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1. WSTEP

Rodzaj Lupinus jest jednym z najszerzej rozpowszechnionych geograficznie taksonow
roslin o duzej roznorodnosci gatunkow. Zakres stref klimatycznych, jakie zasiedlajg rosliny
rodzaju Lupinus jest bardzo szeroki. Wystepuja w regionach: subarktycznych (Alaska),
wyzynnych i gorskich Afryki Wschodniej, Meksyku, Andow, klimatu $rédziemnomorskiego,
polpustynnego i subtropikalnego (Wolko i wsp. 2011, Abraham i wsp. 2019).

W Europie péinocnej pierwsze proby wprowadzenia tubinu (L. albus) do uprawy
podjeto pod koniec XVIII wieku, jednak dopiero w XIX wieku, wykorzystujac L. luteus
i L. angustifolius, odnotowano pewne sukcesy w wykorzystaniu tych roslin. Lubin byt
uprawiany z przeznaczeniem na pasze¢ dla bydta (Francja), jako zielony nawoz (Niemcy), w
celu poprawienia struktury gleb piaszczystych (Anglia) (Wolko i wsp. 2011).

Korzystne oddzialywanie tubinu na gleb¢ znano i wykorzystywano od wielu lat.
Lubin stosowano jako nawéz zielony, wprowadzajacy do gleby substancje organiczne,
poprawiajacy strukturg i zasobno$é¢ gleby, a takze zmniejszajacy ryzyko erozji (Howieson
1 wsp. 2000). Pomimo korzystnego wplywu tubinu na gleb¢ 1 §rodowisko oraz mozliwosci
wykorzystania go jako zrodta biatka w paszach dla zwierzat, juz na przetomie XIX 1 XX
wieku odnotowano znaczacy spadek powierzchni uprawy tubinu gorzkiego. Przyczynity sie
do tego zmiany gospodarcze, wzrost wartosci ziemi, produkcja tanich nawozéw azotowych
i intensyfikacja produkcji rolniczej (Wolko i wsp. 2011). W ostatnim okresie powierzchnia
zasiewu tubinu jest niewielka, chociaz ulega duzym wahaniom w poszczeg6lnych latach.

W Polsce w latach 80-tych XX wieku prowadzono szerokie badania nad mozliwo$cig
zastosowania nasion lubinu w zywieniu zwierzat i zastgpienia nimi sprowadzanej spoza kraju
soi, jednak juz w latach 90-tych nastapit duzy spadek powierzchni uprawy tubinu. Za gtéwne
przyczyny tego zjawiska uwaza si¢: wzrost powierzchni uprawy pszenicy w zwiazku
z uprawg jej w skrajnie uproszczonych ptodozmianach lub nawet w krotkookresowych
monokulturach, mozliwo$¢ importu duzej ilo$ci $Sruty sojowej w przystepnej cenie oraz
pojawienie si¢ 1 rozprzestrzenienie na szerokg skalg choroby grzybowej - antraknozy tubinu
(Jerzak 2016).

Pojawienie si¢ w latach 90-tych w wigkszosci krajow Europy, w tym w Polsce,
patogena powodujgcego antraknoze tubinu skutkowato tym, ze w niektorych regionach kraju
plantacje tubinu zostaty niemal catkowicie zniszczone (Frencel 1998). Najbardziej podatnymi
na infekcje przez C. lupini okazaty si¢ odmiany tubinu biatego i tubinu zoéttego. Za znacznie

bardziej odporny uchodzit tubin waskolistny (Horoszkiewicz-Janka i wsp. 2011). Pojawienie
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si¢ antraknozy lubinu w Europie bylo gwaltowne, a choroba szybko si¢ rozprzestrzenita.
Epidemia nie ograniczyta si¢ do jednego roku, lecz duze nasilenie objawoéw chorobowych
notowano przez wiele lat. Trwa to do dzisiejszego dnia, chociaz ze zmiennym nasileniem
w poszczegolnych latach (Talhinhas i wsp. 2016). W poczatkowym okresie wystepowania
choroby nie bylo wsréd badaczy zgodnosci, co do przynaleznos$ci gatunkowej patogena
powodujacego chorobe. Jako sprawcow wskazywano rézne gatunki grzybow rodzaju
Colletotrichum. Prowadzone przez wiele lat badania doprowadzily do uznania gatunku
Colletotrichum lupini za sprawc¢ antraknozy tubinu. Grzyb zaliczany jest do kompleksu
gatunkow C. acutatum (Hyde i wsp. 2009, Baroncelli i wsp. 2017, Damm i wsp. 2021). Duza
réznorodno$¢ wewnatrzgatunkowa grzybow rodzaju Colletotrichum sprawia, ze do
poprawnego ustalenia sprawcy antraknozy tubinu zalecane jest zastosowanie identyfikacji
zar6wno metodami klasycznymi, jak i molekularnymi (Cai i wsp. 2009, Dubrulle i wsp
2020a).

Ogromna szkodliwo$¢ antraknozy tubinu, objawiajaca si¢ zniszczeniem w niektorych
latach nawet 90% plantacji nasiennych, spowodowata, ze podj¢to intensywne prace nad
sposobem ograniczania wystepowania choroby i ochrony upraw tubinu. Badania prowadzono
wielokierunkowo. Poszukiwano odmian tubinu odpornych na patogena i analizowano metody
agrotechniczne (Alkemade i wsp. 2021, Talhinhas i wsp. 2016). Przebadano dostepne
chemiczne $rodki ochrony ro$lin korzystnie wplywajace na ograniczenie wystgpowania
C. lupini. W ostatnich latach nowe dyrektywy unijne, powodujace wycofywanie coraz
wiekszej liczby chemicznych substancji czynnych i1 szeroko rozpowszechnione w Unii
Europejskiej trendy proekologiczne doprowadzity do poszukiwania na szersza skale metod

ochrony tubinu nie obcigzajacych srodowiska (Horoszkiewicz-Janka i wsp. 2020).



2. CEL, ZAKRES PRACY | HIPOTEZY BADAWCZE

Poczatkowa niejednomys$lnos¢ fitopatologéw co do gatunku patogena powodujacego
antraknoze tubinu, proba poznania jego biologii, poszukiwania drog przenoszenia si¢ Sprawcy
choroby, a takze opracowania metod ograniczenia rozprzestrzeniania si¢ patogena
spowodowata potrzebe podjecia i przeprowadzenia badan, ktore pomoglyby zrozumied

sposob transmisji C. lupini, a w konsekwencji ograniczy¢ nasilenie choroby.

Celem badan bylo okre$lenie: gatunku patogena powodujacego antraknoze tubinu, drog jego
wnikania do rosliny, wptywu warunkow srodowiska na tempo wzrostu C. lupini, nasilenia
wystepowania choroby w zaleznosci od gatunku i odmiany tubinu, interakcji migdzy
patogenem a mikroorganizmami powszechnie wystepujacymi w $rodowisku rolniczym,
mozliwosci 1 celowosci stosowania ochrony chemicznej badz biologicznej, wptywu badanych
czynnikow na liczebno$¢ oraz sklad gatunkowy grzybow zasiedlajacych czesci

podli$cieniowe, korzenie i nasiona tubinu.

Zakres pracy

Badania obejmowaly dos$wiadczenia polowe, wazonowe 1 prace laboratoryjne.
W ramach badan polowych i wazonowych przeprowadzono ocen¢ wystepowania antraknozy
hubinu na: Lupinus albus, L. angustifolius, L. luteus, L. nanus, L. polyphyllus, L. albus var.
graecus, L. hispanicus i L. mutabilis oraz mozliwosci jego ograniczania. Z wybranych
gatunkow i odmian tubinu pobrano czesci podliscieniowe, korzenie i nasiona w celu izolacji
grzybow zasiedlajacych w/w organy roslin.

W laboratorium analizowano wplyw wybranych czynnikow fizycznych, zwigzkoéw
chemicznych oraz mikroorganizmdw na tempo wzrostu patogena. Badano prog infekcyjnosci
dla wybranych gatunkow tubinu. lzolowano i identyfikowano grzyby zasiedlajace pobrane

z doswiadczen polowych i wazonowych organy roslin.

Hipotezy badawcze

1. Pierwotnym zrodtem infekcji tubinu s nasiona, a wtérnym zarodniki przenoszone przez
prady powietrza.

2. Zalecane do stosowania chemiczne $rodki ochrony ro$lin skutecznie ograniczaja

wystepowanie sprawcy antraknozy tubinu.



3. Warunki meteorologiczne znaczaco wptywaja na nasilenie objawow antraknozy tubinu.
4. Wybrane mikroorganizmy zasiedlajace tubin mogg hamowac¢ rozwaj C. lupini.

5. Przechowywanie nasion tubinu przez sze$¢ miesigcy zmniejsza liczebno$¢ patogena

na nasionach.



3. PRZEGLAD LITERATURY

3.1. Pochodzenie lubinu

Rzad: Fabales - bobowce
Rodzina: Fabaceae - bobowate
Rodzaj: Lupinus - tubin

Do rodzaju Lupinus L. nalezy ok. 300 gatunkéw ro$liny na calym $wiecie, zarowno
jednorocznych jak i wieloletnich. Sg to glownie byliny gorskie i drobnonasienne. Stowo
Lupinus pochodzi od tacinskiego stowa lupus oznaczajacego wilka. Wedtug jednej z teorii
ro$ling nazwano tak z powodu wygladu lisci, ktére przypominaja odcisk tapy wilka
(Kurlovich 2002). Natomiast z hipotezy Christou przedstawionej przez Yorgancilar i wsp.
(2009) wynika, ze nazwe lupinus nadano tej roslinie, poniewaz sadzono, iz powoduje ona
ubozenie gleby. Przecza temu inne doniesienia, wskazujace, ze juz w starozytnosci znane byly
korzysci z uprawy roslin straczkowych, w tym tubinu, czego dowodzg nasiona Lupius termis
Forsk (forma botaniczna Lupinus albus L.) znalezione w grobowcach egipskich XII dynastii
sprzed 2000 lat (Jasinska, Kotecki 1993, Suliburska i wsp. 2009). Lubin jest rodzajem
bogatym w gatunki, ktore wystepuja w roznorodnych strefach klimatycznych - od
subarktycznej po subtropikalng (Abraham i wsp. 2019).

Od tysigcy lat tubin byl uzywany jako roslina mi¢dzyplonowa w regionie Morza
Srédziemnego (Howieson i wsp. 2000), a zdolnosci adaptacji do chtodnego klimatu
zapewnialy mu mozliwo$¢ poszerzenia zasiggu wystepowania (Adomas i wsp. 2005).
W Europie rozpowszechnione sg gatunki jednoroczne 1 wieloletnie pochodzace ze strefy
srédziemnomorskiej. Na $wiecie, jako rosliny uprawne, wykorzystywane sa gtownie cztery
gatunki: tubin biaty (Lupinus albus L.), zotty (L. luteus L.), waskolistny (L. angustifolius L.)
I zmienny (L. mutabilis Sweet.) (Jasinska, Kotecki 1993, Yorgancilar i wsp. 2009, Abraham
1 wsp. 2019). Kazdy z nich ma inng histori¢. Lubin biaty byl uprawiany w basenie Morza
Srédziemnego i wzdtuz doliny Nilu (Huyghe 1997). Istnieja dwie teorie odnosnie migracji
tego gatunku. Wedtug jednej z nich 1. biaty pochodzi z Egiptu, gdzie byt uprawiany okoto
330 r. p.n.e. Stamtad dotarl do Grecji, a pdzniej do Wtoch. Wedtug drugiej hipotezy tubin
biaty pierwotnie wystepowal w starozytnej Grecji 1 z tego regionu rozprzestrzenil sig¢
na otaczajace tereny, gdzie wytworzyl nowe rasy (Kurlovich 2002). Gatunek ten
po odgoryczeniu w popiele lub wodzie stanowil pozywienie najubozszych ludzi. Byt tez

powszechnie uzywany jako nawoéz zielony i pasza dla bydta (Jasinska, Kotecki 1993, Huyghe
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1997). Lubin waskolistny wywodzi swoj rodowdd z basenu Morza Srodziemnego. Pierwotnie
byt wykorzystywany jako roslina ozdobna, a takze jako nawéz zielony (Jasinska, Kotecki
1993). Lubin z6tty pochodzi z Sycylii. W $redniowieczu uzytkowano go jako rosling
ozdobng, a z czasem zaczg¢to wykorzystywac jako nawdz zielony (Jasinska, Kotecki 1993,
Podlesny 2008). Lubin zmienny (Lupinus mutabilis Sweet.) zwany jest réwniez tubinem
andyjskim. Pochodzenie tego gatunku nie jest do konca ustalone. Wedtug danych Gross
i wsp. (1988) pochodzi z potudniowego Chile, gdzie wzbogacal glebe obszarow gorskich,
a takze byl elementem diety ludzi. Natomiast Eastwood i Hughes (2008) sadzg, ze tubin ten
wywodzi si¢ z pdéinocnego Peru i poludniowego Ekwadoru. Obecnie w Ameryce jest
wykorzystywany jako zielony nawéz, a w Europie Srodkowej jako ro$lina ozdobna
(Szweykowska, Szweykowski 2003). Znaczenie gospodarcze poszczegdlnych gatunkow
tubinu jest r6zne w réznych regionach $wiata. W Ameryce Poludniowej znaczenie ma tubin
zmienny, w Australii tubin waskolistny, natomiast w Europie tubin zo6tty, tubin waskolistny

i tubin biaty (Jasinska, Kotecki 1993).

3.2. Uprawa i znaczenie lubinu

Juz od wieloleci znany jest ograniczajacy wptyw uprawy tubinu na rozwoéj patogendw
1 szkodnikéw poprzez niedopuszczenie do zbyt czgstego wysiewu zbdz po sobie (Chudy
i Swiecicki 2006, Podlesny 2005). Pojawienie sie pod koniec lat 20-tych XX wieku odmian
0 nizszym stezeniu alkaloidow wplyneto na szersze wykorzystanie tubinu (Suliburska i wsp.
2009), jednak na poczatku XXI wieku powierzchnia zasiewu roslin bobowatych, w tym
réwniez tubinu, drastycznie zmalala. W 2007 roku odnotowano krotkotrwaty wzrost
powierzchni uprawy, a w 2008 roku ponowne zmniejszenie. Powierzchnia uprawy tubinu
w Polsce przed 2007 rokiem wahata si¢ miedzy 25-29 tys. hektarow. W kolejnych latach
polityka UE (doptaty do upraw ro$lin bobowatych) spowodowata ponowny wzrost
powierzchni uprawy roslin bobowatych, w tym tubinu (Jerzak 2016). W 2015 roku
powierzchnia uprawy wzrosta do ponad 207 tys. ha, jednak kolejne lata przyniosty ponowny
spadek powierzchni uprawy tubinu, chociaz obecnie wynosi ona powyzej 100 tys. ha
(Rocznik GUS 2017, Bojarszczuk, Ksiezak 2018).

Lubin zo6tty 1 waskolistny wymaga gleb mineralnych, przepuszczalnych, generalnie
gleb Izejszych klas bonitacyjnych (IVb—VI), a tubin bialy wymaga gleb mocniejszych kl. 1I-
IVa. Bardzo dobre do uprawy tubinu jest stanowisko po zbozach, 3 lata po oborniku i min.
4 lata po roslinach bobowatych. Optymalny termin siewu tubinu na nasiona przypada na
20.111-10.1V, a na zielonk¢ po 15.IV. W uprawie nie stosuje si¢ nawozenia azotowego,
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natomiast zalecane jest nawozenie potasowe aplikowane jest w dawce 70-90 kg/ha K>O
I fosforowe w dawce 50-70 kg/ha P20s.

Najkorzystniejszy wplyw tubinu na rosliny zbozowe uprawiane nastepczo uwidacznia
si¢ na glebach kompleksu zytniego dobrego oraz zytniego stabego - odpowiednio tubin biaty
1 tubin z6lty (Ksigzak, Borowiecki 2001). Lubiny wysiewa si¢ w rozstawie 12-20 cm na
nastepujaca gltebokos¢: tubin bialy 3-5 cm, tubin z6ity 2-4 cm, tubin waskolistny 3-4 cm.
Nasiona przed siewem nalezy zaprawi¢, konieczne jest rowniez zaszczepienie ich nitraging
tubinowa. W pierwszych latach XXI wieku do zwalczania chwastoéw stosowano bezposrednio
po siewie Azotop New 80 WP i ewentualnie po wschodach Gladiator 70 WG lub Goltix S 700
SC. W celu ochrony przed patogenami nasiona przed siewem zaprawiano preparatem Sarfun
500 SC (s.a. karbendazym), a w okresie wegetacji (w fazie 10 cm wysokosci tubinu)
opryskiwano fungicydami Gwarant 500 SC lub Bravo 500 SC (s.a. chlorotalonil).
W przypadku wilgotnej i cieplej pogody zabiegi powtarzano w 0Odstgpach cO najmniej
2-tygodniowych (Zalecenia 10R 2003). Zalecane uprzednio srodki ochrony ro$lin
dopuszczone do zwalczania antraknozy tubinu bazowaly na tiofanacie metylowym -
substancji czynnej z grupy benzimidazoli. Substancja ta w potowie pazdziernika 2021 zostata
definitywnie wycofana z obrotu. W chwili obecnej na rynku znajduje si¢ jedynie Prokarb 40 EC
(s.a. prochloraz) zalecany do ochrony tubinu przed antraknoza (Zalecenia IOR 2021).

Pomimo korzystnego wptywu roslin bobowatych na srodowisko glebowe, za jedng
z gtdwnych przyczyn uprawy ich na stosunkowo niewielkiej powierzchni uchodzi niestabilne
plonowanie (Chudy, Swiecicki 2006). Podjeto proby ustabilizowania plonowania poprzez
wprowadzenie do uprawy mieszanek miedzyodmianowych 1 migedzygatunkowych, wychodzac
z zalozenia, ze wplyna one korzystnie na ogdlny stan uprawy. Jednak kolejne badania nie
w pelni potwierdzily te opinie. Wedlug Ksiezaka (2006) uprawa w mieszaninach
mig¢dzygatunkowych wptywata hamujagco na rozwdj tubinu przy jednoczesnym braku
wywierania widocznego wptywu na rozwo¢j zb6z. Kotwica 1 Rudnicki (2004) wykazali, ze
uprawa mieszanek zbozowych z tubinem sprzyja wiernosci plonowania oraz, ze dzieki
takiemu rozwigzaniu mozliwe jest uzyskanie wartosciowej paszy tresciwej. Z kolei wedlug
Bieniaszewskiego 1 wsp. (2006a) wykorzystanie mieszanek odmianowych tubinu Zottego
o niezdeterminowanym wzroscie na glebach lekkich nie wptywa na stabilizacje i1 jakos$¢
plondw. Jednoczesnie ci sami autorzy wskazuja, ze odmiany samokonczace tubinu zoéttego
w takich uprawach wykazuja zwigkszong zawarto$¢ biatka 1 wldkien surowych
(Bieniaszewski i wsp. 2006b), a ich zdrowotno$¢ nie poprawia si¢ w stosunku do uprawy

czystej (Kurowski i wsp. 2006).
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W celu zwigkszenia areatu uprawy lubinu trwaja badania nad poprawa takich jego
cech jak plenno$¢, wierno$¢ plonowania, termoneutralno$¢, nizsza zawarto$¢ alkaloidow,
wicksza odporno$¢ na szkodniki i choroby i krotszy okres wegetacji (Prusinski 2005, 2007).

Najwazniejsza korzyscia z uprawy tubinu i innych ro$lin bobowatych jest
wprowadzanie do gleby azotu w sposob ,,naturalny”. Mozliwe jest to dzigki symbiozie tubinu
z bakteriami rodzaju Rhizobium i Bradyrhizobium asymilujacymi wolny azot atmosferyczny.
Pierwiastek ten moze by¢ uwalniany bezposrednio do gleby przez rosling, gdy wystepuje jego
nadmiar, lub gromadzony w resztkach pozniwnych. Mig¢dzy innymi dlatego tubin jest
powszechnie zalecany jako nawoz zielony (Ksi¢zak, Borowiecki 2001). Ilos¢ asymilowanego
azotu w skali kraju moze sigga¢ 15 tys. ton, a rosliny w okresic wegetacyjnym moga
dostarczy¢ do gleby 120-150 kg azotu na ha. W efekcie uprawa tubinu nie wymaga drogiego
1 zakwaszajacego glebe nawozenia azotowego, a co za tym idzie, zostajg ograniczone koszty
produkcji rosliny nastepczej (Jasinska, Kotecki 1993, Bhardwaj 2002, Januszewicz
I Suchowilska 2003). Wedtug Kennedy’ego i Cockinga (1997) koszt wyprodukowania 1 tony
nawozu azotowego jest rowny kosztowi 1,3 tony ropy, a wigc uprawa tubinu daje wymierne
oszcz¢dno$ci finansowe. Posrednio wptywa tez na ochrong wod przed zanieczyszczeniem
zwigzkami azotu pochodzacymi z wymywanych nawozoéw sztucznych, co wpisuje si¢ w
ogblnoswiatowy proekologiczny trend produkcji rolniczej (Bhardwaj 2002).

Uniezaleznienie si¢ tubinu od zasobu azotu w glebie zalezy m.in. od pogody, ktdra
wplywa posrednio na rozwoj bakterii brodawkowych. Jak donosi Januszewicz 1 Suchowilska
(2003), susza glebowa wiosng, gdy rosliny sg w stadium siewki, powoduje ograniczenie
symbiozy z bakteriami rodzaju Rhizobium i zahamowanie wzrostu korzeni bocznych, na
ktorych symbioza zachodzi (Cocking 2003). Pomimo duzego wplywu pogody na rozwoj,
zdrowotno$¢ i plonowanie tubinu, jego uprawa zwigksza wydajnos¢ i potencjat statosci
gospodarki rolnej, co szczegdlnie wyraznie objawia si¢ w latach z niedoborem wody
(Howieson i wsp. 2000, Podlesny 2005). Spowodowane jest to niewatpliwie jego
dobroczynnym wpltywem na stan gleby niszczonej monokulturg zbozowa, czy intensywna
uprawa na biopaliwa (kukurydza). Zastosowanie tubinu jako nawozu zielonego powoduje
wzbogacenie gleby w substancje organiczne, korzystnie wplywajac na jej zyznos$¢
1 wihasciwosci fizyczne, a takze zmniejsza ryzyko jej erozji (Howieson 1 wsp. 2000).
Polepszenie jakosci gleby nastepuje poprzez zwigkszenie zawarto$ci prochnicy i wzbogacenie
kompleksu sorpcyjnego gleby, co przeciwdziala wyplukiwaniu sktadnikow pokarmowych, a
takze poprzez poprawe stanu agregatowania i gruzelkowatosci gleby (Ksiezak, Borowiecki

2001). Palowy system korzeniowy tubinu sprzyja swoistej melioracji gleby, utatwia jej
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napowietrzanie oraz podsigkanie wody, dzigki czemu poprawiajg si¢ stosunki powietrzno-
wodne. Dodatkowo silnie rozwinigty system korzeniowy umozliwia pobieranie z glebszych
warstw gleby zwigzkoéw wapnia, fosforu i potasu, oraz innych sktadnikow pokarmowych i
dostarczanie ich do warstw wyzszych, gdzie stajg si¢ dostepne dla roslin o ptytszym systemie
korzeniowym. Ponadto wydzieliny korzeniowe tubinu uruchamiajg uwstecznione zwigzki
fosforu, czynigc je dostgpnymi dla innych roslin w zmianowaniu (Jasinska, Kotecki 1993,
Ksiezak, Borowiecki 2001, Kotecki i wsp. 2001). Te wlasciwosci roslin bobowatych, w tym
tubinu, sg szeroko wykorzystywane w rolnictwie ekologicznym. Lubin uwazany jest za
idealng ro$ling proekologiczng, nie wymagajaca nawozenia azotem 1 pozostawiajaca
stanowisko w lepszej kondycji niz je zastat (Ciesiotka i wsp. 2005).

