sand: infected seedlings — in %

@ — normally coloured secds; b — seeds with spots on the secd cover (varictics)

I — 1, 6, 11, 12 ‘Biala Wyborowa’; 2 ‘Saxa’; 3, 4, 14, 15 ‘Tanderlong’; 5, 9, 19 ‘Zlota
Saxa'; 7, 8, 16, 17, 18 ‘Wiejska': 12 ‘Bomba’; 13 ‘Szubinska’
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niejsza okazala si¢ temperatura —16°C. Nasiona fasoli poddane 12-go-
dzinnemu dzialaniu tg temperatura zatracily calkowicie zdolno$¢ kielko-
wania, przy czym wyosobniono z nich podobna liczbe kolonii grzybow,
jak z nasion nie potraktowanych temperatura ujemna.

Rye. 2. Siewki fasoli uzyskane 2z nasion porazonych przez Colletotrichum linde-
muthianum (A) oraz z nasion porazonyvch przez grzyby z rodzaju Fusarium (B)
Bean seedlings from seed infected by Colletotrichum lindemuthianum (A) and from
seed infected by fungi of Fusarium spp. (B)

Analiza 1l1-dniowych siewek fasoli uzyskanyeh z nasion wylozonych
do wilgotnego piasku pozwolila odréznié rosliny porazone przez Colleto-
trichum lindemuthianum od ro§lin porazonych przez grzyby z rodzaju
Fusarium, Siewki otrzymane z nasion porazonych przez pierwszy grzyvb
wykazywaly delikatng nekroze na koncach korzeni i ciemnobrazowe,
zaokraglone plamy (2-4 mm) na licieniach. Ponadio na blaszkach pierw-
szych lisci takich siewek obserwowano wystepowanie nieregularnych
brazowych plam o wyraZnie zarysowanych brzegach (rye. 2A). Na pigty
dzien od chwili wylozenia rodlin do komor wilgotnosciowych wystepo-
waly na powierzchni plam jasnobrunatne lub brunatnoczerwone skupie-
nia zarodnikow Colletotrichum lindemuthianum,. Natomiast siewki fasoli
uzyskane z nasion poraZonych przez grzyby z rodzaju Fusarium charak-
teryzowaly sie silna nekroza koricow korzenia glownego i korzeni bocz-
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Rye. 3. Kolonie grzybdéw uzyskane z nasion fasoli

A — wylotonyeh na po » maltozows po 7 dnlach przetrzymywania szalek w temp. 22°C;
B — poddanyeh dzialaniu temperatury —16°C prace 12 godzin
Colonies of fungi obtained from bean seeds
A plaged on maltose medium after 7 days of storage of the Petri dishes at 22°C;

B — exposed to —16°C for 12 hours

nych oraz brunatnymi, rozlewnymi plamami na liScieniach (ryc. 2B).
Liscie takich siewek wolne byly od objawdw chorobowych. Analiza mi-
kroskopowa preparatéw przygotowanych z zarodnikéw wytworzonych na
chorych organach w komorach wilgotnosciowych pozwalala na identy-
fikacje badamych grzybow.

W wyniku zastosowanej metody kielkowania nasion w piasku uzys-
kiwano za kazdym razem wieksza liczbe siewek porazonych przez Colle-
totrichum lindemuthianum lub grzvby z rodzaju Fusarium, anizeli ko-
lonii tych grzybow wyroslveh z nasion wylozonych na pozywke mal-
tozows (ryc. 1).

Uzyskane wyniki oceny stosunkéw biotyeznych miedzy analizowa-
nymi gatunkami grzybow wskazuja, ze wsrod gatunkow testowanych
ograniczajacych rozwo] Colletotrichum lindemuthianum znalazly sie: Pe-
nicillium notatum, P. roquefortii, P. chrysogenum oraz Trichoderma lig-
norum (tab. 1). Gatunki te wykazywaly rownieiz ograniczajace dzialanie
na wzrost Fusarium oxysporum i F. roseum (ryc. 4). Obojetnie natomiast
w stosunku do Colletotrichum lindemuthianum i wszystkich izolowanych
gatunkow z rodzaju Fusarium zachowala sie Alternaria tenuis. Wyraznie
zréoznicowane oddzialywanie w stosunku do wybranych grzybow testo-
wych wykazalo Cladosporium herbarum. Ograniczalo ono rozwoj Fusa-
rium solani i F. poae, wykazywalo —1°C oddzialywanie w stosunku do
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Rye. 4. Wzajen

ialywanie grevbow po G-dniowym okresie wspiinego roz-

Woju na posywee w temp. 22°C

on maltose

raction between fur all

— Colletotrichum lindemuthianum (z lewe] — left) | Penicillium roguefortil (z prawej
tht): B — P lHum roguefortit (z lewej letty 1 Fusarium oxyspor
C — Penicillium chrysog e lefty | Fusarium orxyspo

(E prawej

F. oxysporum i F. roseum oraz zachowalo si¢ obojetnie wzgledem Coli

totrichum lindemuthianuwm.

DYSKUSJA
Analiza mikologiczna. prowadzona metoda izolacji na sztucznych pod-
lozach, jest powszechnie stosowana w badaniach nad porazeniem nasion

przez grzyby patogeniczne, przy czym do wykrywania ich wewnetrz-
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Ryve.

