FraGm. AGron. 29(4) 2012, 63-69

PORAZENIE NASION LUBINU WASKOLISTNEGO
ZNAJDUJACYCH SIE W OBROCIE KOMERCYJNYM
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Synopsis. Badania dotyczyly oceny czysto$ci mikrobiologicznej nasion tubinu waskolistnego odmiany
Sonet, przed ich wprowadzeniem do obrotu komercyjnego. Badano niezaprawiane nasiona w stopniu
kwalifikacji C/2, pobrane przez oficjalnego probobiorcg z trzech pdl produkeyjnych na terenie Pomorza
Zachodniego w 2011 roku. Szczego6lna uwagg poswigcono ocenie porazenia nasion przez grzyb Colleto-
trichum lupini, wywoltujacy antraknozg¢. Z powodu brak metodyk ISTA (International Seed Testing Asso-
ciation), opracowano kilka wtasnych komplementarnych metod testowych. Pierwsza z nich polegata na
wyktadaniu nasion na zmodyfikowana pozywke PDA, ponadto nasiona wktadano do skrgtéw z bibuly
filtracyjnej, na szalki Petriego zawierajace bibulg filtracyjna, a takze do donic z substratem torfowym.
Testowane nasiona pobierano losowo, po 400 sztuk z kazdego wariantu, po czym badano nasiona nieod-
kazane oraz odkazane powierzchniowo. Porazenie nasion tubinu waskolistnego grzybami nalezacymi do
rodzaju Colletotrichum byto niewielkie i wahato si¢ od 2% w przypadku nasion nieodkazanych do 5% po
zastosowaniu odkazania. W tescie bibulowym stwierdzono 0,5% nasion z objawami antraknozy. Nasiona
tubinu byty w silnym stopniu porazone przez grzyby rodzaju Penicillium oraz Alternaria. W grupie nasion
nicodkazanych stwierdzono 46,8% nasion porazonych przez Penicillium sp., a po zastosowaniu odkazania
nadal wystapito az 35,4% takich nasion. Oznacza iz patogen w 11,3% przypadkow wystgpowal wylacznie
na okrywie nasiennej, lecz na okoto 30% badanych nasion znajdowat si¢ pod okrywa nasienng. W przy-
padku porazenia nasion przez grzyby rodzaju Alternaria sytuacja byta zblizona. Na nasionach wystgpo-
waty takze inne grzyby, w tym gatunki chorobotworcze takie jak Fusarium sp., Stemphylium sp., Botrytis
sp., ale takze gatunki saprotroficzne takie jak Mucor sp., Cladosporium sp., a takze — cho¢ rzadko, grzyby
nadpasozytnicze rodzaju Trichoderma.

Stowa kluczowe — key words: tubin waskolistny — narrow-leafed lupin, antraknoza — anthracnose, pa-
tologia nasion — seed pathology, grzyb chorobotworczy — pathogenic fungus, organizm saprotroficzny
— saprotrofy organism

WSTEP

W zwiazku z realizacja programéw rolnosrodowiskowych oraz rozwoju integrowanego
i ekologicznego systemu uprawy ro$nie areat uprawy lubinéw w Polsce. Wazna zaleta uprawy
tej rosliny jest wzbogacanie gleby w substancje organiczne i azot [Jasifiska i Kotecki 2003]. Ro-
$liny tubinu wytwarzaja od trzech do pigciu razy wigksza powierzchnig liSciowa anizeli zboza.
Ich obecnos¢ przyczynia si¢ do zacieniania gleby, a co za tym idzie — do intensyfikacji zycia bio-
logicznego w podtozu [Prusinski 2007]. Prowadzi to do zachowania lub podwyzszenia zyzno$ci
gleby. Z tego wzgledu tubin uznano za jedna z wiodacych ,,roslin ekologicznych” w Polsce.
Zdolno$¢ do wigzania azotu atmosferycznego ogranicza zanieczyszczenie srodowiska szkodli-
wymi nawozami azotowymi. Uprawa tubinu znaczaco przyczynia si¢ do wzrostu kultury gleby
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i jest bardzo korzystna dla roslin nastgpczych. Poza wzbogaceniem gleby w substancje od-
zywcze poprawa stanowiska jest tez wynikiem spulchnienia gleby, spowodowanej glebokim
korzenieniem si¢ roslin. Czerpanie wody z glgbszych warstw gleby jest mozliwe dzigki dhu-
gim i silnym korzeniom palowym. Uprawa tubinu jest szczegoélnie polecana gospodarstwom
z duzym udzialem zbo6z, a dobdr gatunku tubinu zalezy od zyznosci gleby i warunkow klima-
tycznych w danym rejonie. Wykazano, ze uproszczenia w uprawie roli, w tym system uprawy
bezptuznej, moga by¢ z powodzeniem stosowane w uprawie lubinu waskolistnego i zottego
1 nie przyczyniaja si¢ do wzrostu zachwaszczenia [Faligowska i1 Szukata 2008].