Rosliny bobowate, oprocz korzysci, jakie ich uprawa daje glebie i otaczajacemu
srodowisku, sa takze Zzrodtem sktadnikéw pokarmowych: biatka, tluszczu, mineratow i
blonnika pokarmowego w nasionach oraz w zielonej masie (Suliburska i wsp. 2009).
Do skarmiania zwierzat moga by¢ wykorzystywane nasiona (w formie catej, zmielonej albo
przetworzone) lub cze$¢ wegetatywna (w formie §wiezej, siana albo kiszonek) (Abraham
1 wsp. 2019). Dlatego tez jednym z pomystow wykorzystania bogatego w bialko
i aminokwasy tubinu, jest produkcja paszy dla bydta, jagniat, trzody chlewnej, drobiu i ryb
(Gdala i1 wsp. 1995, Katanska-Kaczmarek i wsp. 2006, Mazurkiewicz i wsp. 2006, Fychan
1 wsp. 2008, Pieper i wsp. 2016). Bialko pozyskiwane z tubinu miatoby zastapi¢ $rute sojowa,
szeroko stosowang po wprowadzeniu w 2001 roku zakazu karmienia zwierzat maczka
miegsno-kostng (MBM).

W innych krajach europejskich tubin jest rowniez alternatywa dla $ruty rzepakowej
czy oleju kokosowego (Fychan i wsp. 2008). Wedtug Pastuszewskiej (2008) tubin z6tty wraz
z grochem wykazuja najwigksza przydatno$¢ paszowa dla trzody chlewnej, wzajemnie si¢
uzupetniajac. Z kolei Lusje (2009) wykazata wyzszo$¢ tubinu nad soja pod wzgledem
warto$ci energetycznych (tubin bialy), a poziom sktadnikéw pokarmowych szkodliwych dla
drobiu, a doktadnie dla brojlerow, jest w tubinie waskolistnym nizszy niz w soi. Stosowanie
tubinu jako paszy jest powszechnie praktykowane w Australii i pétnocnej Afryce (Howieson
I wsp. 2000).

Mozliwosci szerszego wykorzystania tubinu jako zrddia cennego biatka i1 innych
sktadnikow odzywczych powoduja, ze wcigz prowadzone sg badania nad obnizeniem st¢zenia
elementow antyzywieniowych ograniczajacych biodostgpno$¢ np. sktadnikéw mineralnych
w paszy. W tym celu opracowano wiele technik, np. wyttaczanie, fermentacja, moczenie

w roztworach o r6znym pH, gotowanie, czy tugowanie ( Howieson i wsp. 2000, Suliburska
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1 wsp. 2009). Podczas w/w procesOw powstaje wyciag tubinowy, dla ktorego znaleziono
szereg zastosowan. Wykorzystuje si¢ go miedzy innymi do biosyntezy biatek drozdzy, czyli
tzw. drozdzy paszowych, bedacych zrodltem tatwo przyswajalnego biatka, witamin z grupy B
1 soli mineralnych. Ekstrakt ten moze by¢ réwniez zrodlem probiotyku, ktory wplywa
korzystnie na zdrowotnos$¢ zwierzat (Ciesiotka i wsp. 2005). Badania wykazaty, ze glikozydy
znajdujace si¢ w wyciagu tubinowym, po naniesieniu na rosling, wptywaja stymulujaco na jej
wzrost 1 akumulacje azotanow. W ten sposob uzyskano stymulator wzrostu roslin (Ciesiotka
1 wsp. 2005). Wyciag tubinowy mozna stosowa¢ rowniez w ochronie roslin. Odkryto jego
hamujacy wptyw na populacje Acyrthosiphon pisum Harris (mszyca grochowa), Leptinotarsa
decemlineata (stonka ziemniaczana), Apanteles glomerata L. (barylkarz bicliniak), Pieris
brassicae L. (bielinek kapustnik) i Pieris rapae L. (bielinek rzepnik). Odnotowano
wlasciwosci fungistatyczne wyciggu w stosunku do niektoérych grzybow powodujacych
choroby ziemniaka. Z kolei po zastosowaniu kompostu lubinowego stwierdzono jego
hamujacy wplyw na rozwoj grzybdéw (Ciesiotka 1 wsp. 2005, Stachowiak i wsp. 2006).
Ekstrakt z lubinu moze takze wplywa¢ hamujaco na wzrost niektérych chwastow (Barlog
1 wsp. za Ksigzakiem 1 Borowieckim 2001). Stwierdzono réwniez antybiotyczny wplyw
wybranych szczepoéw bakterii rodzaju Bacillus, pozyskiwanych z kompostu stomy tubinowe;j,
na grzyby (Trojanowska i wsp. 1997).

W strefie Morza Srodziemnego, skad tubin dotart do strefy umiarkowanej, oprocz
zastosowania w zywieniu zwierzat, byl on wykorzystywany takze jako Zrdédlo biatka dla
cztowieka (Naruszewicz 2006). W wielu regionach $wiata ro§lina ta jest wykorzystywana
w zbilansowanej diecie cztowieka. Uzywa si¢ go w piekarnictwie i cukiernictwie, gdzie maka
tubinowa jest dodawana do chleba, ciastek, makaronu czy chrupek w celu zwigkszenia
zawarto$ci bialka, btonnika oraz bilansu aminokwasow (Romer 1999, Pollard i wsp. 2002,
Adomas i wsp. 2005, Hodgson, Lee 2008). Dodatkowo zawarto$¢ maki lubinowej wptywa na
poprawe $§wiezosci 1 struktury, dtuzszy okres trwatosci 1 zdolnosci emulgowania, a takze na
walory estetyczne poprawiajac kolorystyke pozywienia (Dijkink 1 wsp. 2008, Neoh 2008).
Oleje uzyskiwane z nasion tubinu réwniez maja wartosci odzywcze, a takze odpowiedni
stosunek kwaséw tluszczowych (omega 6 i omega 3) oraz wysokie st¢zenie witaminy E
i steroli (Bhardwaj i wsp. 2004, Dijkink i wsp. 2008, Andrzejewska i wsp. 2016). Wedtug
Erbas i wsp. (2005) nasiona tubinu sg dobrym materiatem zywieniowym o wysokiej wartosci
odzywczej, a jednoczes$nie niskim indeksie glikemicznym (Hall i wsp. 2005). Biatka tubinu
zawarte w tzw. mleku tubinowym i wyciggu tubinowym wykazuja oddziatywanie obnizajace

cisnienie skurczowe 1 rozkurczowe, a takze poziom cholesterolu catkowitego i cholesterolu
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LDL. Wplywaja tez ogolnie na redukcj¢ czynnikow ryzyka chorob ukladu sercowo-
naczyniowego na tle miazdzycy (Sirtori i wsp 2004, Ciesiotka i wsp. 2005, Naruszewicz
2006, Arnoldi 2008). Obecnos¢ w diecie biatka i blonnika pochodzgcego z tubinu wptywa
korzystnie na funkcjonowanie jelita grubego poprzez stymulacje perystaltyki, a takze
obnizenie pH, dzigki czemu minimalizuje znaczenie tzw. czynnikow rakotworczych.
Zawarto$¢ btonnika w tubinie sprzyja w walce z otytoscig (Johnso i wsp. 2006, Hodgson, Lee
2008). Dodatkowo, produkty zywieniowe zawierajace oligosacharydy pochodzgce z tubinu
mogg mie¢ zastosowanie w diecie diabetykow (Adomas i wsp. 2005, Wolko i wsp. 2011).
Prowadzone sa takze badania nad wykorzystaniem luteiny pochodzacej z tubinu
w spowolnieniu lub zahamowaniu degeneracji plamki zottej, a w konsekwencji $lepnigcia
(Fryirs 1 wsp. 2008). Jednak wedlug Ktlos, Lampart-Szczapy (2006) tubiny uprawiane
w naszej strefie klimatycznej nie mogg by¢ stosowane w diecie ludzkiej, miedzy innymi ze
wzgledu na wystgpowanie biatek o wlasciwosciach alergennych. Potwierdza to Prusinski
(2017), cho¢ zdaniem Adomas i wsp. (2005) stopien alergennos$ci tych biatek jest nizszy niz
biatek sojowych.

Kontynuuje si¢ proby rozpowszechnienia uprawy oraz znalezienia nowych zastosowan
tubinu. Szymanski i wsp. (2006) oceniali przydatnos¢ tubinu jako rosliny wskaznikowej na
ucigzliwos¢ dla srodowiska sciekow technologicznych z zaktadéw spozywczych. Natomiast
Szejniuk ze wspolpracownikami (2007) badali mozliwos¢ inaktywacji bakterii Salmonella
w glebie wykorzystywanej do uprawy tubinu. W Nowej Zelandii natomiast, tubin odgrywa
duza role w stabilizacji i umacnianiu ruchomych nadbrzeznych wydm (Dick 1994). Ponadto,
jak podaja Howieson i wsp. (2000), uprawa lubinu zapewnia roéznorodnos$¢ biologiczng

1 naturalne pigkno krajobrazu.

3.3. Antraknoza lubinu

Lubin moze by¢ porazany przez szereg patogenéw powodujacych choroby o réznym
stopniu nasilenia. Odnotowuje si¢ pojedyncze infekcje tubinu przez wirusa zoéttaczki nerwow
koniczyny (clover yellow vein virus, CYVYV), zwyklej mozaiki fasoli (bean common mosaic
virus, BCMV) oraz ospowatosci (Frencel 1993). Zdecydowanie czg$ciej notowanwe s3:
waskolistno$¢ tubinu na tubinie zottym (BYMV) oraz mozaika tubinu bialego (BYMYV),
brunatnienie tubinu (CMV), fuzaryjna zgorzel oraz fuzaryjne wigdnigcie tubinu (Fusarium
spp.), opadzina lisci tubinu (Pleospora herbarum), brunatna plamisto$¢ lisci tubinu
(Ceratophorum setosum), szara plesn (Botrytis cinerea), rdza brunatna (Uromyces renovatus),
zgnilizna twardzikowa (Sclerotinia sclerotiorum), czy fomoza tubinu (Phomopsis
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leptostromiformis) (Cowling i wsp. 1987, Jasinska, Kotecki 1993, Nowicki 1995, Huyghe
1997, Kuptsov, Kuptsov 1999, Janczak i wsp. 2002, Tivoli i wsp. 2006, Marcinkowska 2007,
Buirchell 2008, Fiedorow i wsp. 2008).

Aktualnie za najgrozniejszg chorobe uznaje si¢ antraknoze¢ tubinu. W Polsce pojawita
si¢ w latach dziewigcédziesigtych XX wieku. Patogen poraza wszystkie gatunki tubinu rosngce
w Polsce, ale najbardziej podatny jest tubin biaty i z6ity.

Sprawcg antraknozy tubinu jest grzyb rodzaju Colletotrichum. Rodzaj ten wystepuje
na calym $wiecie, ale najbardziej rozpowszechniony jest w regionach tropiku i subtropiku.
Zalicza si¢ go do najgrozniejszych patogenow roslin, powodujacych duze straty gospodarcze
w uprawie roslin rolniczych, w tym bobowatych, warzyw i roslin sadowniczych. Grzyby
nalezace do rodzaju Colletotrichum sg zaréwno monofagami, $ciSle zwigzanymi ze swoim
zywicielem, jak 1 polifagami. Posiadaja duze zdolnosci adaptacyjne i tworzg liczne formy
specjalne, rasy i patotypy (Frencel 1998, Dean i wsp. 2012). Grzyby tego rodzaju moga by¢
endofitami, hemibiotrofami albo nekrotrofami. Poszczegdlne gatunki moga prowadzi¢ rézne
style zycia w zaleznosci od fazy infekcji (Jayawardena i wsp. 2020). Rodzaj Colletotrichum
zostal uznany za 6smg najwazniejsza grupe grzybow chorobotworczych dla roslin na §wiecie
(Cannon i wsp.2012). Patogeny te, oprocz chordb roslin, wywotuja takze szereg infekcji ludzi
i owadow (Cano i wsp. 2004, Natarajan i wsp. 2013, Damm i wsp. 2012). Rodzaj ten po raz
pierwszy szczegolowo zostal opisany przez Corda w 1837 roku. 1 okresla go 17 synonimow, ale
w powszechnym uzytku jest nazwa Colletotrichum. Do rodzaju Colletotrichum nalezato ok.
1219 gatunkow grzybow, ktére réznicowano ze wzgledu na budowe. Ogolny trend w mykologii
w latach 80-tych do ograniczania taksonow spowodowat spadek liczby gatunkéw nalezacych do
tego rodzaju wg Suttona (1992) do 25, a wg Marcinkowskiej (2003) do 39 gatunkéw. W 2009
roku do rodzaju Colletotrichum nalezaty 62 gatunki zawarte na liscie ,,Catalogue of life: 2009
Annuale checklist”. W 2021 wedlug Talhinhas i Baroncelli (2021) okreslonych zostato 257
gatunkow rodzaju Colletotrichum nalezacych do 15 kompleksoéw gatunkowych.

C. gloeosporioides [(Penz.) Penz. & Sacc.] nalezy do kompleksu gloeosporioides. Jest
to gatunek polifagiczny powodujacy wiele jednostek chorobowych. C. acutatum (Simmonds),
a takze C. lupini [(Bondar) Nirenberg, Feiler & Hagedorn] nalezg do kompleksu acutatum
(Talhinhas i Baroncelli 2021). C. lupini zostal wyodrebniony jako osobny gatunek na
poczatku XXI wieku. Wszystkie powyzej wymienione gatunki opisywano jako czynnik
sprawczy antraknozy tubinu (Hyde i wsp. 2009).

W latach 90-tych XX w. z roznych stron $wiata naplywaty liczne informacje

0 pojawieniu si¢ 1 szybkim rozprzestrzenianiu antraknozy wielu gatunkéw roslin,
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powodowanej przez C. gloeosporioides (Penz. Sacc., telomorfa: Glomerella cingulata
(Stonem.) Spauld. et Schrenk). Gatunek ten znany jest jako sprawca gorzkiej zgnilizny wi$ni,
jablek i pomidora (Hyde i wsp. 2009). Wystepowanie patogena odnotowano na gatunkach
ro$lin, ktore wczesniej nie byly przez niego porazane, m.in. Debrunner i Rauber (2000) w
Szwajcarii, a Schwarczinger, Vajna (1998a) na Wegrzech donosili o pojawieniu si¢
antraknozy na dziurawcu (Hyperum performatum). Schwarczinger, Vajna (1998b) odkryli
réwniez C. gloeosporioides na ostrozeniu rosyjskim (Salsola tragus) na Wegrzech. Podobne
zjawisko Berner i wsp. (2006) odnotowali w Grecji. W tych latach réwniez zanotowano
masowe wystepowanie antraknozy na roslinach rodzaju Lupinus - zar6wno na gatunkach
dziko rosnacych, jak i uprawianych (Reed i wsp. 1996, Frencel 1998, Janczak 2000).

W 1912 roku Bondar w Brazylii jako sprawce antraknozy tubinu opisat Gloeosporium
lupinus (Nirenberg i wsp. 2002). Wedlug Pieczul i Rataj-Guranowskiej (2004) antraknoza
hubinu zostata odnotowana i opisana po raz pierwszy w 1939 roku w Ameryce Pdinocnej
przez Weimera (1942). Pierwsze epidemiologiczne wystgpowanie antraknozy tubinu
odnotowano w latach 40-50 XX wieku. Wowczas porazeniu ulegly uprawy tubinu
waskolistnego i zottego (Valente i wsp. 2002). Ponowne pojawienie si¢ choroby zanotowano
w latach 80-tych i 90-tych XX w. W mniejszym lub wigkszym nasileniu trwa ona do dzisiaj
(Talhinhas i wsp. 2016). Z uptywem czasu dokumentowano pojawianie si¢ antraknozy
w roznych regionach $wiata: w Ameryce Potudniowej, Nowej Zelandii (Dick 1994), Australii
w 1994 r., w 1972 na Biatorusi na tubinie waskolistnym i biatym (Kuptsov, Kuptsov 1999),
(Sweetingham i wsp. 1995) we Francji w 1985 roku, (Feiler i wsp. 1999, Elmer 2001),.
W Wielkiej Brytanii oznaczono ja w 1989 roku na tubinie ozdobnym (Reed 1 wsp. 1996),
a w 1993 r. w Kanadzie na tubinie biatym (Paulitz 1995). Straty plonu nasion na porazonych
plantacjach lubinu wahaja si¢ od 50 do 100% (Valente 1 wsp. 2002).

Antraknoza tubinu powodowana jest przez grzyb rodzaju Colletotrichum. Pochodzi on
z klimatu tropikalnego i subtropikalnego (Frencel i wsp. 1997, Frencel 1999). Choroba
szeroko rozpowszechniona jest w Ameryce Potudniowej i Srodkowej, czyli w regionie
geograficznym, skad pochodzi tubin 1 gdzie jest on szeroko uprawiany od najdawniejszych
czasow. W tych regionach $§wiata odnotowywano roéwniez najwigksza rdznorodnosé
genetyczng patogena (Alkemade i wsp. 2021).

Wedlug Arxa (1970) antraknoze tubinu wywotuje Colletotrichum gloeosporioides
Penz. telomorfa Gromerella cingulata Stoment. Teoria ta utrzymywala si¢ przez wiele lat, az
gwattowne rozpowszechnienie si¢ choroby na calym S$wiecie oraz duze straty, jakie

powodowata w gospodarce przyczynily si¢ do rozpoczgcia szerokich badan nad antraknoza.
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Wsrod badaczy pojawily si¢ réznice opini, co do przynaleznosci gatunkowej sprawcy
antraknozy tubinu. Liczne doniesienia w latach dziewig¢édziesigtych, z roéznych krajow
i kontynentow: Australii (Sweetingham 1995), Kanady (Paulitz 1995), Biatorusi (Kuptsov,
Kuptsov 1999) potwierdzatly, ze sprawcg antraknozy tubinu jest podany przez Arxa gatunek
C. gloeosporioides. Réwnoczesnie pojawily sie artykuly, w ktorych autorzy wskazywali na
C. acutatum Simmonds ex Simmonds, gatunek powodujacy antraknoze papai, truskawki
(Arroyo 2002, Than i wsp. 2008, Hyde 2009), jako sprawce antraknozy tubinu (Reed i wsp.
1996, Talhinhas 1 wsp.(2002), Jednoczesnie pojawila si¢ propozycja, ktorg przedstawit Feiler
i wsp. (1999), wyodrebnienia sprawcy antraknozy tubinu jako osobnego gatunku, a Nirenberg
wraz ze wspotpracownikami (2002) wskazali C. lupini jako gatunek powodujacy antraknoze
hubinu. Dodatkowo wydzielili dwie odmiany C. lupini var. lupini i C. lupini var. setosum.
Propozycja ta nie od razu zostala zaakceptowana przez badaczy, ale z czasem zostal
wypracowany kompromis i zaczeto powszechnie stosowaé nazwe C. lupini jako cze$é
kompleksu gatunkéw C. acutatum (Damm i wsp. 2012).

W Polsce antraknoze tubinu po raz pierwszy odnotowano i udokumentowano w 1995
roku w Wiatrowie. Choroba wystapila na réoznych gatunkach tubinu, ale najbardziej porazony
zostal tubin biaty (Frencel i wsp. 1997, Filoda 2004). Do tego czasu dominowala opinia, iz
patogen pochodzacy z rejonu tropikalnego i subtropikalnego nie jest zagrozeniem dla upraw
hubinu w Polsce, z powodu niekorzystnego dla jego rozwoju patogena klimatu (Frencel 1993,
Janczak 2000). Epidemiczne wystepowanie antraknozy tubinu nie ograniczyto si¢ do jednego
roku. W kolejnych latach wystgpowanie choroby nasilito si¢, co spowodowato prawie
catkowite wyeliminowanie z uprawy tubinu biatego oraz w znacznym stopniu ograniczenie
upraw tubinu zo6ltego i waskolistnego (Janczak 2000). W nastgpnych latach nie odnotowano
na niektorych plantacjach objawow antraknozy tubinu, co potwierdza zmiennos$¢ porazenia
przez patogena (Janczak i wsp 2002).

Objawy antraknozy tubinu wystepuja na wszystkich gatunkach tubinu. Na
nadziemnych organach widoczne sg skrecone todygi, ogonki lisSciowe albo straki
z pomaranczowg masg zarodnikéw konidialnych (Talhinhas i wsp. 2016). Wplyw na nasilenie
objawow ma kilka czynnikéw: gatunek i odmiana tubinu, typ wzrostu, faza rozwojowa
zywiciela, warunki pogodowe (Kurowski 1 wsp. 2006).