Szesciodniowa kultura Fusarium oxysporum (A) i Colletotrichum linde-
muthianum (B) wzrastajaca na poZzywee maltozowej w temp. 22°C

G-day culture of Fusarium oxysporum (A) and Colletotrichum lindemuthianum (B)
growing on maltose medium at 22°C

nego zakazania =zaleca sie czesto pozywke maltezowg (Kolk 1970;
Neergaard 1970: Tempe 1970). Przy tego typu badaniach wska-
zane jest powierzehniowe odkazanie malteriatu siewnego dla usunigcia
zewnegtlrzrego zanieczyszezenia nasion przez mikroflore saprofityczng
(Tempe 1970). Wykazanie w obecnych badaniach mozliwosci wyosab-
niania z nasion fasoli Coelletotrichum lindemuthianum oraz grzybow z ro-
dzaju Fusarium. przy zastosowaniu pozywki maltozowej, potwierdzily
jej przydatnosé do fitopatologicznej oceny materialow siewnych (T e m-
pe 1970). Obecne przepisy dotyczace analizy sanitarnej zalecaja wysiew
nasion fasoli na pozyvwki agarowe tylko do wyvkrywania ich poraZzenia
przez grzyby z rodzaju Fuserium (Naumowa 1973). Omawiang me-
tode mozna rowniez zaleci¢ do wvkryvwania i Colletotrichum lindemu-
thienum w materiale siewnvm fasoli, przy czym nalezy ja udoskonalic
potraktowaniem nasion temperaturg 16°C przez 12 godzin. Ujemna
temperatura zastosowana po raz pierwszy przez Limonarda (1967
jest obeenie stosowana w Centralnej Stacji Oceny Nasion w Wageningen
do wykrywania porazenia ziarna jeczmienia przez Helminthosporium
sorokinianum (Tempe 1970).

Wysiew nasion do wilgotnego piasku jest zalecany do wykrywania
porazenia materialu siewnego przez patogeny wywolujgce objawy cho-
robowe na liscieniach, lisciach, hipokotylu oraz korzeniach siewek (Col-
bry 1970). Do takich patogendw nalezg Colltotrichum lindemuthianum
i grzyby z redzaju Fusarium. W wyniku przeprowadzonych badan mozna
zaleci¢ omawiane metody do wykrywania grzybow z rodzaju Fusarium,
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przy czym porazanie nasion fasoli przez rozne gatunki wymaga prowa-
dzenia dodatkowych badan laboratoryjnych dla ich oznaczenia (Laci-
cowa 1964).

Wybrane sposoby wykrywania Colletotrichum lindemuthianum oraz
grzybow z rodzaju Fuserium w materiale siewnym fasoli sa réine i dla-
tego wyniki analizy sanitarnej nie sg jednakowe. Wysiewajac nasiona
do wilgotnego piasku uzyskiwano za kazdym razem z tych samych prob
materialu siewnego wieksza liczbe siewek porazonyeh przez badane
grzyby, anizeli ich kolonii na pozywce maltozowej. Nalezy przypuszczad,
ze na tym podlozu . agarowym rozwoj Colletotrichum lindemuthianum
i grzybow z rodzaju Fusarium zasiedlajacych nasiona fasoli uniemozli-
wiaja inne grzyby towarzyszace im w materiale siewnym. Glownie do
takiego stwierdzenia upowaznia hamujace oddzialywanie na te grzyvby
gatunkow z rodzaju Penicillium, licznie wyosabnianych z nasion fasoli
(Lacicowa, Filipowicz, Machowicz 1973), ktore przez to
moga wywiera¢ wplyw na wyniki analizy mikologicznej prowadzonej
metoda izolacji na podlozach agarowych (Lacicowa 1973).

WNIOSKI

1. Czeste wystepowanie Colletotrichum lindemuthianum oraz grzy-
bow z rodzaju Fusarium w nasionach fasoli z brunatnymi plamami na
powierzchni wydaje sie podstawa do dyskwalifikowania tych partii ma-
terialéw siewnych, w ktorych takie nasiona wystepuja w duzym pro-
cencie,

2. Mozliwos¢ bezobjawowego zakazania nasion fasoli przez Colleto-
trichum lindemuthianum i grzyby z rodzaju Fusarium wymaga rowniez
analizowania nasion normalnie zabarwionych.

3. Stacjom Oceny Nasion moiZna zaleci¢ obydwie metody — metode
izolacji na pozywce maltozowej oraz wysiew nasion do wilgotnego pias-
ku — jako przydatne do wykrywania Colletotrichum lindemuthianum
i grzybow z rodzaju Fusarium w materiale siewnym fasoli.

4. Traktowanie nasion fasoli temperaturg —16°C przez 12 godzin
jest koniecznym zabiegiem do stosowania przy metodzie izolacji na po-
zywee maltozowej.

3. Mozliwosé rownoczesnego okreslania zdolnosei kielkowania oraz
porazania nasion przez Colletotrichum lindemuthianum i grzyby z ro-
dzaju Fusarium przy uzyciu wilgotnego piasku jako podloza upowaznia
zaleci¢ Stacjom Oceny Nasion szezegolnie ta metode do przeprowadzania
analizy sanitarnej materialu siewnego fasoli.
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