Po okresie gwattownego spadku uprawy i produkcji nasion tubinu obserwowanej w potowie
lat 80-tych, uprawa tubinu ponownie zyskuje na znaczeniu, zar6wno na §wiecie jak tez w Pol-
sce. Z danych GUS wynika, ze w roku 2011 tubin stodki na ziarno wysiany byl na powierzchni
52,5 tys. ha a jego $redni plon wynosit 1,5 t-ha’', z kolei areat uprawy tubinu gorzkiego na ziarno
wynosit ponad 6 tys. ha (plon: 1,35 t-ha™'), a tubinu na zielonk¢ — niecate 4 tys. ha. W 2011 roku
produkcja tubinu w naszym kraju wynosita 26 tys. ton [GUS 2012]. Plon tubinu waskolistnego
w istotny sposob skorelowany jest z ggsto$cig siewu [Corbett i in. 2001]. Jedna z gtéwnych
przyczyn drastycznego zmniejszenia optacalno$ci uprawy tubinu byly niskie plony nasion,
spowodowane — migdzy innymi — silnym porazeniem roslin przez choroby, w tym zwlaszcza
antraknozg. Choroba ta stanowi najpowazniejsze zagrozenie w uprawie tubinu waskolistnego.
Znaczne nasilenie objawoéw chorobowych obserwowano kilka lat temu zardwno w Polsce jak
ina $wiecie [Frencel i in. 1997, Sweetingham 1997, Yang i in. 2004]. Choroba powodowana jest
przez grzyb Colletotrichum lupini (Bondar) Nirenberg, Feiler & Hagendorn i jest przenoszona
przez nasiona [Decker 1947]. Pomimo tego, do tej pory nie opracowano standardowych meto-
dyk ISTA (International Seed Testing Association), do oceny porazenia nasion tubinu wasko-
listnego, badz innych gatunkow tubinu. Co wigcej, w literaturze niewiele doniesien poswigcono
chorobom tubinu przenoszonym przez nasiona [Filipowicz 1989, Lewartowska i in. 1994] lub
pojawiajacych si¢ na siewkach tubinu [Sweetingham 1989].

Celem badan byto opracowanie laboratoryjnych testow oceny, pozwalajacych na szybka
detekcj¢ nasion porazonych grzybem Collefotrichum lupini, a takze identyfikacja innych gatun-
kéw grzybow z prob przeznaczonych do obrotu komercyjnego w Polsce.

MATERIAL I METODY

Materiat badawczy stanowity nasiona tubinu waskolistnego odmiany Sonet, z trzech plan-
tacji wielkotowarowych z roslinami, na ktérych wystgpowato od 8 do 12% roslin z objawa-
mi antraknozy. Proby nasion tubinu pobrano z pdl nalezacych do PH Agromor Spoétka jawna
w lawnie (54° 21' N, 16° 40’ E) na terenie wojewddztwa zachodniopomorskiego w 2011 roku.
Testowano niezaprawiane nasiona (proby: 70, 80 i 120 ton), w stopniu kwalifikacji C/2, pobra-
ne przez oficjalnego probobiorcg. Kazda z ocenianych partii nasion liczyta 400 sztuk nasiona
pobierano losowo.

Zastosowano nastgpujace warianty: nasiona nieodkazane powierzchniowo oraz odkazane
w 3% roztworze ptynu Javel, zawierajacego podchloryn sodu (NaOCI), a nastgpnie ptukane
i osuszane na sterylnej bibule filtracyjnej. Poszczegdlne proby nasion oznaczono symbolami;
w przypadku odkazanych powierzchniowo nasion odmiany Sonet byty to symbole od SODK1
do SODK3, natomiast proby nasion nieodkazanych powierzchniowo oznaczono jako SNODI1-
SNOD3.