Porazeniu ulegajg siewki, na ktorych patogen moze powodowaé przedwschodowsg
i powschodowg zgorzel siewek. Wowczas wystepuja objawy chorobowe widoczne w postaci
rézowych plam oraz przewezen na epi- i hipokotylu oraz na korzeniach i prowadza do

zamierania ro$liny (Janczak 1 wsp. 2002, Semaskiene 1 wsp. 2008). Choroba na polu czesto
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wystepuje gniazdowo. Najbardziej charakterystyczne dla antraknozy sa todygi z eliptycznymi,
blador6zowymi w $rodku przebarwieniami z brunatnym obrzezem. W pierwszym etapie
infekcji objawy chorobowe maja posta¢ nekroz na todydze, ktore z czasem powigkszajg si¢, a
w $rodku zaczynajg tworzy¢ si¢ toza z zarodnikami konidialnymi, powodujagcymi rézowawe
zabarwienie plam. W miegjscu plam nastgpuje obumieranie tkanki, w efekcie czego todyga
skreca sie. Tak porazony organ przybiera pastoralowaty pokrdj, a wierzchotki pedow
kwiatostanowych wiedng 1 zwisajg. Wglebione lososiowe plamy pojawiajg si¢ rOwniez na
strgkach. Plamy infekcyjne na strgkach sg duze, okragle 1 moga zlewaé si¢ w nieregularny
ksztatt. Grzybnia przerasta tkanki az do nasion. Silne porazenie przed oraz w czasie
kwitnienia powoduje brak zawigzywania, nie wytworzenie lub zamieranie kwiatostanow
i strgkéw. Stabo porazone rosliny moga wytworzy¢ zaréwno straki, jak i nasiona, ale
zazwyczaj s3 one zainfekowane, przebarwione na brazowo oraz znieksztatcone (Sweetingham
1999). W efekcie duzego nasilenia choroby rosliny catkowicie obumierajg. Stabe nasilenie
infekcji moze spowodowa¢ brak widocznych objawdw, a porazone nasiona stang si¢ zrodtem
infekcji pierwotnej w kolejnym sezonie wegetacyjnym (Frencel i wsp. 1997, Frencel 1998,
Nirenberg i wsp. 2002, Semaskien¢ i wsp. 2008).

Zanim sprawca antraknozy tubinu zostal wyodrgbniony i nadano mu range gatunku,
C. lupini identyfikowany byt jako C. acutatum lub C. gloeosporioides. Uwazano go za
gatunek polifagiczny, ktory wykazuje bardzo szeroki przedziat Zywicieli zard6wno wsrod
ro$lin uprawnych, jak i dziko rosngcych (Janczak i wsp. 1999, Baroncelli i wsp. 2015). Reed
i wsp. (1996) wskazuja, ze zywicielem patogena moze by¢ tubin zmienny (L. polyphyllus)
rosngcy dziko i w ogrodkach. Schwarczinger, Vajna (1998a) oraz Filoda (2007) wymieniaja
dziurawiec (Hyperum performatum), Remlein-Starosta i Nijak (2007) $§lazowiec pensylwanski
(Sida hermaphrodita Rusby), ktory jest uprawiany jako roslina energetyczna. Frencel (1993)
wérod zywicieli C. gloeosporioides wymienia rowniez fasolg, gatunki rodzaju Prunus, Malus,
Ligustrum. Duza réznorodno$¢ zywicieli byla wskazywana jako czynnik sprzyjajacy
epidemicznemu wystepowaniu choroby. Dzigki temu miata zwigksza¢ si¢ mozliwos¢
przetrwania niekorzystnych warunkow i rozprzestrzenienia patogena.

Od czasu, gdy w 2002 roku Nirenberg i wsp. zaproponowali i wyodre¢bnili sprawce
antraknozy tubinu jako osobny gatunek (C. lupini), zacz¢to traktowaé go jako gatunek
monofagiczny, S$ciSle powigzany z Lupinus spp. Autorzy wskazywali na mozliwo$é
infekowania ro$lin innego gatunku przez C. lupini, ale twierdzili, ze ma to charakter
okazjonalny. Wystepowanie patogena na innych gatunkach ro$lin potwierdzaja doniesienia

kolejnych badaczy, ktorzy identyfikujg C. lupini z manioku (Manihot), kamelii (Camellia),
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drzewa cynamonowego cejloniskiego ( Cinnamomum zeylanicum) (Damm i wsp 2012),
drzewa oliwnego Olea europaea L. (Msairi i wsp. 2020). Dodatkowo Nirenberg wraz ze
wspotpracownikami (2002) nie odrzuca rowniez mozliwosci infekowania tubinu przez inne
gatunki rodzaju Colletotrichum np. C. trifolii.

Obecnie C. lupini jest zaliczany do jednej z oSmiu grup wewngtrzgatunkowych
kompleksu gatunkéw C. acutatum. Kompleks ten opisywany jest jako polifagiczny
(Baroncelli i wsp. 2017). C. lupini okre$lany jest jako grupa jednorodna genetycznie
I morfologicznie z dwiema grupami genetycznymi (I i Il) stworzonymi na podstawie
wegetatywnych grup zgodnosci (VCG) (Shivas i1 wsp. 1998). Dzigki wykorzystaniu
dostepnych technik identyfikacji Alkemade wraz ze wspotpracownikami (2021) rozréznit juz
6 grup genetycznych i 10 odrgbnych morfotypow C. lupini. W celu prawidtowego
rozroznienia C. lupini od C. acutatum zalecane jest podejscie wielofazowe, ktore pozwala
z wigkszym prawdopodobienstwem wlasciwie identyfikowaé patogena. Zastosowanie
wielofazowej identyfikacji grzybow rodzaju Colletotrichum zawiera w sobie potaczenie
filogenezy wielogenowej z cechami polifazowymi, (morfologia, fizjologia, patogenicznos¢,
cechy kultur 1 metabolity wtérne). Uzycie kazdej z technik osobno jest obarczone btgdami,
ktore w sumie moga skutkowaé blednag identyfikacja (Cai 1 wsp. 2009). Identyfikacja przy
pomocy metod molekularnych np. ITS i RAPD opiera si¢ na filogenezie wielogenowej np.
sekwencjonowania genu GAPDH, TUB2 (B-tubulina 2), CHS1 (chityna), ACT (aktyna), HIS3
(histon) czy konserwatywnego regionu HMG (Damm i wsp. 2012, Dubrulle i wsp. 2020a).
Ciagle poszukiwane 1 proponowane sg nowe geny pozwalajace na réznicowanie gatunkowe
np. geny mitochondrialne (Pszczotkowska 1 wsp. 2020) czy gen Apn2-Matl-2-1
(APN/MAT1) (Dubrulle i wsp. 2020a). Badania przeprowadzone przez Dubrulle
i wspolpracownikow (2020b) wskazujg, ze C. lupini prawdopodobnie jest patogenem
okreslanym jako hemibiotroficzny, a przejscie do fazy nekrotroficznej nastepuje w 72-84
godzinie od infekcji. Kamber wraz z wsp. (2021) wskazuje, ze transmisja patogena w roslinie
nie zachodzi poprzez uktad naczyn, czyli systemicznie.

C. lupini na sztucznym podilozu tworzy kulture od ptaskiej - pozywka SNA
(syntetyczne podloze agarowe ubogie w sktadniki odzywcze), filcowatej do wetnistej -
pozywka OA (agar owsiany) i PDA (agar glukozowo-ziemniaczany) z calym brzegiem.
Grzybnia jest krotka o barwie od bialej do jasnoszarej, spotykana jest rowniez barwa
jasnooliwkowa. Rewers grzybni moze by¢ koloru od bezbarwnego, bialego, poprzez

bladozoétty do jasnoszarego, a nawet do ciemno brgzowego (Damm i wsp. 2012, Dubrulle i
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wsp. 2020a). Szybkos¢ przyrostu grzybni 7 dnia wynosi 15-21 mm (10 dnia 25-31 mm) na
podtozu SNA; a 15-19 mm - 7 dnia (24-27 mm - 10 dnia) na pozywce OA. Odnotowano
rowniez izolaty o szybszym tempie wzrostu (Damm 1 wsp. 2012). Strzepki wegetatywne
patogena majg S$rednice 1,0-6,5 um, sg szkliste, gladkie, podziclone i rozgal¢zione. Nie
wystepuja konidiomaty i szczecinki. Nie zaobserwowano wystgpowania chlamydospor
(Damm i wsp 2012). Dubrulle ze wsp. (2020a) zaobserwowal, ze niektore izolaty C. lupini
tworza mikroskleroty. Konidiofory tworza si¢ bezposrednio na strz¢pkach wegetatywnych
grzybni. Majg ksztalt cylindryczny (2,5-20x1,5-2,5 um), sa szkliste, gladkoscienne,
rozgalezione, z przegrodami lub bez. Konidia s3 rowniez szkliste, gltadko$cienne, bez
przegrod, proste, zwykle cylindryczne. Z jednej strony ich koniec jest zaokraglony a z drugiej
szpiczasty (ostry). Przecigtna wielko$¢ zarodnikow to 12,0 x 4,1 um, stosunek dlugosci do
szeroko$ci wynosi 2,9. Masa zarodnikéw konidialnych ma kolor tososiowy. Appresoria sa
pojedyncze lub w matych skupiskach koloru brazowego (Damm i wsp. 2012).

Do chwili obecnej nie zaobserwowano formy doskonatej C. lupini. Nieliczne tylko
gatunki Colletotrichum maja zidentyfikowang forme¢ ptciowa ( Nirenberg i wsp. 2002, Damm
i wsp. 2012, Baroncelli i wsp. 2017).

Jednym ze sposobow rozprzestrzeniania si¢ patogena sg nasiona zywiciela. To
zainfekowane nasiona s3 odpowiedzialne za infekcj¢ pierwotng 1 rozprzestrzenianie si¢
sprawcy choroby w okresie wegetacji (Filoda, Horoszkiewicz—Janka 2003a, Frencel i wsp.
1998, Janczak i wsp. 1999, Lisova, Nedzinskiene 2006, Semaskiené i wsp. 2008). Porazenie
nasion bez widocznych objawdw sprzyja rozprzestrzenianiu si¢ patogena wraz z
importowanym materiatem siewnym (Elmer 2001), a mig¢dzynarodowy transport nasion
utatwia szybkie rozprzestrzenianie si¢ patogena na swiecie (Alkemade i wsp. 2021).

Wedtug Talhinhas i wsp. (2016) pozostawione na polu resztki zainfekowanych roslin
moga réwniez by¢ zrodlem infekcji. Lindbeck 1 wsp. (1998) podaja, ze tososiowordzowe
skupiska zarodnikow konidialnych moga by¢ rozpraszane przez rozprysk kropli deszczu,
a takze przenosic¢ si¢ przez pojazdy, odziez, zwierzeta i owady. Ci sami autorzy ustalili jako
prog szkodliwosci dla C. lupini takg infekcje nasion, ktora prowadzi do 5% utraty plonu
nasion.

Nasilaniu objawoéw antraknozy tubinu wedlug Filody, Horoszkiewicz (2001) oraz
Filody i Horoszkiewicz-Janki (2003b) sprzyja utrzymujgca si¢ wysoka, dochodzaca do 70-
80%, wilgotno$¢ powietrza, a dodatkowo czeste 1 dlugotrwate opady deszczu w okresie od
kwietnia do czerwca. Optymalna temperatura rozwoju grzyba wedtug Frencel (1998) stanowi

powyzej 26°C, a Thomas i wsp. (2008b) okreslili ja na poziomie 25°C. Wedlug Janczak
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I wsp. (2002) do udanej infekcji dochodzi juz od 15°C. Z doniesien przedstawionych przez
Talhinhas i wsp. (2016) wynika, ze wystarczy temperatura powyzej 10°C (16 godz. w temp.
12°C lub 4 godz. w temp. 24°C) i1 jednoczesnie wysoka wilgotnos¢ do zainicjowania
kietkowania konidiéw i poczatku choroby. Korelacja tych wszystkich czynnikow w czasie
moze doprowadzi¢ do szybkiego nasilania objawow chorobyi pojawienia si¢ wielu pokolen
patogena w okresie wegetacyjnym zywiciela, co z kolei moze doprowadzi¢ do epifitozy.
Po inokulacji patogen rozwija si¢ szybko, wymagajac os$miu dni w temp. 24°C (16 dni w
temp. 12°C) do wytworzenia i uwolnienia zarodnikow (Talhinhasi wsp. 2016). Wystarczy, ze
jeden z czynnikéw pogodowych bedzie odbiegal od preferowanego optimum, a nasilenie
choroby spada (Janczak i wsp. 2003). Dhugotrwata, utrzymujaca si¢ susza w okresie
wiosenno-letnim powoduje op6znienie wschoddéw, a zarazem obniza stopien porazenia tubinu
(Podlesny 20006).

Do czynnikow agrotechnicznych, ktore przyczyniaja si¢ do zmniejszenia stopnia
porazenia roslin nalezg: zachowanie ptodozmianu i unikanie Siewu tubinu na tym samym
obszarze sezon po sezonie (Shea i wsp. 2008), a takze zastosowanie siewu punktowego, ktory
wg Podlesnego (2006), poprawia stan fitosanitarny uprawy. Wyniki badan Kurowskiego
I wsp. (2005) rowniez wskazywaty na poprawe zdrowotnosci tubinu w siewie punktowym, ale
nie byla to poprawa istotna w przypadku antraknozy tubinu. Doniesienia Podlesnego nie
zostaly potwierdzone rowniez W badaniach Bieniaszewskiego i wsp. (2007), gdzie siew
punktowy nie miat znaczacego wptywu na zdrowotnos$¢ tubinu, ktora raczej determinowaty
cechy odmianowe. Wedlug danych uzyskanych przez Lisovg i Nedzinskiene (2006)
aktywno$¢ patogena na przechowywanym materiale siewnym po trzech latach zanika.
Potwierdzaja to rowniez Cwalina-Ambroziak, Kurowski (2005), ktoérzy wykazali ze juz po 1,5
rocznym przechowywaniu nasion przezywalno$¢ patogena znacznie spada, a po 2,5 roku
przechowywania przezywalno$¢ sprawcy antraknozy spada do zera, niezaleznie od odmiany.

Od momentu stwierdzenia w Polsce antraknozy poszukiwane s3a sposoby
przeciwdziatania jej skutkom. Jedng z metod jest hodowla odmian tubinu o zwigkszonej
opornosci na antraknozg, co wigze si¢ z identyfikacja gendw zwiazanych z odpornoscia roslin
na t¢ chorobg. Pojawiaja si¢ doniesienia o identyfikacji odpowiednich genoéw odmiany Tanjil
1 Wonga, posiadajacych gen Lanrl, odpowiadajacy za odporno$¢ na antraknoze (Tivoli 1 wsp.
2006, Yang i wsp. 2008). Fisher i wsp. (2015) wskazujg na gen LanrBo, jako odpowiadajacy
za odporno$¢ na C. lupini. Mapowane sa rowniez geny innych gatunkoéw, np. tubinu biatego,
w poszukiwaniu genu opornosci na antraknoze¢ (Phan i wsp. 2007, Alkemade 1 wsp. 2022a),

lecz badania te sg ciagle nieliczne i zwigzane z jednym dominujgcym lokus. Poszukiwane sg
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linie hodowlane posiadajace markery odpowiadajace za odporno$¢ na patogena (You i wsp.
2004). Pod tym katem analizowane s3 znane gatunki i odmiany lokalne oraz dziko rosnace
lubiny, a badacze kieruja swoje poszukiwania w regiony geograficzne, ktore uwazane sg za
kolebke tubinu. Taka wtasnie lokalng odmian¢ odnaleziono w Etiopii (Adhikari 1 wsp. 2009).

Polifagicznos$¢ patogena stata si¢ zroédlem zainteresowania nim jako bioherbicydem.
Poszukiwane byly szczepy patogeniczne dla Scisle okreslonych gatunkéw roslin (Jackson i
Bothast 1990, Schiller i wsp. 1991, Jackson i Schiller 1995). Niektorzy twierdza, ze
powstanie mykoherbicydu ,,College”, w ktorym wykorzystano szczep C. gloeosporioides
f. sp. aeschynomene moglo leze¢ u podstaw szerokiego rozprzestrzenienia si¢ patogena (Dick 1994).

Proby ograniczania wystgpowania antraknozy tubinu na $wiecie w praktyce skupiaja
si¢ na kilku podstawowych sposobach. Pierwszy z nich, na ktory zwraca si¢ szczegdlng
uwage, to stosowanie materialu siewnego wolnego od sprawcy choroby. Niestety do
okreslenia poziomu infekcji przy wykorzystaniu metody klasycznej, czyli identyfikacji
mikroskopowej, potrzeba czasu, a metody diagnostyki molekularnej (np. Test Taqg Man PCR
[test gPCR] - pozwalajacy na iloSciowe okreslenie rzeczywistego wystepowania patogena na
nasionach) nie sg jeszcze powszechnie dostepne (Kamber i wsp. 2021).

Kolejnym sposobem ograniczenia rozprzestrzeniania si¢ antraknozy tubinu jest
hodowla tubinu pod katem odpornosci. Wielu badaczy uwaza, ze poszukiwanie genow
odpornosci jest jedynym skutecznym sposobem walki z patogenem (Alkemade i wsp. 2022a).
Inng metoda zwalczania C. lupini jest stosowanie $rodkow chemicznych (fungicydow),
zarbwno w formie zapraw nasiennych, jak i opryskiwania roslin. Od samego poczatku
masowego wystepowania choroby badacze z réznych regionow $wiata analizowali dostgpne
chemiczne substancje czynne, ktdre byly zarejestrowane do zwalczania innych chordb roslin
bobowatych. Testowaniu poddano substancje zarowno o dziataniu ogdlnoustrojowym, jak
i kontaktowym (Thomas i wsp. 2008a, Horoszkiewicz-Janka i wsp. 2012, Horoszkiewicz-
Janka i wsp. 2020). Wyniki badan prowadzonych przez Thomas i wsp. (2008a) potwierdzity,
ze istotny wplyw na skuteczno$¢ fungicydéw ma termin ich aplikacji w stosunku do momentu
infekcji rosliny przez C. lupini. Najbardziej skuteczne byto stosowanie ochrony chemiczne;j
na 1-2 dni przed infekcja, jak rowniez przed opadami deszczu. Badane §rodki chemiczne nie
zabezpieczaty rosliny przed rozwojem patogena, gdy byly aplikowane po infekcji. Mimo
skutecznosci, dostgpne chemiczne $rodki ochrony roslin stosowane w formie nalistnej, w
warunkach polowych nie zabezpieczaty przed stratami z powodu wystgpowania antraknozy

tubinu.
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Ogolnoswiatowe tendencje proekologiczne, majace na celu ograniczanie do minimum
stosowania chemicznych $rodkéw ochrony roslin, spowodowaty wycofanie z uzytku wielu
substancji czynnych, ktore mialy potwierdzony badaniami hamujgcy wplyw na
C. lupini. Obecnie wg zalecen Instytutu Ochrony Roslin PIB w Poznaniu z 2022 roku do
zwalczania antraknozy tubinu rekomendowana jest tylko jedna substancja czynna - prochloraz
(zwiazek z grupy imidazoli), o dziataniu wglebnym, do stosowania zapobiegawczego.
Wedlug Horoszkiewicz-Janki i wsp. (2020) tak ograniczona pula dost¢pnych substancji
czynnych sprzyja zjawisku uodporniania si¢ sprawcy antraknozy. Wszystkie wymienione
powyzej czynniki oraz potrzeba zwalczania choroby w gospodarstwach ekologicznych
sktonily badaczy do poszukiwania nowych rozwigzan. Prowadzono badania nad zaprawami
nasiennymi zawierajacymi dostepne substancje czynne, a takze nad biopreparatami
(Horoszkiewicz-Janka i wsp. 2012), olejkami roslin np. olejekiem tymiankowym,
zawiesinami mikroorganizmoéow np. Bacillus, czy fizycznymi metodami ograniczenia infekcji
pierwotnej - obrobka termiczna (gorgca woda, parg lub suchym cieptym powietrzem) oraz

promieniowaniem jonizujacym (Falconi, Yanez-Mendizabal 2016, Haesen 2018).
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4. MATERIAL I METODY BADAN

4.1. Material

4.1.1. Charakterystyka gatunkéw i odmian lubinéw uzytych w badaniach

Material do badan stanowity uprawiane w Polsce wybrane odmiany lubinu biatego,
waskolistnego i zottego oraz Lupinus mutabilis i tubiny dziko rosngce. Odmiany tubinéw
uprawnych, w okresie prowadzenia badan, znajdowaty si¢ na liScie odmian roslin rolniczych
COBORU. L. albus var. graecus, L. hispanicus oraz L. mutabilis pochodza z kolekcji dr. hab.
Jerzego Przyborowskiego, prof. UWM. L. polyphyllus zostat pozyskany z Nadle$nictwa
Braniewo. Nasiona L. nanus zakupiono w sklepie ogrodniczym.

Lubin bialy Lupinus albus L.

Odmiana wczesna Bardo zostata zarejestrowana w 1990 roku. Rosliny tej odmiany
posiadaja antocyjanowe zabarwienie na todydze, nasilajace si¢ ku gorze; ciemnozielone,
palczaste liscie oraz niebieskozielone kwiaty. Rosliny te cechuje tradycyjny typ wzrostu.
Nasiona odznaczaja si¢ wysoka zawartoscig biatka i tluszczu, a takze niskim poziomem
alkaloidoéw. (https://coboru.gov.pl/Polska/odm_szczegoly.aspx?nrodm=2941)

Odmiana Boros zostata zarejestrowana w 2003 roku jako odmiana stodka, bardzo
wczesna. Roslina charakteryzuje si¢ samokonczacym typem wzrostu oraz wczesnym terminem
kwitnienia 1 dojrzewania. Wytwarzane kwiaty maja zabarwienie niebieskobiale, a straki nie
pckaja. Nasiona sg biate 1 wykazuja si¢ niskg zawartoscig alkaloidow, przy jednoczes$nie
wysokiej zawartosci biatka (pow. 30%) i tluszczu (pow. 10%). Zalecana obsada 90-100
ro$lin/m? (250-290 kg/ha). (https://coboru.gov.pl/Polska/odm_szczegoly.aspx?nrodm=7917)

Butan - odmiana wczesna, pastewna, zarejestrowana w 2000 roku,
o niezdeterminowanym typie wzrostu i kréotkich pedach bocznych. Ros$liny maja stabe,
antocyjanowe zabarwienie todygi oraz liSci, a kwiaty koloru niebieskobialego. Mate nasiona
o bialej okrywie nasiennej i obnizonej o ok. 30-40% zawarto$ci alkaloidow, sg wytwarzane
w duzych 1 szerokich strgkach. Odmiana charakteryzuje si¢ obnizong podatno$cig na choroby
fuzaryjne. Wymagana obsada 70—80 ro$lin/m?.
(https://coboru.gov.pl/Polska/odm_szczegoly.aspx?nrodm=3625)

Lubin waskolistny Lupinus angustifolius L.

Baron - odmiana zarejestrowana w 2002 roku, charakteryzujagca si¢
niezdeterminowanym typem wzrostu, dobrze plonujaca. Roslina nalezy do odmian bardzo
wczesnych, ale dobrze znosi op6zniony wysiew. Wykazuje zmniejszong podatno$¢ na choroby
fuzaryjne. Lubin tej odmiany wytwarza kwiaty barwy niebieskiej, a nastepnie niepgkajace straki
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z szarymi nasionami o niskiej zawarto$ci alkaloidéow i1 podwyzszonej zawartosci bialka.
Wymagana obsada: 100 roslin/'m? (140-160 kg/ha) na glebach kompleksu zytniego bardzo
dobrego (Malicki 2002). (https://coboru.gov.pl/Polska/odm_szczegoly.aspx?nrodm=6908)

Boruta — odmiana zarejestrowana w 2002 roku, zaliczana jest do odmian nasiennych,
wczesnych, o zmniejszonej podatnosci na choroby fuzaryjne. Roslina nie rozgalgzia si¢ silnie,
ale charakteryzuje si¢ rownomiernym dojrzewaniem i niepgkajacymi strgkami. Nasiona sg
biate, o bardzo niskiej zawartosci alkaloidéw. Zalecana do uprawy na glebach kompleksu
zytniego bardzo dobrego w obsadzie 90-100/m? (140-155 kg/ha).
(https://coboru.gov.pl/Polska/odm_szczegoly.aspx?nrodm=6912)

EIf — odmiana Polska zarejestrowana w 2001 roku, o tradycyjnym typie wzrostu
z matg sktonnosci do otwierania stragkow. Nasiona zawieraja mata ilo$¢ alkaloidow. Moze by¢
uprawiana z przeznaczeniem na pasz¢. Odmiana zalecana jest do uprawy na glebach kompleksu
Zytniego bardzo dobrego (Malicki 2001). (https://coboru.gov.pl/Polska/odm_szczegoly.aspx?nrodm=3626)

Sonet — odmiana tubinu zarejestrowana w 1999 roku. Jest to odmiana bardzo wczesna,
nasienna, rownomiernie dojrzewajaca o niepekajacych strgkach. Rosliny charakteryzuja sie
zmniejszong podatnos$cia na choroby wirusowe i fuzaryjne. Kwiaty sa niebieskie, nakrapiane.
Nasiona charakteryzuje niska iloscig alkaloidow i wysoka zawarto$cia biatka. Zalecana do
uprawy na glebach dobrych i $rednich kompleksu zytniego w obsadzie 100-120 roélin na m?
(180 kg/ha) (Malicki 2002). (https://coboru.gov.pl/Polska/odm_szczegoly.aspx?nrodm=2938)

Odmiang Zeus zarejestrowano w 2002 roku jako odmiang pastewna, wczesna,
o niezdeterminowanym typie wzrostu. Ro$lina odznacza si¢ zmniejszong wrazliwoscig na
choroby fuzaryjne 1 brunatng plamisto$¢ lisci oraz duza tolerancja na wysokg temperature
przy spoznionym siewie. Odmiana charakteryzuje si¢ szybkim tempem wzrostu. Kwiaty sa
kremowej barwy, a straki catkowicie niepeckajace. Wytwarza biate nasiona o niskiej
zawarto$ci alkaloidow 1 przecietnej zawarto$ci biatka. Lubin nadajacy si¢ do uprawy
poplonowej, nasienno-zielonkowej. Zalecany do uprawy na glebach kompleksu zytniego
bardzo dobrego w obsadzie 100 roslin/m? (140-160 kg/ha).
(https://coboru.gov.pl/Polska/odm_szczegoly.aspx?nrodm=6910)

Lubin zolty Lupinus luteus L.

Legat — odmiana wczesna, zarejestrowana w 2000 roku. Rosliny charakteryzuja si¢
réwnomiernym dojrzewaniem i sg odporne na wyleganie. Odmiane cechje niska podatno$¢ na
choroby wirusowe, fuzaryjne oraz antraknoze. Kwiaty sag pomaranczowozoélte, a Straki nie
pekaja. Nasiona sg biate, z czarnym, réwnomiernym ornamentem oraz rozmytym, biatym

sierpem. Zawierajg mata ilo$¢ bialka i alkaloidow. Legat zalecany jest do uprawy na nasiona
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w rejonach o opdznionym terminie dojrzewania. (https://www.agrospis.pl/odmiany-
upraw/legat-lubin-zolty)

Markiz — zarejestrowany w 1998 roku jako odmiana o zdeterminowanym typie
wzrostu. Rosliny sg odporne na wyleganie i charakteryzuja si¢ duzg ptodnoscig, a takze
wykazuja zwigkszong odporno$¢ na choroby fuzaryjne oraz tolerancj¢ na choroby wirusowe.
Kwiaty sg zolte, a straki niepgkajace. Nasiona szare, z polksiezycem, charakteryzuja si¢
wysoka zawartoscig biatka, przy jednoczesnie niskiej zawartosci alkaloidéw. Odmiana
zapewnia plon w uprawie na glebach dobrych i stabych kompleksu zytniego w caltym kraju.
(https://coboru.gov.pl/Polska/odm_szczegoly.aspx?nrodm=6902)

Mister — $redniowczesna odmiana zarejestrowana w 2003 roku, o tradycyjnym typie
wzrostu, z niska wrazliwoscig na opdzniony siew, odznaczajaca si¢ duzg ptodnoscig. Rosliny
charakteryzuja si¢ odporno$cia na antraknoze oraz wyleganie. Kwiaty s3 w kolorze
pomaranczowozoOltym, a wytwarzane straki nie pekaja. Nasiona tej odmiany sa biate, z czarnym,
rdwnomiernie rozmieszczonym ornamentem oraz biatym rozmytym sierpem. Zawartos¢ biatka w
nasionach jest duza, przy jednoczenie niskiej ilosci alkaloidow. Glowne przeznaczenie tej odmiany
to uprawa na nasiona paszowe, na glebach kompleksu dobrego zytniego. Wysiew 120-130 kg/ha.
(https://coboru.gov.pl/Polska/odm_szczegoly.aspx?nrodm=6902)

Taper zostal zarejestrowany w 2002 roku jako odmiana samokonczaca, bez
rozgat¢zien bocznych, wczesnie dojrzewajaca. Rosliny charakteryzuja sie odpornoscig na
choroby fuzaryjne oraz tolerancja na choroby wirusowe. Dzigki krotkiemu okresowi
wegetacji odmiana odznacza si¢ rowniez pozorng odporno$cig na antraknozg. Rosliny
wytwarzajg kwiaty o barwie zoltej oraz niepgkajgce strgki. Nasiona sg biale, 0 wysokiej
zawartosci biatek i sladowej ilosci alkaloidow. Odmiana zalecana jest do uprawy nasiennej
I wWymaga bardzo wczesnego terminu siewu na glebach dobrych i stabych kompleksu zytniego
w  obsadzie 120 - 130 ro$lin/m? (150 - 160 kg  /ha).
(https://coboru.gov.pl/Polska/odm_szczegoly.aspx?nrodm=5825)

Lubin wieloletni (trwaly) Lupinus polyphyllus Lindl. opisany przez Swiejkowskiego
(1990) jako gatunek posiadajacy duze niebieskie kwiaty i 13-15 lancetowatych,
dloniastoztozonych lisci oraz krzaczasty pokroj. Roslina osiaga wysokos¢ do 1,5 metra i
kwitnie od czerwca do wrzesnia, wytwarzajac owtosione strgki. Lubin trwaly jest trujgcym
antropofitem, ktory przybyt wraz z cztowiekiem z Ameryki Potnocnej w XX wieku. Lubin
trwaty byl uprawiany w lasach dla zwierzyny. Z czasem zdziczal. Na obszarze Polski
zadomowil si¢ na state, zajmujac przydroza, przyplocia, nieuzytki oraz lasy (Urbisz, Urbisz

2004, Sobisz i wsp. 2020).
27


https://www.agrospis.pl/odmiany-upraw/legat-lubin-zolty
https://www.agrospis.pl/odmiany-upraw/legat-lubin-zolty
https://coboru.gov.pl/Polska/odm_szczegoly.aspx?nrodm=6902
https://coboru.gov.pl/Polska/odm_szczegoly.aspx?nrodm=6902
https://coboru.gov.pl/Polska/odm_szczegoly.aspx?nrodm=5825

Lupinus albus L. var. graecus (Boiss. & Spruner) Gladst jest to dziko rosngca
forma lubinu biatego rozpowszechniona w Grecji, wystepujaca roéwniez w innych krajach
batkanskich oraz w potudniowych Wtoszech i zachodniej Turcji. Odmiana ta cechuje si¢
niskim pokrojem. Roslina ma krotkg todyge, oraz kwiaty 0 ciemnoniebieskiej barwie. Obficie
wytwarza rozsypujace si¢ strgki. Nasiona tej odmiany sa kolorowe i maja nieprzemakalng
huping nasienng (Maxted, Bennett 2001, Kurlovich 2002, Singh, Jauhar 2005).

Lupinus hispanicus (Boiss et Reut) to gatunek endemiczny potwyspu iberyjskiego.
Rozpowszechniony gléwnie w Hiszpanii i Portugalii. Uwaza sig¢, ze jest blisko spokrewniony
z L. luteus (Singh, Jauhar 2005). Kwiaty mogg by¢ koloru niebieskiego lub niebiesko-biate
(Belén Monteagudo i wsp. 2005).

Lupinus mutabilis Sweet., zwany rowniez tubinem zmiennym lub andyjskim. Rosling
te uprawia si¢; wystepuje ona tez jako efemerofit. Gatunek ten moze dorasta¢ do 1,5 metra
wysokosci, ma bialo-zétte kwiaty zmieniajace si¢ do ciemnoniebieskich, stragk podiuzny,
a nasiona biale. W Andach byt wykorzystywany jako roslina uprawna na pasze, nawoz
zielony oraz w celu ochrony gleb. Nasiona charakteryzuja si¢ wysoka zawarto$cig biatka
(53%), tluszczy (24%) 1 alkaloidow. Obecnie juz wystepuja linie o niskiej zawartosci
alkaloidow (Bebeli i wsp. 2020, Guilengue i wsp. 2020).

Lupinus nanus Benth. Jest to ro$lina zielna, jednoroczna dorastajagca do 50 cm
o duzej zmiennosci genetycznej dotyczacej kolorystyki 1 wielkosci kwiatow oraz czasu

kwitnienia. Spotykana w siedliskach jak faki czy stare zadrzewienia (Knops, Barthell 1996).

4.1.2. Fungicydy uzyte w doswiadczeniu polowym i wazonowym w latach 2004-2006

W badaniach uzyto zalecanych wowczas przez Instytut Ochrony Roslin w Poznaniu

fungicydéw stuzacych zapobieganiu i zwalczaniu antraknozy tubinu (Zalecenia Ochrony

Roslin 2004-2006).

a/ w formie zapraw nasiennych

Funaben T 480 FS — srodek ochrony roslin w proszku. Stosowany jako zaprawa w formie
suchej lub zawiesiny wodnej. Funicyd wykazuje dziatanie uktadowe i kontaktowe.
W sktad preparatu jako substancje czynne wchodza: 20% karbendazymu (ester metylowy
kwasu 2-benzimidazolokarbaminowego) grupy benzimidazoli i 45% tiuramu (dwusiarczek
tetrametylotiuramu) grupy ditiokarbaminianow. Zaliczany jest do IV klasy toksycznosci dla

ludzi. (http://ochronaroslin.agro.pl/index.php?page=preparat&id=344)
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Sarfun 65 DS — fungicyd w formie proszku, stosowany jako zaprawa na sucho lub zawiesina
wodna. Preparat wykazuje dziatanie ukladowe i kontaktowe. Stosowany do zaprawiania
nasion, bulw i cebul. Substancje biologicznie aktywne to: 20% karbendazymu (ester
metylowy kwasu 2-benzimidazolokarbaminowego) i 45% tiuramu (dwusiarczek
tetrametylotiuramu).  Srodek  jest bardzo  toksyczny dla  organizméw  wodnych.
(https:/Amwwv.agrospis.pl/srodki-ochrony-roslin/sarfun-t-65-ds)

b/ w formie preparatéw do opryskiwania roslin

Bravo 500 SC - fungicyd o dziataniu kontaktowym. Substancja biologicznie czynng jest 40%
chlorotalonil (tetrachloroizoftalonitryl) z dodatkiem cynku jako mikroelementu. Zwiazek nalezy
do grupy weglowodoréw aromatycznych o szerokim zakresie dzialania. Preparat wptywa na
zahamowanie kietkowania zarodnikéw oraz motoryke zoospor. IOR zaleca go jako $rodek
zapobiegawczy przed antraknozg tubinu, szczegdlnie w warunkach atmosferycznych
sprzyjajacych rozwojowi choroby. Fungicyd nalezy do IV klasy toksycznosci dla ludzi i I klasy
toksycznosci  dla organizméw  wodnych.  (https://www.gov.pl/documents/912055/913531/
Bravo_500_SC.pdf/5964e159-7780-6806-c57¢-4d5360874d09?version=1.0)

Sarfun 500 SC - érodek grzybobojczy o dzialaniu ukladowym, stosowany w postaci
zawiesiny. Substancja biologicznie czynng jest karbendazym, zwiazek z grupy benzimidazoli.
Fungicyd o dziataniu uktadowym, wptywa na zahamowanie mitozy i podziatu komorki.
Preparat uzywany miedzy innymi w zwalczaniu antraknozy tubinu oraz fuzaryjnego wigdnigcia
roslin w dawce 0,7 I/ha. Srodek zalecany jest do przeprowadzania opryskoéw zapobiegawczych,
szczegolnie w czasie utrzymywania si¢ wysokiej wilgotnosci powietrza. Stosuje si¢ o tez
interwencyjnie, natychmiast po zaobserwowaniu pierwszych objawdéw choroby, a w razie
potrzeby powtarza zabieg po dwoch tygodniach. Jest bardzo toksyczny dla organizméw
wodnych. (https://www.agrospis.pl/srodki-ochrony-roslin/sarfun-500-sc).

4.1.3. Czynniki ochronne uzyte w doswiadczeniu polowym w latach 2011-2015
BIOLOGICZNE

Biochikol 020 PC - substancjg czynng preparatu jest 2 % chitozan (3-1,4D glukozaminy),
polisacharyd, jest to pochodna chityny. Stymuluje odporno$¢ rosliny poprzez akumulacje
chitynazy, synteze¢ inhibitoréw proteinazy, lignifikacj¢ 1 indukcje syntezy kalusa oraz zaktoca

rozwoj grzybow. (https://img.yumpu.com/19758887/1/500x640/0-46-830-00-47-fax-themar.jpg)
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EM (Efektywne Mikroorganizmy) — preparat zawiera m.in. bakterie kwasu mlekowego
1 fotosyntetyczne, drozdze, promieniowce oraz grzyby. Produkt poprawia zyznos¢ gleby oraz
wspomaga odporno$¢ 1 wzrost uprawianych roslin (Mayer 1 wsp. 2010).

BIOTECHNICZNE

Asahi SL — stymulator wzrostu, ktory zawiera trzy substancje czynne nalezace do grupy
pochodnych nitrofenoli tj. para-nitrofenolan sodu 3 g/l (0,3%), orto-nitrofenolan sodu 2 g/l
(0,2%), 5-nitrogwajakolan sodu 1 g/1 (0,1%). Wptywa stymulujaco na wzrost i jakos¢ plonowania
w warunkach stresogennych. (www.gov.pl/web/rolnictwo/etykiety-srodkow-ochrony-roslin)
Grevit 200 SL — substancjg czynna jest ekstrakt z grejpfruta. Srodek bakteriobdjczy
1 grzybobojczy ograniczajacy dziatanie enzymoéw zmniejszajacych przepuszczalnos$¢ bton
komoérkowych agrofagdéw, a takze zaburzajacy cykl oddechowy komorek fitopatogena. Dane
z etykiety produktu.

CHEMICZNE

Gwarant 500 SC - fungicyd o dziataniu powierzchniowym. Substancjg czynng jest
chlorotalonil, z grupy ftalanow, wptywajacy hamujaco na kietkowanie zarodnikow grzybow.
Stosowany zapobiegawczo lub przy pierwszych objawach choroby.
https://www.gov.pl/documents/912055/913531/Gwarant+500+SC.pdf/3ac79f70-510c-1340-
a01d-f366a519ee54?version=1.0

Sarfun 500 SC — opisany powyzej

4.1.4. Czynniki ochronne uzyte w do§wiadczeniu polowym w latach 2016-2018

BAKTERIE | GRZYBY

LAC MIX — mieszanina izolatow Lactobacillus brevis

PS 1 —izolat z rodziny Pseudomonace nr 1

PS15 —izolat z rodziny Pseudomonace nr 15

19 PSDM - izolat nr 19 uzyskany z wyziewoéw z komory napowietrzania W 0czyszczalni
sciekow w Dobrym Miescie

20 PSDM - izolat nr 20 uzyskany z wyziewow z komory napowietrzania w oczyszczalni
sciekow w Dobrym Miescie

MP2A — endofity korzeni pszenicy

EN 40 — endofity korzeni pszenicy pozyskane z 40-letniej monokultury

Wszystkie w/w szczepy bakterii i izolaty grzybow pochodza z kolekcji Katedry Entomologii,
Fitopatologii i Diagnostyki Molekularnej UWM w Olsztynie.
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BIOTECHNICZNE

Asahi SL — opisany powyzej

Bio-Algeen S90 — stymulator wzrostu bedacy naturalnym wyciggiem z glonow morskich
i wodorostow. Dzieki duzej zawartosci fitohormondéw, makro- i mikroelementow
biostymulator pobudza rozrost rosliny oraz utatwia regeneracje i przetrwanie w stresujacych
warunkach (Szmagara i wsp. 2019)

CHEMICZNE

Gwarant 500 SC — opisany powyzej

Ridomil Gold MZ Pepite 67,8 WG — fungicyd o dziataniu uktadowym i kontaktowym.
Zawiera dwie substancje czynne: metalaksyl-M (zwiazek z grupy fenyloamidoéw o dziataniu
uktadowym) oraz mankozeb (zwiagzek z grupy ditiokarbaminianow o dziataniu
powierzchniowym) https://www.gov.pl/documents/912055/913531/Ridomil_Gold MZ
Pepite_67%2C8_WG_zast.prof.pdf/9f1403c7-ce7e-586¢-251f 9f9cc8e36¢95?version=1.0
CZASTECZKI I NANOCZASTKI

AgNOs azotan (V) srebra (nazywany lapisem) — zwigzek nieorganiczny, sol kwasu
azotowego 1 srebra. Zwigzek posiada wlasciwosci bakteriobdjcze 1 grzybobdjcze.
https://pl.wikipedia. org/wiki/Azotan_srebra

SBTC (srebro koloidalne) — srebro w postaci nanoczastek wielkosci 10nm, stabilizowanych
w cytrynianie trisodu, zsyntetyzowane w Instytucie Katalizy i Fizykochemii Powierzchni im.
Jerzego Habera PAN w Krakowie przez dr M. O¢wieja.

TiOz2 tlenek tytanu (IV) (zwany bielg tytanowa) — zwigzek nieorganiczny, nierozpuszczalny
w wodzie.

Tytan nanoczastkowy — nanoczastki o wielkosci 21nm. Podobnie jak forma czasteczkowa

wystepuje w formie tlenku i jest nierozpuszczalny w wodzie. (Sigma Aldrich, USA)

4.1.5. Czynniki ochronne uzyte w pracach laboratoryjnych w 2015 roku

BIOLOGICZNE

Biochikol 020 PC — opisany powyzej
EM — opisany powyzej
BIOTECHNICZNE

Asahi SL — opisany powyzej
Bio-Algeen S90 — opisany powyzej
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Hurricane PRO+ 0,05%, Hurricane PRO+ 0,2% — adiuwant - niejonowy srodek zwilzajacy.
Substancja czynna na bazie zywicy sosny. https://www.procam.pl/produkt /hurricane-pro/
IsotakPRO+ 0,15%, lIsotakPRO+ 0,35% — kondycjoner wody oraz adiuwant. Srodek
przeznaczony jest do stosowania tgcznie z systemicznymi srodkami ochrony roslin. Dane
o produkcie dostepne na stronie producenta https://www.procam.pl/produkt/isotak-pro/
Kelpak SL — stymulator wzrostu pochodzacy z alg. Glowne substancje czynne preparatu:
auksyny, cytokininy, alginiany, brassinosteroidy, gibereliny, florotaniny (Eckol), poliamidy.
https://chemirol.com.pl/pl_PL/product/kelpak

Terra Sorb foliar — stymulator rozwoju roslin, w sktad ktorego wchodza: aminokwasy ogdtem
12%; wolne aminokwasy 9,3%; lacznie azot (N) 2,1%; bor (B) 0,02%; Cynk (Zn) 0,07%;
mangan (Mn) 0,05%. https://osadkowski.pl/pl/srodki-ochrony-roslin-oferta/terra-sorb-foliar/
Toil — substancja czynng preparatu sg estry metylowe kwasow thuszczowych o dziataniu
zwilzajaco-przyczepnym. Stosowany ze srodkami chwastobojczymi.
https://www.sumiagro.pl/en/products/other-products/

TotalHumus — stymulator wzrostu. zawierajacy skoncentrowane kwasy humusowe, fulwowe
oraz ich sole, a takze kompleks mineraldéw i mikroelementéw, aminokwasy i witaminy.

https://totalhumus.pl/the-totalhumus/

CHEMICZNE

Curzate Cu 49,5 WP — érodek grzybobdjczy i1 bakteriobdjczy o dziataniu wglebnym
I powierzchniowym. Preparat stosowany zapobiegawczo i interwencyjnie. Substancje czynng
stanowi: cymoksanil - 4,5% i miedZ w postaci tlenochlorku miedzi - 45,0%.
https://gov.pl/documents/912055/913531/Curzate+Cu+49.5+WP+zast.+profesjonalne.pdf
Gwarant 500 SC — opisany powyzej

Huwa San TR5 — preparat dezynfekujacy. Substancjami czynnymi preparatu sa srebro
jonowe i nadtlenek wodoru. https://huwasan.pl/pl/p/Huwa-San-TR50-5kg/43.