Sprawdzono efektywnos¢ metod polegajacych na wyktadaniu nieodkazonych powierzch-
niowo i odkazonych nasion na nastgpujace podtoza:
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SODK -3 odkazane nasiona odmiany Sonet z prob 1-3; SNOD1-3 — nieodkazane nasiona odmiany Sonet
z prob 1-3. Roznymi literami oznaczono statystycznie istotne zroéznicowanie Srednich wartosci poszcze-
gblnych parametrow przy poziomie istotnosci o = 0,05

SODK1-3 surface disinfected seeds of cv. Sonet of samples 1-3; SNOD1-3 — not disinfected seeds of cv.
Sonet, samples 1-3. Different letters mean statistical differences between mean values of tested parameters
at significance level oo = 0.05.

Rys. 1. Procent porazenia powierzchniowo odkazanych i nieodkazanych nasion trzech wielotonowych
partii nasion tubinu waskolistnego odmiany Sonet przed wprowadzeniem do obrotu komercyjnego, przez
grzyby chorobotworcze i saprotroficzne: a) Colletotrichum lupini, b) Penicillium sp., c) Alternaria sp.,
d) Cladosporium sp.

Fig. 1. The percent of infection of surface disinfected and not disinfected seeds of three samples of nar-
row-leafed lupin cv. Sonet, before entry to commercial market, by pathogenic and saprotrofic fungi of the
following genera: a) Colletotrichum lupini, b) Penicillium sp., c) Alternaria sp., d) Cladosporium sp.

1) pozywka PDA zawierajaca siarczan streptomycyny oraz 0,2% roztwor 2,4D (kwas

2,4-dichlorofenoxyoctowy)

2) skrety z bibuly filtracyjnej

3) szalki Petriego z bibuta filtracyjna

4)  donice z torfem.

Doswiadczenie przeprowadzono w trzech powtorzeniach. Dla uzyskanych danych obliczo-
no $rednie i procentowe wartosci porazenia nasion. Wnioskowanie dotyczace istotnosci réznic
pomigdzy obiektami badawczymi prowadzono na podstawie analizy wariancji. W przypadku,
gdy analiza wariancji nie wykazata istotnosci r6znic migdzy rozpatrywanymi grupami, nie prze-
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prowadzano juz dalszych testow. Natomiast, gdy hipoteza zerowa zostata odrzucona w analizie
wariancji, badanie r6znic migdzy Srednimi z poszczegdlnych grup przeprowadzono testem Tu-
keya. Wszystkie wykazane roéznice przyjgto za statystycznie istotne przy poziomie istotnosci
a = 0,05. Obliczenia przeprowadzono z uzyciem pakietu statystycznego GenStat Release 12.1
[Payne i in. 2007].

WYNIKI I DYSKUSJA

W badanych probach nasion tubinu waskolistnego odmiany Sonet, zebranych z plantacji
wielkotowarowych, porazenie nasion lubinu waskolistnego grzybami nalezacymi do rodza-
ju Colletotrichum byto niewielkie i wahato si¢ od 2% w przypadku nasion nie odkazanych
w NaOCl do 5% po zastosowaniu odkazania. W tescie bibutowym stwierdzono 0,5% nasion
z objawami antraknozy. W tescie szklarniowym obserwowano ro$liny o stabszej kondycji, jed-
nakze nie wystapity na nich typowe objawy antraknozy, pomimo wykonania testu w warun-
kach sprzyjajacych rozwojowi tej choroby. Taki wynik do§wiadczenia wskazuje, ze w sytuacji
uprawy polowej, nasiona z roslin z objawami antraknozy w znacznej mierze nie przedostaja si¢
do partii nasion przeznaczonych do obrotu komercyjnego. Jest to najprawdopodobniej spowo-
dowane wytwarzaniem zdecydowanie mniejszej liczby nasion przez rosliny porazone grzybem
C. lupini, a ponadto — z powodu mniejszej masy porazonych nasion ich znaczna czg$¢ zosta-
je oddzielona w procesie czyszczenia. Negatywny wpltyw choroby na wielko$¢ i masg nasion
nie tylko prowadzi do zmniejszenia plonu nasion, lecz takze jest nieoczekiwanym sprzymie-
rzeficem w uprawie tubinu na skalg produkcyjna. Ze wzgledu na przenoszenie choroby przez
nasiona gtéwny nacisk w uprawie tubinu powinien by¢ zwiazany ze stosowaniem zdrowego
1 wlasciwie zaprawionego materiatu nasiennego. Straty plonu mozna takze w znacznym stop-
niu ograniczy¢ poprzez traktowanie roslin fungicydami, zwtaszcza takimi jak azoksystrobina,
chlorotalonil i mankozeb [Thomas i in. 2008]. Niewatpliwie jednak gtéwnym sposobem za-
bezpieczenia przed ta grozna choroba jest uprawa odmian charakteryzujacych si¢ tolerancja
[Wiatr i in. 2003] badZ odpornoscia na porazenie grzybem C. lupini [Ruge-Wehling i in. 2009].
Ze wzgledu na stosunkowo powolny wzrost grzyba testowanie nasion po zastosowaniu odka-
zania powierzchniowego sprzyja ujawnieniu infekcji nasion grzybem C. lupini. W przeciwnym
przypadku te trudne do zainicjowania i wolno rosnace kultury sa zdominowane przez szybko
rosnace izolaty grzybow z rodzaju Mucor, Penicillium czy Fusarium.