Infinito 687,5 SC — substancje czynne to chlorowodorek propamokarbu - zwigzek z grupy
pochodnych kwasu karbaminowego 55,31% oraz fluopikolid - zwigzek z grupy acylpikolidow
5,53%. Fungicyd o dzialaniu wglgbnym 1 systemicznym stosowany zapobiegawczo
I interwencyjnie. https://gov.pl/documents/912055/913531/Infinito_687%2C5_SC_zast.prof2. pdf
Inter Optimum 72,5 WP — fungicyd o dziataniu wglgbnym i powierzchniowym, ktorego
substancjami czynnymi sg: mankozeb - 68% i cymoksanil - 4,5%.
https://www.gov.pl/documents/912055/913531/Inter_Optimum_72%2C5 WP_- ET 26-10-
2018.pdf/730f1ce0-5d5d-15d7-11al-ae16b9c3b4dl
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https://www.procam.pl/produkt/hurricane-pro/
https://www.procam.pl/produkt/isotak-pro/
https://osadkowski.pl/pl/srodki-ochrony-roslin-oferta/terra-sorb-foliar/
https://gov.pl/documents/912055/913531/Curzate+Cu+49.5+WP+zast.+profesjonalne.pdf

Valbon 72WG 0,2% — $rodek grzybobojczy o dziataniu kontaktowym. Substancjg czynng jest
bentiowalikarb - 1,75% oraz mankozeb - 70%. https:/maww.gov.pl/documents/912055/913531/
Valbon_72_WG .pdf/a50e5fal-1636-270e-5836-a82615d509af

Vondozeb 75WG - fungicyd o dziataniu kontaktowym, dziala zapobiegawczo. Substancje

czynng stanowi mankozeb - 75%. https://www.gov.pl/documents/912055/913531/
Vondozeb_75_WG2.pdf/d93c2149-6905-fd6f-7606-931561da913f
NAWOZY

Rosahumus — nawéz otrzymany z leonardytow. Zawiera kwasy humusowe (85%), K>O
(12%) I zelazo  (0,6%). Informacje  pobrane  ze  strony  producenta

https://agrosimex.pl/product/rosahumus-kwasy-humusowe/

4.2. Metody badan

4.2.1. Doswiadczenia polowe

Do$wiadczenia prowadzono w latach 2004-2006, 2011-2015 i 2016-2018 w Zaktadzie
Dydaktyczno-Doswiadczalnym w Tomaszkowie koto Olsztyna (53°71° N; 20°43° E). Lubin
(po 50 nasion na poletku) wysiewano metoda losowanych blokéw na mikropoletkach
o powierzchni 1m? na glebie kompleksu zytniego dobrego. Kazda kombinacja wystepowata

w trzech powtorzeniach.

4.2.1.1. Ocena nasilenia antraknozy w zaleznos$ci od gatunku, odmiany lubinu i ochrony
chemicznej (lata 2004-2006)

Pierwszym czynnikiem doswiadczenia byta uprawa tubinu: biatego odmiany Bardo,
Boros, Butan, waskolistnego odmiany Sonet i Baron, z6ttego odmiany Taper i Mister, oraz
L. polyphyllus, L. albus var. graecus, L. hispanicus, L. nanus i L. mutabilis.

Drugim czynnikiem byto stosowanie ochrony chemicznej:

1 — obiekt kontrolny, z infekcja naturalng, nie chroniony chemicznie;

2 — obiekt opryskiwany zawiesing zarodnikow C. lupini o stezeniu 10-13x10* zarodnikow
w 1 ml roztworu w poczatkowej fazie pakowania poszczegdlnych gatunkow (BBCH 53), nie
chroniony chemicznie;

3 — obiekt inokulowany jak wyzej, chroniony chemicznie na poczatku fazy kwitnienia
(BBCH 61) i pod koniec kwitnienia (BBCH 69). Pierwszy zabieg ochronny wykonano
fungicydem Bravo 500 SC (chlorotalonil), a drugi zabieg fungicydem Sarfun 500 SC
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https://www.gov.pl/documents/912055/913531/Valbon_72_WG.pdf/a50e5fa1-1636-270e-5836-a82615d5b9af
https://www.gov.pl/documents/912055/913531/Valbon_72_WG.pdf/a50e5fa1-1636-270e-5836-a82615d5b9af

(karbendazym) - w dawkach zgodnych z zaleceniami IOR w Poznaniu (Zalecenia Instytutu
Ochrony Roslin 2004-2006).

Ocen¢ zdrowotnosci (W % powierzchni porazonych tkanek) przeprowadzono
dwukrotnie. Na pedach pod koniec fazy kwitnienia (BBCH 69), a na strgkach w fazie rozwoju
strakow (BBCH 75-77). Uzyskane wyniki poddano analizie wariancji przy uzyciu testu
Tukey’a (p=0,05).

4.2.1.2. Ocena nasilenia antraknozy w zaleznosci od sposobu ochrony (lata 2011-2015)

W jednoczynnikowym doswiadczeniu wysiano tubin zotty (odm. Markiz) i tubin
waskolistny (odm. EIf). W do$wiadczeniu wykorzystano infekcje naturalng tubinu.
Czynnikiem dos$wiadczenia bylo zastosowanie do ochrony przed antraknoza nastepujacych
preparatow: biologiczne - Biochicol 020 PC i EM-1, biotechniczne - Grevit 200 SL i
Asahi SL fungicydy, - Gwarant 500 SC i Sarfun 500 SC. Zabieg dokonano w fazie rozwoju
kwiatostanu (BBCH 59). Probe kontrolng stanowity ro$liny nie objgte zabiegiem ochronnym.
Nasilenie antraknozy tubinu (W % powierzchni porazenia tkanek) oceniano dwukrotnie: na
pedach pod koniec fazy kwitnienia (BBCH 69), a na strgkach w fazie rozwoju strakdéw
(BBCH 75-77). Uzyskane wyniki poddano analizie wariancji z zastosowaniem testu Duncana
(p=0,05) (Statistica 8).

4.2.1.3. Ocena nasilenia antraknozy w zaleznosci od czynnika ochrony biologicznej (lata
2016-2018)

Przedmiotem badan byt tubin 26ty odmiany Markiz. W fazie rozwoju kwiatostanu (BBCH
53) rosliny inokulowano zawiesing zarodnikow C. lupini w stezeniu 5-15x10°
w 1 ml roztworu. Po 7-10 dniach od inokulacji (BBCH 61-63) przeprowadzono zabieg
ochronny, w ktérym porownano skuteczno$é: chemicznych srodkéw ochrony roslin, srodkow
biotechnicznych, biologicznych, nanoczastek oraz szczepdéw bakterii 1 grzybow
wyhodowanych w Katedrze Entomologii, Fitopatologii 1 Diagnostyki Molekularnej. Dostgpne
na rynku srodki zastosowano zgodnie z zaleceniami producenta. Bakterie i grzyby byty
aplikowane w formie zawiesiny o zageszczeniu 2x107 jtk ml™, a zwigzki chemiczne srebra
i tytanu uzyto W roztworze o stezeniu 10ug ml? Obiekty kontrolne stanowity rosliny nie
inokulowane oraz inokulowane zawiesing zarodnikoéw C. lupini i nie objete zabiegiem
ochronnym. Jednoczynnikowe  doswiadczenie = obejmowato 17 kombinacji:

1 - kontrola — tlo;
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2 - kontrola - inokulacja C. lupini , brak zabiegéw ochronnych, oprysk sterylna woda;

3-4 - inokulacja C. lupini — zabieg ochronny: chemiczne S$rodki ochrony roslin:
3) Gwarant 500SC; 4) Ridomil Gold MZ Pepite 67,8 WG;

5-6 - inokulacja C. lupini — zabieg ochronny: srodki biotechniczne:
5)Asahi SL; 6) Biostymulator BioAlgeen;

7-10 - inokulacja C. lupini — zabieg ochronny: srebro i tytan:
7) AgNOs3; 8) SBTC (srebro nanoczgstkowe); 9) tytan nanoczastkowy; 10) TiOg;

11-17 - inokulacja C. lupini — zabieg ochronny zawiesing kultur bakterii lub grzybow:
11) LAC MIX (Mieszanina izolatow Lactobacillus brevis); 12) PS 1 (izolat z rodziny
Pseudomonace nrl); 13) PS15 (izolat z rodziny Pseudomonace nr 15); 14) 19 PSDM
(izolat nr 19 uzyskany z wyziewdw z komory napowietrzania w oczyszczalni §ciekow
w Dobrym Miescie); 15) 20 PSDM - izolat nr 20 uzyskany z wyziewoéw z komory
napowietrzania w oczyszczalni sciekow w Dobrym Miescie; 16) MP2A - endofity korzeni

pszenicy; 17) EN 40 - endofity korzeni pszenicy pozyskane z 40-letniej monokultury.

Zabieg przeprowadzono opryskiwaczem recznym Master 1000 plus firmy Marolex.
Procentowa oceng zdrowotnosci tubinu przeprowadzono trzykrotnie: pierwsza przed
zabiegiem ochronnym (pojawienie si¢ pakow - BBCH 53-55), druga dwa tygodnie po zabiegu
ochronnym (petnia kwitnienia — BBCH 65), a trzecia po kolejnych dwdch tygodniach
(zawigzywanie strgkow — BBCH 75-77). Otrzymane wyniki poddano analizie wariancji

z zastosowaniem testu Tukey’a (p=0,05).

4.2.2. DoSwiadczenia wazonowe

W latach 2004-2006 w hali wegetacyjnej UWM w Olsztynie przeprowadzono trzy
dwuczynnikowe doswiadczenia wazonowe w czterech powtorzeniach. Wysiewano celne
nasiona tubindw pozyskane z poletek doswiadczalnych. Otrzymane wyniki poddano analizie
wariancji z zastosowaniem testu Tukey’a (p=0,05).

W 11 II doswiadczeniu na kazdym obiekcie wysiano po 25 nasion do czterech donic,
ktore stanowity powtorzenia. Przeprowadzono procentowa ocen¢ porazenia roslin: w fazie
BBCH 25-29 przez grzyby powodujace zgorzel siewek, w fazie BBCH 63-65 nasilenie
antraknozy powodowanej przez C. lupini - na pedach i na strgkach w fazie BBCH 75-77. Po

zbiorze okreslono masg tysigca nasion (MTN).
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4.2.2.1. Ochrona przed antraknoza tubinu poprzez zaprawianie nasion (dosw. I)

Pierwszym czynnikiem do$wiadczenia byty trzy gatunki tubinu: bialy (odm. Bardo
1 Boros), waskolistny (odm. Boruta i Zeus), z6ity (odm. Legat i Markiz). Drugim czynnikiem
byta ochrona chemiczna nasion uzytych do siewu przy uzyciu zalecanych wowczas zapraw

nasiennych:

= K —nasiona nie odkazane i nie zaprawiane, stanowigce probe kontrolng 1;

= OL - nasiona odkazane laboratoryjnie przez 30 sekund w 50% alkoholu etylowym,
nastgpnie przez 30 sekund w 0,1% sublimacie i trzykrotnie plukane w sterylnej wodzie,
bedace proba kontrolng 2;

= Nasiona zaprawiane zaprawg nasienng Funaben T,

= Nasiona zaprawiane zaprawa nasienng Sarfun 65 DS.

4.2.2.2. Miejsce wnikania C. lupini do ro$lin lubinu (dosw. II)

Pierwszym czynnikiem do$wiadczenia byly trzy gatunki tubinu: biaty (odm. Bardo
1 Boros), waskolistny (odm. Boruta i Zeus), tubin z6lty (odm. Legat i Markiz). Drugim
czynnikiem byto okreslenie drogi infekcji tubinu przez C. lupini.
= K —nasiona nie odkazane, stanowigce probe kontrolng 1;
= OL - nasiona odkazane laboratoryjnie jw., bedace proba kontrolng 2;
= IK - nasiona odkazane laboratoryjnie, a nastgpnie wyktadane pod nie 5 mm krazki agaru
przerosnigtego 7-dniowa grzybnig C. lupini;
= IL - nasiona odkazane laboratoryjnie, a nast¢pnie wyktadane na nie 5 mm krazki agaru
przerosnigtego 7-dniowa grzybnig C. lupini;
= 1O - nasiona odkazane laboratoryjnie, a na poczatku kwitnienia (BBCH 59-61) rosliny

opryskiwane zawiesing zarodnikéw C. lupini w stezeniu ok. 13,3x10% na 1 ml.

4.2.2.3. Podatno$¢ odmian tubinu na inokulacje roslin zarodnikami C. lupini (dosw. I1I)

Pierwszym czynnikiem doswiadczenia byty trzy gatunki tubinu: biaty (odm. Bardo,
Boros, Butan), waskolistny (odm. Baron i Sonet), z6tty (odm. Mister i Taper). Drugim
czynnikiem byta inokulacja ro$lin na tydzien przed kwitnieniem (BBCH 53-57) zawiesing
zarodnikéw C. lupini w stezeniu 10-13 x10® w 1 ml. W celu zapewnienia optymalnych
warunkow infekcji, po naniesieniu zawiesiny zarodnikow, rosliny okryto folig. Probe

kontrolng stanowily ro§liny nie inokulowane, a jedynie opryskane sterylng woda. W kazdej
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kombinacji wysiano po 25 nasion (5 wazonow po pi¢¢ roslin). Trzykrotnie oceniano
procentowe porazenie tubinu przez C. lupini - dwukrotnie na pedach w fazie BBCH 61-63 i
BBCH 69-71 oraz na strgkach w fazie BBCH 77-79. Po zbiorze okreslono mase tysigca
nasion (MTN).

4.3. Prace laboratoryjne

Prace laboratoryjne wykonano w Katedrze Entomologii, Fitopatologii i Diagnostyki
Molekularnej UWM w Olsztynie i obejmowaty one badania nad biologig C. lupini oraz
izolacje grzybow z wykazujacych objawy chorobowe czesci podliscieniowych i korzeni oraz
Z nasion tubindéw pozyskanych z prowadzonych do§wiadczen polowych i wazonowych

W pracach dotyczacych izolacji grzybow, wyrastajace grzyby strzepkowe
odszczepiano na skosy z pozywka PDA i oznaczono wedtug dostepnych kluczy i monografii
(Arx 1970, Barnett 1965, Booth 1971, Domsch, Gams 1972, Ellis 1971, Fassatiova 1983,
Gams 1971, Gilman 1957, Kwasna i wsp. 1991, Litwinow 1967, Satata, Rudnicka-Jezierska
1979, Skirgietto i wsp.1979).

4.3.1. Badania nad biologig C. lupini

4.3.1.1. Tempo wzrostu C. lupini na sztucznych podlozach

Badanie przyrostu liniowego grzybni w zmiennych, kontrolowanych warunkach
wzrostu patogena przeprowadzono w 2007-2009 roku wyktadajac 5 mm krazki kultur
jednozarodnikowych na szalki Petriego 1 inkubujac je W termostacie w ciemnosci.
Doswiadczenie przeprowadzono w trzech powtorzeniach. Codziennie o zblizonej porze
prowadzano pomiar wzrostu liniowego grzybni. W tabelach przedstawiono wyniki uzyskane
piatego dnia obserwacji.

Czynniki do§wiadczenia:

» temperatura -5, 17,22 °C

» rodzaj podtoza - PDA, mineralne, podtoze agarowe z maka tubinowsa

» pH podloza - pozywka PDA- pH 3,5; 4,5; 6,2 (pH zmierzone za pomoca Hanna

Instruments pH 302).

Wplyw temperatury, rodzaju podloza i pH pozywki na tempo wzrostu patogena
okreslono wg metody Burgieta (1984), jako indeks tempa wzrostu (ITW) wyliczonego ze

wzoru:
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T = A/D+b1/d1+...+bx/dx
gdzie:
T — indeks tempa wzrostu,
A — $rednia z pomiarow Srednicy kolonii,
D — czas trwania doswiadczenia (dni),
b1,b2, bx — przyrost $rednicy kolonii od ostatniego pomiaru,
d1,d2, dx — liczba dni od ostatniego pomiaru.

Otrzymane wyniki opracowano statystycznie z wykorzystaniem testu Tukey’a.

a/ tempo wzrostu w zaleznosci od temperatury inkubacji

Krazki agaru przerosnigte C. lupini wyktadano na $rodek szalki Petriego z pozywka
PDA. Nastepnie inkubowano je w temperaturze 5, 15, 25 °C. Wykorzystane w badaniach
izolaty pozyskano z tubinu - biatlego odmiany Bardo (10, 64, 71), Boros (158, 177, 216),
Butan (230, 246, 253), waskolistnego odmiany Baron (269,273, 280) i Sonet (439, 432, 365),
z0ttego odmiany Mister (342, 362, 392), Taper (282, 299, 304) oraz wieloletniego (492, 494, 500).

b/ tempo wzrostu w zaleznosci od zastosowanego podloza

Wykorzystano trzy rodzaje pozywek: mineralng (Lacicowa 1970), PDA oraz agarowa
z maka tubinowa — zmodyfikowana kukurydziana (Kiraly i wsp.1977). Uzyto tych samych
izolatow, co w doswiadczeniu opisanym w podpunkcie a. Wykrawano krazki agarowe, ktore

wyktadano na poszczegdlne podtoza.

¢/ tempo wzrostu w zalezno$ci od pH podloza

Analiz¢ wzrostu C. lupini przeprowadzono na podtozu PDA o pH 3,5; 4,7; 6,2. Izolaty
pochodzilty z nasion réznych gatunkéw tubinu. Badano po sze$¢ izolatow patogena
pozyskanych z: L. albus (10, 64, 177, 216, 230, 253), L. angustifolius (269, 273, 280, 365,
432, 439), L. luteus (282, 299, 304, 342, 362, 392), L. polyphyllus (109, 232, 389, 492, 494,
500), L. mutabilis (25, 26, 94, 115, 122, 205), L. albus var. graecus (12, 30, 59, 75, 86, 92).

W tabeli przedstawiono $rednig dla gatunku.

4.3.1.2. Oddzialywanie C. lupini na wzrost liniowy wybranych gatunkow grzybéw
najczesciej izolowanych z nasion lubinu

W 2009 roku do analizy interakcji pomiedzy C. lupini, a najczgséciej izolowanymi,
z nasion lub czgséci podliscieniowej tubinu gatunkami grzyboéw wybrano po trzy izolaty:

A. alternata, B. cienerea, T. harzianum, F. culmorum, F. poae, F. oxysporum. Dwa 5 mm
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krazki przero$nigte pigciodniowg kulturg badanych izolatéw wylozono na ptytke Petriego
z pozywka PDA, w odleglosci 2 cm od siebie. Pierwszy krazek przero$nigty byl grzybnia
C. lupini (izolaty 98, 136, 174), a drugi wybranymi izolatami A. alternata (88, 101, 122),
B. cienerea (60, 171, 281), T. harzianum (6, 67, 111), F. culmorum (72, 182, 292), F. poae
(22, 126, 222), F. oxysporum (286, 390, 493). Doswiadczenie przeprowadzono w temp. 22°C.
Codziennie o zblizonej porze mierzono wzrost liniowy grzybni. Plytki z wytozonymi dwoma
krgzkami przero$nigtymi tym samym izolatem, stanowily obiekt kontrolny. WYyniki

przedstawiono w postaci tabel i rysunku.

4.3.1.3. Indywidualny efekt biotyczny (IEB) C. lupini w stosunku do wybranych

mikroorganizmow

W 2009 roku na ptytki Petriego z podtozem PDA w odlegtosci 2 cm od siebie
wyszczepiono badane mikroorganizmy. Ptytki z izolatami inkubowano bez dostgpu $wiatla,
w temperaturze 23°C. Nastepnie oceniano inwidualny efekt biotyczny positkujac sie
metodyka Manki (1974).

Ocena punktowa sktadata si¢ z trzech czgsci:

L. sposob zetkniecia si¢ kolonii

0 — obydwie kolonie, tzn. patogen A i sktadnik zbiorowiska B, stykaja si¢ wzdhuz linii proste;j

+1 — kolonie B stykajg si¢ z kolonig A wzdtuz lekko skrzywionej linii otaczajac mniej niz jej '3

+2 — kolonie B stykaja sie z kolonig A wzdluz lekko skrzywionej linii otaczajac co najmniej
jej V5 lecz mniej niz Y2

+3 — kolonie B stykaja si¢ z kolonig A wzdluz lekko skrzywionej linii otaczajgc co najmniej
jej Y2 lecz mniej niz %

I1. szerokos¢ strefy inhibicji

+1 — kazdy milimetr szerokosci strefy inhibicyjnej migdzy koloniami na plytce na korzys¢

kolonii B
I11. wplyw na wzrost testowanego gatunku
+1 — kolonia A co najmniej o '3 lecz mniej niz o 72 mniejsza niz jej oddzielnie hodowana

kolonia kontrolna
+2 — kolonia A co najmniej o 72 lecz mniej niz o % mniejsza niz jej oddzielnie hodowana

kolonia kontrolna
+3 — kolonia A co najmniej o % mniejsza niz jej oddzielnie hodowana kolonia kontrolna

+4 — kolonia A zupetnie nierozwinigta™*
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* - w odwrotnej sytuacji tzn. gdy kolonie B sprzyjaja wzrostowi kolonii A (patogena), oceny
powinny by¢ rownie wysokie, ale ujemne.
Wzajemne oddziatywanie wyrazone jest sumg otrzymanych punktow okreslajacych trzy

WyZej wymienione parametry.
a/ IEB C. lupini w stosunku do wybranych gatunkéw grzybow zasiedlajacych tubin

W badaniu uzyto po trzy izolaty nastepujgcych gatunkéw: A. alternata (88, 101, 122),
B. cienerea (60, 171, 281), T. harzianum (6, 67, 111), F. culmorum (72, 182, 292), F. poae
(22, 126, 222), F. oxysporum (286, 390, 493), C. lupini (98, 136, 174). Krazki badanych
grzybni uktadano parami w dwucentymetrowej odleglosci od siebie, na ptytkach Petriego
z pozywka PDA. Probe kontrolng stanowitly plytki z dwoma krazkami potozonymi
w tej samej odleglosci, przeros$nigtymi tym samym gatunkiem grzyba. Doswiadczenie
przeprowadzono w temp. 22°C. Po tygodniowej inkubacji oceniano wzajemne oddzialywanie

grzybow postugujac si¢ opisang powyzej metodg Manki (1974).

b/ IEB C. lupini w stosunku do wybranych mikroorganizmow o potencjalnych
uzdolnieniach fungistatycznych

W doswiadczeniu analizowano IEB wybranych 36 izolatéw mikroorganizméw
uzyskanych w innych badaniach prowadzonych w Katedrze, w stosunku do C. lupini. Na
plytke Petriego z pozywka PDA naniesiono 0,5 cm krazek podltoza PDA przerosnicty
pieciodniowa grzybnig C.lupini. W odleglosci 3 cm od grzybni naniesiono 10ul zawiesiny

bakterii, 0 zageszczeniu 108 jtk w spektrofotometrze. Uzyto nastepujace szczepy:

- izolaty uzyskane z wyziewow z komory napowietrzania w oczyszczalni $ciekow w Dobrym

Miescie: PSDM-1, PSDM-2, PSDM-3 (Pseudomonas putida), PSDM-4, PSDM-5, PSDM—

6 (Proteus penneri), PSDM-7 (Proteus sp.), PSDM-8, PSDM-9, PSDM-10, PSDM -12,

PSDM-14, PSDM-15 (Staphylococcus sp.), PSDM-16 (Enterobacter sp.), PSDM-17

(Advenella sp.), PSDM-18, PSDM-19, PSDM-20 (Staphylococcus sp.), PSDM-21 (Proteus

sp.), PSDM-22, PSDM-23, PSDM-25, PSDM-27,;

- izolat A9- Bacillus subtilis- uzyskany z ryzosfery zyta;

- izolaty uzyskane z wyziewow z komory napowietrzania w oczyszczalni sciekow w Biskupcu:
PS1- Serratia liquefaciens, PS3- Pseudomonas sp., PS9- Pseudomonas hellei, PS13
Pseudomonas sp., PS15 Serratia sp.;

-MP>2A — endofity korzeni pszenicy;

-EN 40 — endofity korzeni pszenicy ozimej pozyskane z 40-letniej monokultury;
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-ART 4 — Artrobacter sp. - uzyskany z korzeni pszenicy ozimej;
- izolaty Lactobacillus brevis LAC 1, LAC 3, LACS.