Takze dla nasion badanych w niniejszym do$wiadczeniu obserwowano silne porazenie grzy-
bami rodzaju Penicillium oraz Alternaria. Dla wariantu bez odkazania stwierdzono 46,8% na-
sion porazonych przez Penicillium sp., a po zastosowaniu odkazania nadal wystapito az 35,4%
takich nasion, co oznacza iz grzyb ten w 11,3% przypadkow wystgpowat wylacznie na okrywie
nasiennej, lecz na okoto 1/3 badanych nasion znajdowat si¢ pod okrywa nasienna. W przypadku
porazenia nasion przez grzyby rodzaju Alternaria sytuacja byta podobna. Na nasionach wyste-
powaly takze inne grzyby, w tym gatunki chorobotworcze takie jak Fusarium sp., Stemphylium
sp., Botrytis sp., ale takze gatunki saprotroficzne takie jak Mucor sp., Cladosporium sp. Lewar-
towska i in. [1994] obserwowali zblizony zestaw rodzajow grzybow porazajacych lub zasiedla-
jacych nasiona dwoch odmian tubinu waskolistnego.

W niewielkim nasileniu na nasionach tubinu wystgpowaly takze nadpasozytnicze grzyby
nalezace do rodzaju Trichoderma. Procentowy udziat tych gatunkow w przypadku nasion nie-
odkazonych wynosil: 1,7% dla Mucor sp., 1,9% dla Cladosporium sp., 0,6% dla Stemphylium
sp. oraz 1,4% dla Trichoderma. Dla nasion odkazonych w podchlorynie sodu procentowe udzia-
ly porazonych nasion byly nastgpujace: 1,0% nasion zasiedlonych przez Mucor sp., 5,1% na-
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sion zaatakowanych przez Cladosporium sp. 1 0,8% nasion porazonych przez Stemphylium sp.
Na nasionach odkazonych powierzchniowo nie stwierdzono nadpasozytniczego grzyba rodzaju
Trichoderma. 1zolaty grzybow nalezacych do tego rodzaju uzyskano wytacznie z powierzchni
nasion nie poddanych odkazaniu. W do$wiadczeniu wazonowym przeprowadzonym przez Jeske
[2006] rosliny tubinu biatego odmiany Bardo, opryskiwane zawiesing zarodnikow wytwarza-
nych przez gatunek 7. viride, charakteryzowaly si¢ nizszym procentem porazenia przez wywo-
lujacy antraknoze¢ grzyb, wowczas identyfikowany jako Colletotrichum gloeosporioides. By¢
moze taka pozyteczna rolg grzyby rodzaju Trichoderma spetniaty takze na badanych nasionach
hubinu waskolistnego i sa potencjalnymi gatunkami mozliwymi do wykorzystania w ochronie
biologicznej. Ten typ ochrony roslin stanowi obecnie szczegodlnie popierana forme zwalczania
patogenow roslin uprawnych i jest waznym elementem integrowanych metod ochrony roslin.