Prébe kontrolng stanowity ptytki z podtozem PDA zaszczepione izolatem C. lupini,
a w odleglosci 3 cm naniesiona zostata kropla sterylnej wody. Plytki inkubowano
w termostacie w temperaturze 24°C. Ocene wzajemnego oddziatywania przeprowadzono po
5 dniach i po 14 dniach trwania doswiadczenia, gdy ptytka kontrolna z grzybnig C.lupini
catkowicie zarosta. Wyniki zestawiono w tabeli korzystajac z wyzej opisanej metody Manki

(1974).

4.3.1.4. Patogenicznos¢ C. lupini w stosunku do gatunku tubinu

Analize patogenicznosci C. lupini na tubinie przeprowadzono opierajac si¢ na
zmodyfikowanej metodzie Webera i wsp. (1990). Odkazone w 50% alkoholu (30 sek.) i 1%
roztworze podchlorynu sodu (30 sek.) oraz ptukane nasiona podkietkowano przez 24 godziny.
Nastepnie tak przygotowane nasiona uktadano w wilgotnej komorze na krazkach PDA
przerosnigtego szesciodniowg grzybnig C. lupini, o $rednicy 1 cm. Do$wiadczenie
przeprowadzono w 4 powtérzeniach w temperaturze 23°C, wykorzystujac po trzy izolaty
C. lupini uzyskane z tubinu: biatego (71, 158, 230), waskolistnego (269, 273, 439), zottego
(282, 299, 341) oraz wieloletniego (392, 494, 500). Probe kontrolng stanowily nasiona
umieszczone na krazku agaru nie przeros$nietym grzybnig patogena. Do analizy uzyto siewek
hubinu: biatego - odmiany Butan, waskolistnego - odmiany Sonet, zottego - odmiany Taper i
tubinu wieloletniego.

Po 14 dniach dokonano oceny procentowej zdrowotnosci siewek. Wykonano analize

wariancji, a wyniki opracowano statystycznie przy pomocy testu Duncana (p=0,01).

4.3.1.5. Wpltyw wybranych czynnikéw ochronnych na rozwdj C. lupini
Dos$wiadczenie przeprowadzono w 2015 roku. Na ptytke Petriego z podltozem PDA
naniesiono 1 ml zawiesiny zarodnikéw C. lupini o stezeniu 2,8x10° na 1 ml. Nastepnie
ktadziono 0,5 cm krazki bibuly nasagczone badanymi czynnikami ochrony ro$lin o st¢zeniu
zalecanym przez producenta. Zastosowano nastepujgce czynniki:
e biologiczne — (Biochikol 020 PC, EM);
e Dbiotechniczne — (Asahi SL, Bio-Algeen S90, Hurricane PRO+0,05%, Hurricane
PRO+0,2%, IsotakPRO+0,15%, IsotakPRO+0,35%, Kelpak SL, Rosahumus, Terra Sorb

foliar, Toil, TotalHumus);
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e S$rodki chemiczne — (Curzate Cu 49,5 WP, Gwarant 500 SC, Huwa San TRS5, Infinito
687,5 SC, Inter Optimum 72,5 WP, Valbon 72 WG, Vondozeb 75 WG)

Ptytki inkubowano w ciemnos$ci, W termostacie, w temperaturze 24°C. Oceng wplywu

badanych $rodkéw na rozwdj C. lupini przeprowadzono po 5 i 14 dniach od zatozenia

doswiadczenia. Kontrole stanowily ptytki z kragzkami bibuly nasgczonymi sterylng woda.

4.3.2. ldentyfikacja wybranych izolatéw C. lupini metoda molekularng

Wybrane izolaty patogena pozyskiwane byly z prac badawczych prowadzonych
w latach 2004-2005 przez Katedre Fitopatologii i Entomologii. lzolaty (n=31) uzyskane
zostaty z ro§lin tubinu zottego 1 waskolistnego z objawami antraknozy tubinu. Nasiona
wylozono na ptytki Petriego z pozywka PDA i inkubowano w temperaturze 24°C.
Z uzyskanych szczepow, identyfikowanych na podstawie cech morfologicznych metoda
mikroskopowa, wyprowadzono na ptytkach z pozywka PDA kultury jednozarodnikowe,
z ktoérych nastgpnie izolowano DNA do identyfikacji metoda PCR w 6wczesnej Katedrze
Diagnostyki 1 Patofizjologii Roslin. Ekstrakcje DNA przeprowadzono zgodnie z protokotem

wedlug zmodyfikowanej procedury opracowanej przez Kulika i wsp. (2005):

- okoto 0,2 g grzybni zeskrobano z pozywki 1 zamrozono w cieklym azocie, a nastgpnie
roztarto tluczkiem w mozdzierzu na drobny proszek;

- do utartego materiatu dodano 20 ml buforu CTAB (CTAB - 8 g, sarkozyl - 10 g, sorbitol -
25 g, NACI - 47 g, EDTA - 8 g, PVPP - 10 g w 1litrze wody);

- mieszaning inkubowano w 65°C przez 30 min;

- nastepnie dodano rowng objetos¢ chloroformu/oktanolu (24:1);

- roztwor zmieszano 1 odwirowano przy 14000 obr/min przez 10 min;

- Supernatant przeniesiono do $§wiezej proboéwki i dodano réwna objetos¢ izopropanolu,
a nastgpnie odwirowano jak powyzej w celu wytracenia DNA;

- osad przemyto 70% etanolem i rozpuszczono w buforze TE (Tris-HCI (pH 8) -10 mM,
EDTA- 0,1 mM).

Do  identyfikacji  izolatow  zostaly = wykorzystane  startery:  Calnt2  5'-
GGGGAAGCCTCTCGCGG-3"1 ITS4 5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3" do oznaczenia
C. acutatum, gdzie wielkos¢ produktu wynosi 501 bp oraz Calnt 5'-
GGCCTCCCGCCTCCGGGCGG i1 ITS4 - C. gloeosporioides, a wielkos¢ produktu to 450 bp
(Kulik i wsp. 2005).
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Analiza zostata przeprowadzona w 25 pul objetosci mieszaniny reakcyjnej zawierajace;:

- 10 do 100 ng genomowego DNA,;

=4 mM (NH 4) 2504, pH 9,0;

- 10 mM Tris- HCI;

- 2 mM MgCI2;

- 0,2 mM kazdy z dATP , dTTP, dCTP 1 DTP;

- 0,2 U MasterAmp Tfl DNA Polymerase (Epicentre Technologies);

- 1 uM stezenie startera.

Reakcje¢ amplifikacji przeprowadzono w Mastercycler (Eppendorf) w nastepujacych
warunkach:
- wstepna denaturacja — przez 5 min w temp. 95°C;
- 30 cykli - denaturacja — przez 30 s w temp. 95°C;
- przylaczanie starterow — przez 30 s w temp. 60°C i wydtuzanie — przez 1,5 min w temp.
72°C;
- koncowy etap wydtuzania (synteza nowej nici) — przez 5 min w temp. 72°C.

Otrzymane produkty PCR rozdzielono w 1,5% zelu agarozowym wybarwionym

bromkiem etydyny, wykorzystujac metode elektroforezy w buforze TBE.

4.3.3. Prog infekcyjnosci zarodnikow C. lupini

W roku 2020 roku badano prog infekcyjnosci zarodnikow C. lupini wobec siewek
tubinu bialego odmian Boros, Butan, tubinu waskolistnego odmian Sonet, Zeus oraz tubinu
z6ltego odmian Markiz, Mister. Nasiona odkazano przez 30 sek. w 50% alkoholu etylowym,
a nastepnie rowniez przez 30 sek. w 1% podchlorynie sodu 1 trzykrotnie ptukano w sterylne;j
wodzie. Nasiona podkietkowywano na szalkach z bibutg. Siedmiodniowe siewki umieszczano
w zawiesinie zarodnikow C. lupini o czterech réznych stgzeniach, a dodatkowo na liScienie
byla nanoszona pedzelkiem zawiesina zarodnikow o tym samym stezeniu. Badane stezenia:
1. 2x107 zarodn./ml; 2. 16x10% zarodn./ml; 3. 10x10? zarodn./ml; 4. 100 zarodn./ml. Stezenie
zawiesiny wyliczono z wykorzystaniem Komory Toma i obliczono ze wzoru:

Lz =axb x 4x10°
gdzie:
Lz — liczba zarodnikéw w zawiesinie;
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a — $rednia liczba zliczonych zarodnikow (w 5 duzych kwadratach = 80 matych
kwadratow zliczone zarodniki podzielone przez 80);
b — obj¢tos¢ wody, w ktorej jest zawiesina.
Probe kontrolng stanowity siewki umieszczone w sterylnej wodzie.
Po 3 19 dniach siewki ucierano w ciekltym azocie i izolowano DNA.
Oceng poziomu infekcji przeprowadzono metoda qPCR.
Izolacja DNA
Izolacie DNA z porazonych przez C. lupini ro$lin tubinow wykonano zgodnie
z procedurg opracowang przez Kulika (2008):
— okoto 70 mg analizowanego materiatu roslinnego ucierano w porcelanowym mozdzierzu
z dodatkiem ciektego azotu,
— do utartego materiatu dodano 1ml buforu homogenizacyjnego i doktadnie wymieszano;
— 1 ml otrzymanej mieszaniny przeniesiono do proboéwek z kulkami cyrkonowymi
1 wytrzasano W homogenizatorze FastPrep24 przez 30s z predkoscig 4m/s;
— nastepnie inkubowano przez 20 min. w temp. 70°C;
— po inkubacji proby zworteksowano, a nastepnie wirowano przez 5 min w 14000rpm;
— uzyskany supernatant (ok. 400ul) naniesiono na ztoze mikrokolumny i wirowano przez
1 min. w 14000 rpm;
— kolumny trzykrotnie przeptukano 200ul 70% alkoholu etylowego, po kazdym ptukaniu
wirowano przez 1 min. w14000 rpm, w celu oczyszczenia DNA,
— nastepnie DNA wyptukano 125ul wody dejonizowanej podgrzanej do temp. 65°C.
Po przeprowadzeniu ekstrakcji DNA oznaczono czystos¢ 1 ilos¢ DNA
z wykorzystaniem spektrofotometru NanoDrop ND 2000C (Thermo Scientific). DNA
wyizolowane z zakazonych przez C. lupini siewek przechowywano w temperaturze
— 80 °C do czasu wykonania analiz gPCR.
Reakcja qPCR
W reakcji PCR w czasie rzeczywistym wykorzystano matryce DNA pozyskane
w wyniku izolacji DNA. W badaniach postuzono si¢ zestawem starterow 1 sondy do
identyfikacji C. acutatum/C. lupini: CalTS _F701 5’- GGATCATTACTGAGATTACCGC-3’,
CalTS _R699 5°-GCCCGCGAGAGGCTTC-3’, CalTS P710 FAM-TACCTAACCGTTGCT
TCGGCGGG-TAMRA, dajace wielkos¢ produktu 88 bp (Debode i wsp. 2009).
Analize przeprowadzono przy uzyciu zestawoéw odczynnikow Thermofisher Scientific

w aparacie ABI 7500 FAST [Applied Biosystem]. Analizy przeprowadzono w 20 pl objgtosci
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mieszaniny reakcyjnej, ktorej sktad zaprezentowano ponizej. Reakcj¢ qPCR przeprowadzono
w trzech powtorzeniach dla kazdego powtorzenia biologicznego.

Sktad mieszaniny reakcyjnej wykorzystywanej do wykrywania C. acutatum/ C. lupini
w 20 pl:
TagMan Fast Advanced Master Mix (10 ul),
matryca DNA (4 pl),

mix starterow (200 nM) (4 pl),
sonda (120 nM) (2 pl).

Reakcje amplifikacji przeprowadzono w trzech etapach:

1. denaturacja DNA (przez 3 min) zachodzaca w temperaturze 95°C,
2. hybrydyzacja (przez 15s) w temperaturze 45-65°C,

3. elongacja (przez 1 min) w temperaturze 72°C,

kazdy cykl sktadajacy sie¢ z trzech powyzszych etapéw powtarzano 45 razy.

W celu uzyskania standardu uzyto rozcienczenia seryjnego gDNA szczepu C. lupini
CBS 119142 wyizolowanego z tubinu bialego (Afryka Potudniowa, 1995) pozyskanego
z CBS (Central Bureau of Fungal Cultures) Westerdijk Fungal Biodiversity Institute [Utrecht,
Netherlands]. Efektywnos$¢ reakcji qPCR obliczono na podstawie rownania krzywej
standardowej Y=aX+b, na podstawie wzoru: E=10(-1/slope). Efektywnos¢ zestawu starteroéw
i sondy do detekcji C. lupini wyznaczono na podstawie wzoru: E = (E-1) x100%. Na
podstawie krzywej standardowej (ryc. 1) obliczono ilos¢ DNA C. lupini postugujac si¢
zmodyfikowanymi metodami opisanymi przez Livak i Schmittgen (2001) oraz Pfaffl (2001).

Analiz¢ statystyczng przeprowadzono za pomoca oprogramowania Dell Statistica
[data analysis software system, wersja 13.0, software.dell.com]. Istotno$¢ roznic pomigdzy

$rednimi warto$ciami gDNA C. lupini, okreslono testem Tukeya (HSD), przy poziomie p=0,01.

4.3.4. Izolacja grzybow z wykazujacych objawy chorobowe czesci podliScieniowej
i korzeni lubinu

Badania wykonano w latach 2004-2006. Do analizy mykologicznej porazonych organéw

tubinu pobierano rosliny 5-7 dni po zaobserwowaniu pierwszych objawow chorobowych.

Materiat do badan stanowity rosliny z objawami antraknozy uzyskane z dwoch doswiadczen

wazonowych (1 - dotyczace zaprawiania nasion, 2 - dotyczace miejsca wnikania C. lupini).
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Z porazonych cze¢$ci roslin wycinano fragmenty zmienionej chorobowo tkanki, ktore ptukano
przez 30 sekund w sterylnej wodzie. Po osuszeniu wyktadano 2 mm skrawki na zakwaszong
pozywke PDA. Wyrastajace grzyby inkubowano przez 5 dni w temperaturze 25°C
w ciemno$ci, nastepnie odszczepiano na skosy z pozywka glukozowo-ziemniaczang i po

uptywie jednego miesigca oznaczane przy uzyciu kluczy podanych w punkcie 4.3.

4.3.5. Izolacja grzybow zasiedlajacych nasiona lubinu

Izolacj¢ zbiorowisk grzybow zasiedlajacych nasiona tubindw wykonano wykorzystujac
zmodyfikowang metodg ulsterskg (Narkiewicz-Jodko 1986). Material do badan stanowity
nasiona uzyskane z do$wiadczen poletkowych, przeprowadzonych w Tomaszkowie w latach
2004-2006 i 2016-2018. Z kazdego obiektu pobierano po 200 nasion: 100 nasion celnych,
dobrze wyksztatconych i 100 nasion poslednich, z objawami chorobowymi. Potowe¢ nasion
celnych i potowe poslednich odkazano przez 30 sekund w 50% alkoholu etylowym i 30
sekund w 0,1% roztworze podchlorynu sodu (NaOCI), a nastgpnie trzykrotnie ptukano w
sterylnej wodzie. Druga polowg nasion przemywano tylko sterylng wodga. Material odkazony i
nieodkazony wykladano na plytki Petriego z zakwaszong pozywka PDA. Inkubacje
prowadzono przez 5-7 dni w termostacie, w temperaturze ok. 25° C, w ciemnosci, nastepnie
odszczepiano na skosy z pozywka glukozowo-ziemniaczang i po uptywie jednego miesigca

oznaczano przy uzyciu kluczy podanych w punkcie 4.3.

4.3.6. Wplyw okresu przechowywania nasion lubinu na wystepowanie C. lupini

W celu okreslenia przezywalnosci C. lupini na materiale siewnym, z nasion
uzyskanych z do$wiadczenia w latach 2016-2018 przeprowadzono izolacj¢ zbiorowisk
grzyboéw bezposrednio po zbiorze, a kolejna po 6 miesigcach przechowywania nasion w

temperaturze 10-12° C. Prace wykonano zgodnie z metodg opisang w punkcie 4.3.5.
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5. PRZEBIEG POGODY

Rozdzial ten opracowano na podstawie danych pochodzacych ze Stacji
Meteorologicznej Zaktadu Dydaktyczno-Doswiadczalnego w Tomaszkowie. Uzyskane
wyniki zamieszczono w tabeli 1.

Podczas trwania pierwszego do$wiadczenia polowego, w latach 2004-2006 warunki
pogodowe okazaty si¢ zroznicowane. W okresie wegetacji tubinu w 2004 roku $rednia
temperatura byla nizsza od S$redniej z lat 2004-2018. Jednocze$nie suma opadow
w omawianym roku znacznie przewyzszata Srednig z wielolecia. Rok okazat si¢ sprzyjajacym
rozwojowi C. lupini. W marcu i kwietniu 2005 oraz 2006 roku srednia temperatura byta nieco
nizsza do $redniej z wielolecia. W pozostatych miesigcach sezonu wegetacyjnego tubinéw
srednia temperatura zblizata si¢ do przecigtnej z lat 2004-2018. Suma opadow w Ssezonie
wegetacyjnym tubinu 2005 roku byta zdecydowanie nizsza niz $rednia z wielolecia, a w 2006
roku zblizona do niej. Suma opadéw w marcu i kwietniu obydwu tych lat okazata si¢ nizsza
niz $rednia z wielolecia, co niekorzystnie wptywato na poczatkowy rozwoéj tubinow. W 2005
roku duza ilo$¢ opadéw wystapita w III dekadzie lipca, co nie miato juz wplywu na nasilenie
antraknozy tubinu, jednak niekorzystnie wptyngto na dojrzewanie i zasychanie lubinéw,
natomiast duza ilo$¢ opadow w III dekadzie maja 2006 roku spowodowata wzrost zagrozenia
ze strony C. lupini na strgkach tubinéw.

Srednia temperatura podczas trwania drugiego doswiadczenia w latach 2011-2015
byta zblizona do przecigtnej z wielolecia, jednak wystapity r6znice w wysokos$ci temperatury
w poszczegdlnych miesigcach. Temperatura w kolejnych miesigcach lat 2011 i 2012 byta
zblizona, ale rozktad opadéw si¢ roznit. Sezon wegetacyjny 2011 roku okazat si¢ suchy, ale
obfite opady wystapity w I dekadzie lipca. Sezon ten nie sprzyjal rozwojowi ro$lin tubinu,
chociaz sprzyjal p6zniejszemu porazeniu strgkow przez C. lupini. W mokrym sezonie 2012
roku opady przekroczyly $rednig z wielolecia w kwietniu, czerwcu 1 lipcu, co sprzyjato
zar6wno rozwojowi roslin tubinu, jak i patogenowi powodujacemu antraknoze tubinu.
W 2013 roku, po chtodnym marcu i kwietniu, nastapit cieply maj i czerwiec. Opady byly
zblizone do s$redniej z lat 2004-2018, jedynie w II dekadzie czerwca deszcze nie padaty,
a w Il dekadzie lipca opady byty bardzo wysokie. W sezonie wegetacyjnym tubinu w 2014
roku temperatury przekraczaty $rednig z wielolecia, natomiast w 2015 roku ksztattowaly si¢
na poziomie ponizej przecietnej. Opady w maju, czerwcu i lipcu obydwu lat byty nizsze od
sredniej z lat 2004-2018, co nie sprzyjato rozwojowi tubinu oraz wystgpowaniu na nim

antraknozy.
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Podczas trwania trzeciego doswiadczenia w latach 2016-2018 warunki atmosferyczne
byly zréznicowane. W 2016 roku temperatura byta zblizona do $redniej z wielolecia,
a jedynie w maju i czerwcu nieznacznie jg przekraczata. W 2017 roku temperatura oscylowata
réwniez w poblizu $redniej z lat 2004-2018, a w kwietniu i lipcu nieco jg przewyzszata.
Opady przez wigksza czes¢ sezonu wegetacyjnego byly zblizone do przecietnej. W ostatnim
roku badan (2018) odnotowano temperaturg przekraczajaca $rednig z wielolecia. Jednoczesnie
opady przez prawie caty okres wegetacji tubinu utrzymywaty si¢ na poziomie ponizej Sredniej
z lat 2004-2018. Jedynie w II dekadzie lipca odnotowano bardzo obfite opady. Panujgca
w latach 2016-2018 pogoda nie sprzyjata rozwojowi C. lupini.
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6. WYNIKI BADAN

6.1. Doswiadczenia polowe

6.1.1. Nasilenie antraknozy lubinu w zaleznos$ci od ochrony chemicznej (lata 2004-2006)

W doswiadczeniu tym 0szacowano wystepowanie antraknozy tubinu (C. lupini) na 12
gatunkach, badz odmianach tubindéw dziko rosngcych i uprawnych: Lupinus albus var. graecus,
L. hispanicus, L. mutabilis, L. nanus, L. polyphyllus, L. albus (odm. Bardo, Boros, Butan),
L. angustifolius (odm. Baron, Sonet), L. luteus (odm. Mister, Taper) — tab. 2, fot. 1, fot 2.

Zaro6wno podczas pierwszej obserwacji zdrowotnosci, wykonanej na pedach w fazie
BBCH 69, jak i podczas drugiej, wykonanej na strgkach w fazie BBCH 75-77, najwyzsze
nasilenie objawow antraknozy tubinu zaobserwowano w pierwszym (2004) roku badan (5,4%
na pedach i 6,0% na strgkach). W 2005 i 2006 roku nasilenie choroby byto nizsze i $rednio
wynosito odpowiednio 4,9% i 4,5% na pedach a 5,0% i 4,5% na strakach (tab.2).