Pozostate gatunki grzyboéw, w tym glownie izolaty rodzaju Fusarium i Botrytis oraz grzy-
by nie tworzace zarodnikowania sumarycznie miaty podobny udziat na nasionach odkazonych
i nieodkazonych, wynoszacy odpowiednio 10,1 i 10,5%. W tescie bibulowym procent poraze-
nia nasion odkazanych i nieodkazanych powierzchniowo réznit sig statystycznie istotnie i dla
badanych prob wynosit odpowiednio 10 i 38%. W tym przypadku odkazanie powierzchniowe
oraz sposob inkubacji nasion ujawnity podobny odsetek grzybow chorobotworczych i saprotro-
ficznych, znajdujacych si¢ na okrywie nasiennej, jak w przypadku inkubacji na pozywce aga-
rowej, tj. okoto 10%. W kilku przypadkach stwierdzono statystycznie istotne réznice pomigdzy
wynikami uzyskanymi dla nasion odkazonych i nie odkazonych. W tej sytuacji $wiadczy to
o duzym zasiedleniu nasion grzybami znajdujacymi si¢ pod okrywa nasienna, co nie jest zjawi-
skiem korzystnym.

WNIOSKI

1. Nasiona tubinu waskolistnego z plantacji, na ktorej obserwowano antraknozg, nasiona tubi-
nu waskolistnego byty w niewielkim stopniu porazone grzybem Colletotrichum lupini.

2. Opracowanie i wdrozenie metody skutecznej detekeji grzyba C. lupini z nasion tubinu i cer-
tyfikacji zdrowotno$ci nasion powinno by¢ niezb¢dnym elementem obrotu zdrowym mate-
rialem nasiennym.

3. Nasiona tubinu waskolistnego znajdujace si¢ w obrocie towarowym moga charakteryzowac
si¢ lepsza zdrowotnoscia, anizeli przewidywano na podstawie stanu zdrowotnosci plantacji.
Jest to spowodowane nizsza plennoscia porazonych roslin oraz eliminacja chorych nasion
W procesie czyszczenia.

PODZIEKOWANIE

Autorki pracy sktadaja serdeczne podzigkowanie Przedsigbiorstwu Handlowemu Agromor,
Spotka jawna w Stawnie za umozliwienie przeprowadzenia badan na partiach nasion tubinu wa-
skolistnego z plantacji wielkotowarowych, o facznej wadze 270 ton, przeznaczonych do obrotu
komercyjnego w wojewodztwie pomorskim.
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M. JEDRYCZKA, J. KACZMAREK

INFESTATION OF COMMERCIAL SEED LOTS OF NARROW-LEAFED LUPIN BY
PATHOGENIC AND SAPROTROPHIC FUNGI

Summary

The study concerned the assessment of microbiological cleanliness of the seeds of narrow-leafed lupin
variety Sonet, prior to their entry to the commercial market. The untreated seeds of the C/2 qualification
level were sampled by an official specialist. Particular attention was paid to assessing seed infestation by
the fungus Colletotrichum lupini, causing anthracnose. Due to the lack of ISTA (International Seed Test-
ing Association) methodologies, a number of complementary testing methods was elaborated. The first
method involved subculturing of narrow-leafed lupin seeds on PDA medium containing streptomycin
sulfate and 0.2% solution of 2,4D. Moreover, the seeds were placed in folded and rolled pieces of filter
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paper placed into glass tubes with small water content, on Petri dishes containing filter paper, and also to
pots with soil substrate in glasshouse conditions. In each case two variants of seeds were tested: seeds that
were not surface disinfected and the seeds treated with 3% solution of sodium hypochlorite (NaOCl), and
then rinsed and dried on sterile filter paper. Each of the examined samples was composed of 400 randomly
collected seeds. The infestation of narrow-lupin seeds by the fungi of the genus Colletotrichum was low
and ranged from 2% in the case of seeds did no surface disinfection to 5% of seeds after their decontamina-
tion with NaOCI. The filter paper test showed 0.5% of seeds with anthracnose symptoms. Lupin seeds were
strongly infested with fungi belonging to Penicillium and Alternaria genera; in the case of not disinfected
seeds the contamination with Penicillium was 46.8%, and after surface disinfection it was still 35.4% of
seeds, what means that 11.3% of these fungi were present on seed coat only, but about 1/3 of them was
under the seed coat. In the case of seed infection by the fungus Alternaria the situation was similar. The
seeds were also infested by other fungi, including pathogenic species such as Fusarium, Stemphylium and
Botrytis, but also saprotrophic species such as Mucor, Cladosporium and - although rarely, they were also
infested with fungal species from the hyperparasitic genus Trichoderma.