Inokulacja roslin przeprowadzona zarodnikami C. lupini zwigkszyta nasilenie
objawow choroby $rednio o ponad 20%, a zastosowana po inokulacji ochrona fungicydami,
wyraznie je zmniejszyta o $rednio ponad 30%. Podobne zaleznosci odnotowano w obydwu
terminach obserwacji.

Sposérod gatunkéw uprawnych, najsilniej porazone okazaly sie¢ rosliny odmian tubinu
biatego. Srednie porazenie odmian tubinu biatego wynosito 8,5% na pedach i 9,3% na strgkach.
Nieco nizsze nasilenie choroby odnotowano na pedach obydwu odmian tubinu z6ttego ($rednio
7,3%), przy czym na strgkach nasilenie choroby bylo jeszcze nizsze (Srednio 5,5%). Na
odmianach tubinu waskolistnego procent porazenia przez C. lupini byt bardzo niski i $rednio
wynosit: 2,3% na pedach i 1,9% na strgkach. Na pedach gatunkéw dziko rosngcych
(L. nanus, L. mutabilis, L. polyphyllus) nasilenie antraknozy byto zblizone, jednak na strgkach
L. mutabilis byto istotnie wyzsze niz na pozostatych dwoch gatunkach i wynosito 6,1%.
Najstabiej porazanym gatunkiem tubinu byt L. hispanicus (4,1% na pedach i 3,3% na strakach).

6.1.2. Nasilenie antraknozy lubinu w zaleznosci od ochrony (lata 2011-2015)

W latach 2011-2015 na tubinie z6ttym i waskolistnym przeprowadzono do$wiadczenie
nad mozliwo$cig zwalczania antraknozy tubinu przy uzyciu dostepnych w obrocie preparatow
biologicznych, biotechnicznych i chemicznych.

Na tubinie z6ttym odm. Markiz antraknoza tubinu wystgpita we wszystkich latach
badan (tab. 3), jednak przebieg pogody miat duzy wptyw na porazenie roslin przez C. lupini.

W zdecydowanie najwyzszym nasileniu odnotowano chorobe w pierwszym roku badan,
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a w najnizszym w ostatnim roku. W obydwu terminach obserwacji najwyzsze nasilenie
antraknozy tubinu odnotowano na obiekcie kontrolnym (15,4% na pgdach i 22% na strakach),
nieco nizsze na obiektach chronionych przy uzyciu preparatow biologicznych (Biochicol 020
PC i EM-1 odpowiednio 12,3% i 14,4% na pg¢dach oraz 17,1% i 20,3 na strakach). Jeszcze
mniej objawow choroby zanotowano na obiektach chronionych przy uzyciu preparatow
biotechnicznych (Grevit 200 SL, Asahi SL odpowiednio 6,8% i 4,7% na pedach oraz 9,2%
i 7,5% na strakach), a najnizsze przy uzyciu fungicydow(Gwarant 500 SC i Sarfun 500 SC
odpowiednio 2,5% i 4,1% na pedach oraz 5,7% i 6,3% na strakach) (tab. 3).

Antraknoza tubinu wystapila jedynie na strgkach tubinu waskolistnego (odm. EIf)
(tab. 4). Jej nasilenie bylo niewielkie, chociaz zrdéznicowane w poszczegdlnych latach.
Wyzsze odnotowano w pierwszym, a nizsze w trzecim roku badan. W pozostatych latach
badan antraknoza tubinu praktycznie nie byla obserwowana. Jedynie fungicydy skutecznie
hamowaly rozwoj choroby, $rednie nasilenie wynosito: 0,05% -Gwarant 500 SC i 0,2%-
Sarfun 500 SC).

6.1.3. Nasilenie antraknozy lubinu w zaleznosci od czynnika ochrony biologicznej (lata
2016-2018)

We wszystkich latach trwania doswiadczenia podczas pierwszej oceny zdrowotnosci
tubinu, dokonanej przed inokulacja tubinu zo6ttego, nie obserwowano objawow infekcji przez
C. lupini (tab.5). Podczas drugiej oceny zdrowotno$ci tubinu, dokonanej w petni kwitnienia,
objawy odnotowano jedynie w 2016 roku. W trzecim terminie oceny, w fazie zawigzywania
strgkow, objawy byly odnotowane we wszystkich latach badan.

Podczas drugiej obserwacji w 2016 roku najsilniej porazone przez C. lupini byly
hubiny rosngce na obiektach chronionych bakteriami rodzaju Pseudomonas (PS15 i PS1),
gdzie porazenie wynosito odpowiednio 16,7 1 13,7%. Najslabiej porazone byty rosliny
w kombinacjach 19 PSDM - 0,3% oraz chronionych chemicznie fungicydami Gwarant 500
SC - 2,7% i Ridomil Gold MZ Pepite 67,8 WG - 3,0%. Porazenie tubinu na obiekcie
kontrolnym inokulowanym C. lupini wynosito 8,3%.

Podczas trzeciej oceny zdrowotnosci roslin w 2016 roku najwyzsze porazenie
odnotowano na obiektach, gdzie stosowano zawiesing kultur bakterii PS15 - 18,3% i PS1 -
17,7%. Najmniej objawow antraknozy tubinu zaobserwowano w kombinacjach chronionych
AgNO3 - 7%, a takze z ochrong chemiczng fungicydami Gwarant 500 SC - 8,7% i Ridomil
Gold MZ Pepite 67,8 WG-10,3%. W kontroli inokulowanej C. lupini wynosito ono 15,2%.

W latach 2017 i 2018 nasilenie choroby bylo niewielkie. Na obiekcie kontrolnym
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z infekcja naturalng nasilenie choroby wynosito odpowiednio 0 i 0,3%, natomiast na obiekcie
inokulowanym C. lupini wynosito 3,3 i 5,0%. Jedynie w 2017 roku w dwodch kombinacjach
nasilenie C. lupini bylo wyzsze niz na obickcie kontrolnym inokulowanym C. lupini - po
zastosowaniu zawiesiny kultur PS1 - 5,0%, a takze preparatu biologicznego Bio-algeen - 4,3%.
Najmniej z kolei, bo 0,3%, na obiektach, gdzie zastosowano tlenek tytanu (TiO.) oraz zawiesing
endofitow z korzeni pszenicy MP 2 A - 0,3%. W 2018 roku nie odnotowano objawow antraknozy
tubinu po zastosowaniu zawiesiny kultur bakterii PS1, azotanu srebra (AgNQOz) oraz fungicydu
Gwarant 500 SC.

6.2. Doswiadczenia wazonowe

6.2.1. Wplyw zaprawiania nasion lubinu na nasilenie antraknozy (dosw. I)

Najwigcej objawow zgorzeli siewek wystapilo na tubinie biatym, a najmniej na tubinie
waskolistnym (tab. 6, fot. 3). Antraknoza lubinu w zdecydowanie najwyzszym stopniu
opanowata tubin zo6tty odm. Markiz, a w najnizszym obydwie odm. lubinu waskolistnego.
Odkazanie laboratoryjne oraz chemiczne zaprawianie nasion tubinu wptywalo korzystnie na
zdrowotnos$¢ uprawianych tubinéw oraz na MTN.

Analiza zdrowotnos$ci siewek *tubinu biatego wykazata, ze objawy chorobowe
stwierdzono na 2,3% ro$lin u odm. Bardo i 2,4% u odm. Boros (tab. 6). Najwyzsze nasilenie
wystgpito na obiekcie nie chronionym - odpowiednio 5 i 4%, a najnizsze po zastosowaniu
zaprawy nasiennej Funaben T 480 FS - odpowiednio 1 i 0%. Antraknoza tubinu, zaréwno na
pedach, jak i na strgkach obydwu odmian tubinu biatego wystapita w niewielkim nasileniu -
odpowiednio 0,5 1 2,5% dla odm. Bardo oraz 1 i 2% dla odm. Boros. Najwyzszy stopien
porazenia odnotowano na obiekcie nie chronionym - 2% na pedach obydwu odmian i 8% na
strakach obydwu odmian. Masa tysigca nasion pozyskanych z dos§wiadczenia wynosita 168,8
g dla odm. Bardo i 129,2 g dla odm. Boros. Najnizsza byta na obiekcie kontrolnym.

Na siewkach tubinu waskolistnego odm. Boruta (tab. 6) stwierdzono wystgpowanie
objawow chorobowych na 1,1% ro$lin, a na odm. Zeus u 1,0% ros$lin. Najwyzsze nasilenie
wystapito na obiekcie nie chronionym - odpowiednio 2,5 i 2,0%, a najnizsze po zastosowaniu
odkazania laboratoryjnego - odpowiednio 0 i 0,5%. Na pedach obydwu odmian tubinu
waskolistnego nie stwierdzono objawow antraknozy tubinu, natomiast choroba wystgpita
w niewielkim nasileniu na strgkach odm. Boruta, niezaleznie od sposobu ochrony nasion
przed siewem. Masa tysigca nasion pozyskanych z do§wiadczenia wynosita 137,1 g dla odm.

Borutai 154,6 g dla odm. Zeus. Najnizsza byta na obiekcie kontrolnym.
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Na siewkach tubinu zottego odmiany Legat (tab. 6) stwierdzono wystepowanie
objawow chorobowych na 1,6%, a odm. Markiz na 1,4% ro$lin. Najwyzsze nasilenie
wystapito na obiekcie nie chronionym - odpowiednio 5 i 4%, a po zastosowaniu odkazania
laboratoryjnego nie stwierdzono objawow chorobowych. Antraknoza tubinu, zaré6wno na
pedach, jak 1 na stragkach obydwu odmian lubinu zo6ttego, wystapita w niewielkim nasileniu -
odpowiednio 1,1 i 2,1% dla odm. Legat oraz 3,7 i 5,2% dla odm. Markiz. Najwyzszy stopien
porazenia odnotowano na obiekcie nie chronionym - 4 i 6% dla odm. Legat oraz 6 i 8% dla
odm. Markiz. Masa tysigca nasion pozyskanych z do§wiadczenia wynosita 139,0 g dla odm.
Legat i 133,4 g dla odm. Markiz. Dla odm. Markiz najwyzsza byta po zastosowaniu zapraw

nasiennych.

6.2.2. Nasilenie antraknozy tubinu w zaleznosci od miejsca wnikania C. lupini do rosliny
(dosw. II)

Najwiecej objawow zgorzeli siewek wystapito na tubinie zo6ttym, mniej na biatym,
a najmniej na tubinie waskolistnym (tab. 7). Nasilenie choroby dla poszczegdlnych odmian,
w ramach gatunkow, bylto zblizone. Antraknoza tubinu w zdecydowanie najwyzszym stopniu
opanowala obydwie odmiany tubinu zéttego. Odkazanie laboratoryjne nasion tubinu wptyneto
korzystnie na zdrowotno$¢ uprawianych tubindéw oraz na MTN. Najskuteczniejsza metoda
inokulacji tubinu C. lupini byto opryskiwanie ro$lin zawiesing zarodnikow.

Analiza zdrowotno$ci siewek *tubinu bialego wykazala, Ze objawy chorobowe
stwierdzono na 5,1% roslin u odm. Bardo i 5,2% u odm. Boros (tab. 7). Najwyzsze nasilenie
wystapito na obiekcie inokulowanym przez opryskiwanie ro$lin - odpowiednio 12 i 9%,
a najnizsze po odkazaniu laboratoryjnym nasion tubinu biatego - odpowiednio 0 i 4%.
Antraknoza tubinu na pedach wystapita w niewielkim nasileniu - odpowiednio 0,4 i 0,8% dla
poszczegodlnych odmian, natomiast wyzsza byla na stragkach obydwu odmian tubinu biatego
(po 4,2%). Najwyzszy stopien porazenia przez C. lupini odnotowano na obiekcie
inokulowanym przez opryskiwanie roslin zawiesing zarodnikow, a infekcja nie wystapita po
inokulacji przez liScienie i hipokotyl. Masa tysigca nasion pozyskanych z doswiadczenia
wynosita 165,8 g dla odm. Bardo i 129,7 g dla odm. Boros.

Na siewkach tubinu waskolistnego stwierdzono wystgpowanie objawow chorobowych
na 2,5% ro$lin - niezaleznie od odmiany (tab. 7). Najwyzsze nasilenie wystgpito na obiekcie
opryskiwanym zawiesing zarodnikow - 6,5% dla odm. Boruta i 8,0% dla odm. Zeus, a objawy
chorobowe nie wystapitly na obiekcie kontrolnym. Na pedach i strgkach obydwu odmian

hubinu waskolistnego antraknoza tubinu wystgpita incydentalnie - odpowiednio 0,6 i 0,4% dla
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odm. Boruta oraz 1,0 i 0% dla odm. Zeus. Nie zanotowano zadnych zaleznos$ci w stosunku do
odkazania i sposobu inokulacji. Masa tysigca nasion pozyskanych z doswiadczenia wynosita
136,2 g dla odm. Boruta i 155,7 g dla odm. Zeus.

Na siewkach obydwu odmian tubinu zottego stwierdzono wystepowanie objawoOw
chorobowych na 8,2% roslin (tab. 7). Najwyzsze nasilenie wystapito na obiekcie
opryskiwanym zawiesing zarodnikow C. lupini - 20% dla odm. Legat i 21% dla odm. Markiz,
a po zastosowaniu odkazania laboratoryjnego nie stwierdzono objawow chorobowych.
Antraknoza tubinu, zaréwno na pedach, jak i na strgkach obydwu odmian tubinu zéltego
wystapita w duzym nasileniu - odpowiednio 14,0 i 26,4% dla odm. Legat oraz 16,6 i 21,2%
dla odm. Markiz. Najwyzszy stopien porazenia odnotowano na obiekcie opryskiwanym
zawiesing zarodnikow C. lupini - 40,2 i 46,0% dla odm. Legat oraz 50,0 i 26,0% dla odm.
Markiz. Masa tysigca nasion pozyskanych z do§wiadczenia wynosita 133,5 g dla odm. Legat
1 127,6 g dla odm. Markiz.

6.2.3. Nasilenie antraknozy tubinu inokulowanego C. lupini (dosw. I11)

W okresie wegetacji tubinéw trzykrotnie przeprowadzono oceng wystepowania
antraknozy tubinu (tab. 8) - dwa razy na pe¢dach i jeden raz na strgkach tubinu. Podczas
pierwszej oceny zdrowotnos$ci tubinu widoczne byly pojedyncze objawy infekcji dokonane;j
przez C.lupini, a r6znice w nasileniu na poszczegdlnych odmianach byty niewielkie. W czasie
drugiej obserwacji (na pedach) i trzeciej (na strgkach) réznice w nasileniu choroby na
poszczegdlnych odmianach stawaty si¢ coraz bardziej widoczne. Najstabiej porazone byly
odm. tubinu waskolistnego, a najsilniej lubinu Zottego. Sposob infekcji (naturalna badz
inokulacja roslin) wptynat na stopien porazenia roslin. Na obiektach, ktore inokulowano byt
istotnie wyzszy, natomiast masa tysigca nasion z obiektéw inokulowanych byta istotnie
nizsza.

Na pedach tubinu biatego antraknoza wystapita poczatkowo w niewielkim nasileniu.
Najwyzsze porazenie byto na odm. Butan, a najnizsze na odm. Bardo - odpowiednio 1,5 i
0,5% (tab. 8). Pézniej nasilenie choroby wzrosto, a na strgkach byto juz stosunkowo wysokie
(21-26%), jednak nie wystgpily istotne rdznice migdzy odmianami. Inokulacja roslin
spowodowata istotny wzrost porazenia wszystkich odmian tubinu biatego przez C. lupini.
Masa tysigca nasion pozyskanych z do§wiadczenia wynosita 183,9 g dla odm. Bardo, 126,0 g
dla odm. Boros i 147,2 dla odm. Butan. Masa tysigca nasion, z obiektow inokulowanych byta

istotnie nizsza niz z obiektow nie inokulowanych.
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Na pedach tubinu waskolistnego antraknoza wystapita w niewielkim nasileniu (tab. 8).
Obydwie testowane odmiany (Baron i Sonet) wykazaty si¢ zblizong podatnosciag na C. lupini.
Na strgkach nasilenie byto wyzsze (15,8 i 14). Inokulacja roslin spowodowata istotny wzrost
porazenia Obydwu odmian tubinu waskolistnego przez C. lupini. Masa tysigca nasion
pozyskanych z dos§wiadczenia wynosita 132,0 g dla odm. Baron i 130,5 dla odm. Sonet. Masa
tysigca nasion, z obiektow inokulowanych byta istotnie nizsza niz z obiektow nie
inokulowanych.

Na pedach tubinu zéitego antraknoza wystapita poczatkowo w niewielkim nasileniu
(tab. 8). Porazenie istotnie wyzsze bylo na odm. Taper, a nizsze na odm. Mister -
odpowiednio 1,5 i 0,5%. Podczas drugiej obserwacji na pedach nasilenie objawow choroby
wzrosto (na obydwu odmianach 7,0%). Nasilenie objawow infekcji na strgkach byto wysokie
(28,3% dla odm. Mister i 25,5% dla odm. Taper), jednak nie wystapity istotne réoznice migdzy
odmianami. Inokulacja roslin spowodowata istotny wzrost porazenia obydwu odmian tubinu
z6ttego przez C. lupini. Masa tysigca nasion pozyskanych z do§wiadczenia wynosita 137,4 g
dla odm. Mister i 128,3 dla odm. Taper - rdznice nie istotne. Masa tysigca nasion, z obiektow

inokulowanych i nie inokulowanych nie roznita sig istotnie.

6.3. Prace laboratoryjne

6.3.1. Badania nad biologia C. lupini
6.3.1.1. Tempo wzrostu C. lupini

a/ w zaleznosci od temperatury inkubacji

W temperaturze inkubacji wynoszacej 5° C zaden z izolatow nie rozwijat si¢ (tab. 9).
Najwyzszy indeks tempa wzrostu (ITW) odnotowano w temp. 15° C - 27,69, a nizszy w temp.
25 °C - 25,24. Pochodzenie izolatow réwniez wptyneto na zréznicowanie ITW. Najwyzszym
indeksem charakteryzowat si¢ izolat 273 (pochodzacy z tubinu waskolistnego odm. Baron) -
19,30, a najnizszym izolat 365 (pochodzacy z tubinu waskolistnego odm. Sonet) - 13,65.
Ogolnie obydwie w/w odmiany cechowaty si¢ odpowiednio najwyzszym i najnizszym ITW.

b/ w zaleznosci rodzaju podloza

Testowane podtoza zréznicowalty rozwoj C. lupini (tab. 10). Najkorzystniejsza dla
wzrostu patogena okazala si¢ pozywka z magka lubinows. Indeks tempa wzrostu na niej
wyniost $rednio 59,86. Jedynie nieco stabiej izolaty rosty na pozywce glukozowo-
ziemniaczanej (ITW 57,04), a zdecydowanie najstabiej na podtozu mineralnym (ITW 49,36).
Najbardziej dynamicznie rozwijat si¢ izolat 299 otrzymany z tubinu zottego odm. Taper,
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ktorego ITW wynidst 62.02. Najwolniej rozwijal si¢ izolat 365 otrzymany z tubinu
waskolistnego odm. Sonet - ITW 48,25.
¢/ w zaleznosci od pH podloza

Najwyzszy indeks tempa wzrostu grzybni (63,38) otrzymano stosujac pozywke
glukozowo-ziemniaczang 0 pH 4,7 (tab. 11), a wzrost wszystkich testowanych izolatow byt
zblizony. Analiza wzrostu C. lupini na podtozu 0 pH 3,5 wykazala, ze ITW byt nizszy
i wynosit 60,25. Rowniez w tym przypadku roéznice W tempie wzrostu pomig¢dzy izolatami
byty nieistotne. Najnizszy indeks tempa wzrostu patogena odnotowano na pozywce o pH 6,2 -
57,25. W przypadku pozywki o pH 6,2 pochodzenie izoloatow wptyngto znaczgco na
zahamowanie wzrostu izolatow patogena pozyskanych z L. mutabilis (ITW 40,50),
L. polyphyllus (55,88) i L. graecus (58,50). W zmiennych warunkach pH podloza najlepiej
rozwijato si¢ C. lupini pozyskane z tubinu waskolistnego, ktorego $redni indeks tempa

wzrostu wynosit 63,25.

6.3.1.2. Oddzialywanie C. lupini na wzrost liniowy wybranych gatunkéw grzybéw
najczeSciej izolowanych z nasion lubinu

Sredni dobowy przyrost grzybni C. lupini na pozywce PDA (bedacej obiektem
kontrolnym) wynosit 5,93 mm (tab. 12 a-f, ryc. 2). Grzybnia najszybciej przyrastata w czasie
drugiej i trzeciej doby, odpowiednio 7,19 i 7,79 mm. Rozrost kolonii sprawcy antraknozy
w interakcji z F. oxysporum byt wigkszy o 5,5%, F. poae 2,9% a Alternaria alternata 3,1%.
Odmienng sytuacje zaobserwowano na obiektach z gatunkami szybko rosngcymi, czyli
F. culmorum, T. harzianum, B. cinerea. W kombinacjach tych przyrost Colletotrichum sp.
zostal znacznie zahamowany: byt mniejszy o 31,1% przy oddziatywaniu F. culmorum,
0 52,2% przy T. harzianum, a o 25,4% przy Botrytis cinerea. Jednoczesnie wszystkie
testowane gatunki pod wptywem C. lupini wykazywaty stabszy przyrost grzybni w stosunku
do obiektéw kontrolnych: od 49,4% u F. poae do 1,9% u A. alternata.

Maksymalny rozrost kolonii C. lupini, przy oddziatywaniu F. oxysporum, byt
op6zniony W stosunku do obiektu kontrolnego i wystapil w czasie trzeciej i czwartej doby.
Wynosit on odpowiednio 7,85 1 8,00 mm. Na ten sam okres przypadat najwigkszy dobowy
przyrost F. oxysporum — 10,56; 10,65 mm. Na obiektach z F. poae optymalny przyrost
grzybni sprawcy antraknozy przypadal na drugg i trzecig dobe- 6,93; 7,37 mm, podczas gdy
przyrost dobowy F. poae byt raczej rownomierny - ok 5 mm. Interakcja z F. culmorum
wplyngta na ograniczenie wzrostu grzybni C. lupini o 10,8 mm, przy czym

najintensywniejszy przyrost przypadal, tak jak w obiektach kontrolnych, na drugg 1 trzecia
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dobg. Jednak dobowy przyrost byt o 2,8 mm mniejszy od obiektow kontrolnych. Wzajemne
oddziatywanie kultur spowodowato ograniczenie wzrostu F. culmorum o 10,5%, a rozktad
przyrostu pozostat podobny jak w probach kontrolnych. Podobny przebieg wzrostu C. lupini
odnotowano w interakcji z A. alternata. W czasie drugiej i trzeciej doby doswiadczenia
wystapit najwigkszy przyrost grzybni, ktory wynosit 6,89 i 7,48 mm. Roéwniez na ten sam
okres przypadl optymalny rozrost grzybni A. alternata, odpowiednio 6,91 i 7,02 mm. Na
obiektach z T. harzianum i B. cinerea odnotowano znaczne zahamowanie wzrostu badanego
patogena, przy czym maksymalny przyrost grzybni zaobserwowano w drugiej dobie trwania
doswiadczenia i wynosit 4,89 mm w interakcji z T. harzianum, oraz 6,98 mm z B. cinerea.
Obydwa gatunki, w interakcji ze sprawca antraknozy, mialy o 3,6% mniejszy przyrost
grzybni. Najwiekszy rozrost kolonii, zar6wno przy T. harzianum, jak i B. cinerea, odnotowano

drugiego i trzeciego dnia (odpowiednio 23,42 i 18,39 mm oraz 18,69 i 17,13 mm).

6.3.1.3. Indywidualny efekt biotyczny (IEB) C. lupini w stosunku do wybranych
mikroorganizmow
a/ w stosunku do wybranych gatunkoéw grzybow zasiedlajacych tubiny
Badania wykazaty, ze wzrost kolonii C. lupini byl hamowany przez wigkszosc¢
testowanych gatunkow (tab. 13). Najsilniejszy inhibicyjny wptyw wywieraty: T. harzianum,
B. cienerea i F. culmorum (+3). Odpowiednio stabiej oddziatywaty: F. oxysporum (+2)
i F. poae (+1). Nie wystapito oddziatywanie migdzy koloniami C. lupini a A. alternata.
b/ w stosunku do wybranych mikroorganizmow o uzdolnieniach fungistatycznych
Rozwoj grzybni C. lupini w pigtym dniu trwania doswiadczenia (tab. 14) byt najsilniej
hamowany przez izolaty PSDM 19, 20, 21, 22, PS 15, endofit EN40. W dziesigtym dniu
trwania doswiadczenia znaczace oddziatywanie hamujace bakterii na C. lupini odnotowano
dla izolatow PSDM 19, 20, 22, PS 3, 13, 15, endofitu MP2 oraz Lactobacillus brevis (LAC1
I LAC3). Pozostale izolaty bakterii nie wpltywaly hamujgco lub w niewielkim stopniu

ograniczaty rozwoj C. lupini.

6.3.1.4. Patogeniczno$¢ C. lupini wobec siewek lubinu

Analiza testu patogenicznosci C. lupini wykazata (tab. 15), ze najwigksze porazenie
wystapito na siewkach tubinu zoéttego oraz tubinu waskolistnego odpowiednio: 1,18 i 1,08 -
roéznice nieistotne. Najstabsze objawy infekcji zaobserwowano na siewkach tubinu

wieloletniego (stopien porazenia - 0,22), a istotnie wigksze na siewkach tubinu biatego (0,58).
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Z wykorzystanych w badaniu izolatow, najwigksza zjadliwosciag odznaczaty si¢ te
pozyskane z tubinu wieloletniego, szczegdlnie 494 i1 392, ktorych $redni stopien porazania
siewek tubinéw wynosit odpowiednio 1,17 i 1,00. Izolaty te bardzo patogeniczne okazaty si¢
w stosunku do siewek tubinu zoéttego i waskolistnego, a stabo w odniesieniu do siewek tubinu
biatego i wieloletniego.

Srednio, patogenicznos¢ C. lupini uzyskanego z tubinu waskolistnego i zottego byta
zblizona. Wigkszo$¢ izolatow najsilniej infekowata siewki tubinu zéttego. 1zolaty pozyskane
z tubinu biatego odznaczaly si¢ niska patogeniczno$cig wobec siewek tubinow, szczegdlnie
230 (0,25) i 71 (0,59). Niska patogenicznoscig charakteryzowat si¢ réwniez pochodzacy
z lubinu waskolistnego izolat 273 (0,42).

6.3.1.5. Wplyw wybranych czynnikéw ochrony roslin na rozwdj C. lupini

Dhugotrwaty hamujacy wplyw czynnikdw ochrony roslin na rozwoj C. lupini
obserwowano jedynie na obiektach, na ktorych zastosowano fungicydy: Gwarant 500 SC,
Inter Optimum 72,5 WP, Valbon 72 WG, Vondozeb 75 WG (tab. 16).

Po zastosowaniu nawozu Rosahumus i biostymulatora Asahi SL odnotowano
zahamowanie wzrostu C. lupini do 5 dnia trwania do$wiadczenia. W pozniejszym terminie
strefy inhibicji juz nie obserwowano. Najszersza strefa inhibicji wystapita w kombinacjach,

w ktorych stosowano Gwarant 500 SC i Inter Optimum 72,5 WP.

6.3.2. Identyfikacja wybranych izolatéw C. lupini metoda molekularna

Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze wszystkie analizowane kultury (n=31) pozyskane
z tubinu z objawami antraknozy nalezaty do kompleksu gatunkow C. lupini. Produkty PCR
w probach ze starterami Calnt2 i ITS4 C. lupini miaty okoto 500 pz. Otrzymany rezultat jest
zgodny z tym, co przedstawit Kulik i wsp. (2005). Z prob, w ktorych uzyto startery (Calnt
I ITS4) specyficzne dla C. gloeosporioides nie otrzymano zadnego produktu PCR, co
potwierdza przynalezno$¢ gatunkowa uzyskanych izolatow jako C. lupini. W pracy

umieszczono dokumentacj¢ w postaci fotografii z reprezentacyjnych izolatow (fot. 4).

6.3.3. Prég infekcyjnosci zarodnikow C. lupini
Analiza progu infekcji przez C. lupini siewek wybranych gatunkéw i odmian tubinu
metoda qPCR wykazala, ze stezenie, ktore odznaczalo si¢ zdolnos$cig infekcji wszystkich
badanych gatunkéw i odmian tubinu trzeciej doby, wynosito 16x10% zarodnikéw C. lupini na
1 ml wody (tab. 17). Przy stezeniu 10x10? zarodnikow/ml nie byty infekowane odmiany
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Boros tubinu biatego i Mister tubinu zéttego. W dziewiatej dobie stezenie 16x10° zarodnikéw
na 1 ml wody réwniez stanowito prog infekcyjnosci, ktory powodowat infekcje wszystkich
badanych gatunkéw i odmian tubinu. W ponad dziesieciokrotnie nizszym stgzeniu (10x10?
zarodnikéw/ml) jedynie w tkance roslinnej odmiany Boros tubinu biatego nie odnotowano
DNA C. lupini. Najwigksza odporno$¢ na infekcje C. lupini wykazywaty odmiany tubinu
biatego Boros i Butan. W tych odmianach zar6wno w trzeciej, jak i w dziewiatej dobie
stwierdzono najmniejsze ilosci DNA patogena. Najbardziej podatng na infekcj¢ przez
patogena okazata si¢ odmiana Markiz, w przypadku ktorej juz w trzeciej dobie od zakazenia,
przy najnizszym badanym stezeniu (10x10 zarodnikéw/ml), uzyskano 0,01ng DNA C. lupini.
W przypadku odmiany Sonet (tubin waskolistny) infekcje siewek stwierdzono réwniez
w dziewiatej dobie juz przy najnizszym zastosowanym stezeniu (10x10? zarodnikow/ml),
kiedy stwierdzono obecnos$¢ 0,02 ng DNA C. lupini. W przypadku odmiany Markiz i Sonet
w dziewiatej dobie, przy najwyzszym badanym stezeniu (2x107 zarodnikow/ml), stwierdzono
ilos¢ DNA patogena znacznie wyzsza od pozostatych badanych odmian lubinéw

i wynosita ona odpowiednio 150,38 i 139,02 ng DNA.

6.3.4. Grzyby wyizolowane z porazonych czesci podliscieniowych i korzeni lubinu
a/ doswiadczenie wazonowe z zaprawianiem nasion (dosw. I)

Z czgscei podliscieniowej i korzeni tubinu uzyskano 53 izolaty grzyboéw, z tego 18
kultur stanowito F. oxysporum, a 13 C. lupini (tab. 18). Najwiecej izolatow grzybow
otrzymano z tubinu biatego; w tym z odmiany Bardo - 19 kolonii, a z odm. Boros - 11.

F. oxysporum izolowano gtownie z tubinu waskolistnego - 10 kolonii (4 z odm. Boros
i 6 z odm. Zeus) oraz z tubinu biatego - 8 kolonii (7 z odm. Bardo). Z tubinu zoéltego nie
uzyskano zadnej kolonii F. oxysporum.

Najwigcej izolatow C. lupini uzyskano z tubinu zottego - 8 kultur (3 z odm. Legat
15 z odm. Markiz), zdecydowanie mniej z tubinu biatego (3) 1 z tubinu waskolistnego (2).

Najwigcej kultur grzybow otrzymano z obiektow kontrolnych (27), z czego 11 kultur
stanowito C. lupini, a 8 F. oxysporum. Stosunkowo duzo kultur grzybow uzyskano réwniez
z obiektu chronionego zaprawa Sarfun 65 DS (20), z czego 1 kulture stanowito C. lupini,
a 6 F. oxysporum.

b/ doswiadczenie wazonowe réznicujace miejsce wnikania C lupini do rosliny (dosw. IT)

Z czesci podliscieniowej i korzeni uzyskano w sumie 63 izolaty (tab. 19). Najczesciej
izolowano grzyby rodzaju Fusarium — 35 kultur; w tym F. oxysporum - 26 kultur

i F. avenaceum - 9 kultur. Uzyskano 7 kolonii C. lupini. Prawie wszystkie kolonie patogenow
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lubinu  wyizolowano z obiektu kontrolnego oraz z tych kombinacji, w ktérych
przeprowadzono inokulacj¢ przez system korzeniowy oraz przez liScienie i hipokotyl.

Z htubinu biatego otrzymano 25 kolonii. Grzyby rodzaju Fusarium (F. avenaceum
i F. oxysporum) stanowily po 7 izolatéw. Z tubinu waskolistnego otrzymano 14 izolatow
grzybow. Szes¢ nalezato do F. oxysporum, a trzy do C. lupini. Z tubinu zo6ttego wyizolowano
24 Kkolonie grzybow. Najczesciej byly to grzyby rodzaju Fusarium: F. oxysporum - 13
izolatow i F. avenaceum - 2 izolaty. Wyosobniono 4 kolonie C. lupini z roslin inokulowanych
przez liscienie i hipokotyl.
6.3.5. Grzyby wyizolowane z nasion lubinu

a/ w zaleznosci od ochrony chemicznej roslin w okresie wegetacji

W czasie prowadzonego w latach 2004-2006 doswiadczenia uzyskano 6448 izolatow
nalezacych do ok. 50 gatunkoéw pozyskanych z czterech gatunkow tubinu - biatego (L. albus),
waskolistnego (L. augustifolius), zoéttego (L. luteus) i wieloletniego (L. polyphyllus).
Wyizolowane grzyby nalezaly do mikroorganizméw saprotroficznych oraz gatunkéw
potencjalnie patogenicznych. Wyniki czteroletnich badan przedstawiono w tabelach 20-26.

Z nasion lubinu bialego odmiany Bardo otrzymano 981 izolatow grzybow (tab. 20).
Okoto 50% wszystkich kolonii stanowity gatunki patogeniczne, w tym C. lupini 38,5% (378
izolatow), B. cinerea 9,4% (92 izolaty), a 2,1% (21 kolonii) stanowily grzyby rodzaju
Fusarium nalezace do 9 gatunkow. Pozostale uzyskane gatunki to A. alternata (6,8%),
T. roseum (11,1%) i grzyby rodzaju Penicillium (18,8%). Najwiecej izolatdw otrzymano
z kombinacji, gdzie przeprowadzono inokulacje C. lupini oraz petng ochrone chemiczng - 357
kolonii. Najmniej, bo 290 izolatow uzyskano z obiektu kontrolnego. Dobra kondycja
wylozonych badanych nasion i ich odkazanie chemiczne miaty wptyw na spadek liczebnoS$ci
uzyskanych izolatow. Ze wszystkich uzyskanych gatunkdéw najczesciej izolowane byto
C. lupini. Najwigcej wyosobnien uzyskano z prob inokulowanych bez ochrony chemicznej
oraz z ochrong chemiczng, gdzie liczba otrzymanych izolatow wynosita odpowiednio 134
I 121. Najrzadziej gatunek ten odnotowano w obiektach kontrolnych, jedynie 23 izolaty w
ciggu czterech lat. Czgsciej uzyskiwano C. lupini z nasion w dobrej kondycji oraz nie
odkazanych powierzchniowo.

B. cinerea byt najczesciej izolowany z obiektow, gdzie przeprowadzono inokulacje
C. lupini, zwtaszcza z kombinacji bez ochrony chemicznej. Gatunek ten izolowano gtownie
z nasion stabo wyksztalconych (odbiegajacych od nasion wzorca odmiany). Odkazanie

powierzchniowe nie miato duzego wplywu na czestotliwos$¢ pozyskiwania patogena.
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Wyizolowano jedynie 21 kultur grzybéw nalezacych do rodzaju Fusarium:
F. avenaceum, F. culmorum, F. equiseti, F. fujikuroi (d. F. verticillioides), F. oxysporum,
F. poae, F. sacchari, F. sporotrichoides, F. tricinctum. NajczeSciej pozyskiwane byty z prob,
gdzie przeprowadzono inokulacj¢ C. lupini (15 kolonii). Prawie wolne od grzyboéw rodzaju
Fusarium okazaty si¢ nasiona pozyskane z obiektow kontrolnych, z ktoérych w ciagu czterech
lat otrzymano jeden izolat. Gatunki te porazaty gldwnie nasiona w zlej kondyc;ji.

Sposréd  gatunkow  saprotroficznych najczesciej izolowano grzyby rodzaju
Penicillium. Zasiedlaty one gtdéwnie nasiona z proby kontrolnej, rzadziej z kombinacji, gdzie
przeprowadzono inokulacje. Wigksza czgstotliwo$¢ pozyskiwania izolatdéw byta réwniez
zwigzana z dobrg kondycja nasion i odkazaniem ich powierzchni.

Wyizolowano 109 kultur T. roseum. Czestotliwo$¢ wystgpowania rozktadata sie
réwnomiernie w poszczego6lnych obiektach doswiadczenia. Jedyne wigksze zréznicowanie
liczebnosci izolatdw odnotowano na nasionach niedostatecznie rozwinig¢tych oraz nie
odkazanych chemicznie. Prawie 63% wszystkich kolonii A. alternata otrzymano z obiektu
inokulowanego C. lupini, bez zabiegow ochronnych. Wptyw kondycji i stanu nasion na
wystepowanie A. alternata byt podobny jak w przypadku T. roseum.

Z nasion lubinu bialego odmiany Boros (tab. 21) uzyskano 1338 izolatow, w tym
31,2% to kolonie grzyboéw bedacych patogenami tubinu, pozostate 68,8% to gatunki
saprotroficzne. Grzyby izolowane z nasion nieodkazanych stanowity 53,6%, z kolei z nasion
odkazanych 46,4% ogoélu izolatow. Najliczniej izolowano Alternaria alternata
i Trichothecium roseum - odpowiednio 385 kultur (28,8%) i 291 kultur (21,8%). Sposrod
gatunkow patogenicznych najczesciej wystepowat C. lupini, ktdrego otrzymano 269 izolatow,
co stanowito 20,1% wszystkich otrzymanych kolonii. Grzyby rodzaju Fusarium stanowity
6,5% wyosobnien (87 izolatdbw) i1 nalezaty do nastgpujacych gatunkoéw: F. avenaceum,
F. chlamydosporum, F. culmorum, F. equiseti, F. oxysporum, F. poae, Neocosmospora solani
(dawniej F. solani), F. sporotrichoides, F.fujikuroi (dawniej F. verticillioides). Najliczniej
wystepowato N. solani (1,2%) i F. equiseti (1,1%). Uzyskano rowniez 61 izolatow B. cinerea,
co stanowito 4,6%.

Sposob infekcji roslin (naturalna i inokulacja) 1 stosowanie ochrony roslin
w niewielkim stopniu wptynety na zréznicowanie gatunkowe otrzymanych kolonii. Z nasion
pozyskanych z kombinacji z naturalng infekcja i nie chronionych chemicznie wyizolowano
432 kolonie grzybow. Niewiele wigcej, bo 438 otrzymano z obiektu, gdzie przeprowadzono

inokulacje, jednak nie zastosowano ochrony chemicznej. Najliczniej (468 izolatow)
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wystepowaty grzyby na nasionach pozyskanych z ro$lin inokulowanych i chronionych
chemicznie.

Z nie inokulowanej kontroli najczesciej izolowano C. lupini. Gatunek ten stanowit ok.
30% wszystkich uzyskanych kolonii. Najmniej wyosobnien tego gatunku - 42 izolaty (9,6%)
otrzymano z nasion pozyskanych z roslin inokulowanych i nie obj¢tych ochrong chemiczna.
Nasiona tej odmiany dobrze wyksztalcone, bez objawdéw chorobowych, wykazywaty o wiele
wicksze porazenie C. lupini, niz nasiona niewyksztalcone, majgce charakter nasion
po$lednich. Porazenie stanowilo odpowiednio 14,2% 1 5,9% uzyskanych izolatow.
Zroznicowanie liczebnosci uzyskanych kolonii C. lupini mozna réwniez zaobserwowaé w
zaleznos$ci od odkazania powierzchniowego. Z nasion odkazanych wyizolowano 152 izolaty
patogena (11,4% wszystkich wyosobnien), podczas gdy z nasion nie odkazanych uzyskano
117 kolonii (8,7%). Sprawca antraknozy tubinu najliczniej byl izolowany we wszystkich
obiektach z nasion dobrze rozwini¢tych i odkazonych.

Grzyby rodzaju Fusarium najczesciej uzyskiwano z obiektow inokulowanych
C. lupini bez ochrony chemicznej. W probach, gdzie dodatkowo zastosowano zabiegi
ochronne, grzyby te wystepowaty najrzadziej. Porazenie nasion wynosito odpowiednio 11,0%
1 3,6%. Z nasion stabo wyksztalconych otrzymano ponad osiem razy wigcej kolonii grzybow
rodzaju Fusarium niz z nasion pelnowartosciowych, natomiast odkazanie powierzchniowe
ograniczyto liczbe izolatow prawie o potowe w stosunku do nieodkazanych. Rodzaj Fusarium
najliczniej wystgpowat na nasionach poslednich nie odkazanych.

B. cinerea najliczniej otrzymano z nasion roslin inokulowanych C. lupini (45 kolonii)
1 chemicznie chronionych, natomiast najmniej izolatow uzyskano z kombinacji kontrolnej -
jedynie 4 kolonie. Liczebno$§¢ wystgpowania tego gatunku nie wykazywata zalezno$ci od
jakosci 1 odkazania nasion.

A. alternata najczesciej izolowano z nasion poddanych inokulacji C. lupini - 144
kolonie (32,9% izolatéw). Najmniej wyosobnien - 108 izolatow uzyskano najwigcej z nasion
pochodzacych z kombinacji kontrolnej. Zrdéznicowanie wystgpowania A. alternata
w zalezno$ci od kondycji nasion czy odkazania bylo niewielkie.

T. roseum jest gatunkiem zaliczanym do saprotrofow lub grzybow o stabych
uzdolnieniach pasozytniczych. Uzyskano 291 kultur tego gatunku - z nasion inokulowanych
C. lupini i chronionych chemicznie - 137 kolonii, natomiast najmniej, bo 71 kolonii
otrzymano z nasion pochodzacych z préby kontrolnej. Gatunek ten izolowano glownie z

nasion zle wyksztatconych 1 nie odkazanych powierzchniowo.
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Z nasion lubinu waskolistnego odmiany Baron otrzymano 958 kolonii grzybow (tab.
22), w tym ponad potowe stanowily grzyby rodzaju Penicillium 56,4%. Licznie wystepowaty
rowniez A. alternata (18,1%) i T. roseum (8,5%). Grzyby patogeniczne stanowity 3,3%
izolatow. Wsrod nich najliczniej (25 izolatow- 2,6%) wystepowaty grzyby rodzaju Fusarium
nalezace do 5 gatunkow. C. lupini i B. cinerea stanowily utamek procenta wszystkich
pozyskanych kolonii - odpowiednio 0,2 i 0,5%. Najwigcej izolatow, bo 409 otrzymano
z obiektu kontrolnego, a 292 i 257 izolatdow odpowiednio z obiektu inokulowanego C. lupini
oraz z obiektu inokulowanego i chronionego chemicznie. Brak odkazania nasion i ich zla
jako$¢ wptynety na wzrost liczby uzyskanych kultur grzybow.

Uzyskano 540 kolonii grzybow rodzaju Penicillium. Najstabiej zasiedlaly one nasiona
pozyskane z obiektow inokulowanych C. lupini bez ochrony chemicznej. Z pozostatych prob
otrzymano zblizong liczbg (214 i 213) izolatow. Penicillium sp. pozyskiwano najczesciej
z nasion nie odkazanych powierzchniowo oraz zdrowych.

A. alternata najliczniej izolowany byt z obiektu kontrolnego (97 kultur), natomiast
najrzadziej z obiektu chronionego chemicznie - zaledwie 16 kolonii. Rowniez T. roseum
najczesciej izolowany byt z obiektu kontrolnego, a najrzadziej z kombinacji chronionej
chemicznie. Obecnos¢ tego gatunku byta zdecydowanie powigzana ze ztym stanem nasion.

Najliczniej wystepujacymi patogenami byly grzyby rodzaju Fusarium nalezace do
pieciu gatunkéw; F. avenaceum, F.culmorum, F. equiseti, F. poae, N. solani. lzolaty
najczesciej pochodzity z kombinacji Kkontrolnej. Dobra kondycja nasion sprzyjata
pozyskiwaniu grzybow rodzaju Fusarium. Odwrotng zalezno$¢ zaobserwowano przy
B. cinerea. Gatunek ten wystgpowal tylko na zle wyksztalconych nasionach. Uzyskano
zaledwie 5 kultur w ciggu czterech lat badan i to z kombinacji z inokulacja C. lupini
i ochrong chemiczng. Z gatunkéw patogenicznych najrzadziej otrzymywano C. lupini.
W ciaggu trzech lat badan uzyskano zaledwie 2 izolaty, z nasion zle wyksztatlconych
i odkazanych powierzchniowo. Nasiona te pochodzily z kombinacji z inokulacjg C. lupini
1 ochrong chemiczng.

Z nasion lubinu waskolistnego odmiany Sonet uzyskano 941 izolatow (tab. 23).
Gatunki patogeniczne stanowity 11,6% otrzymanych izolatéw. Wyizolowano 38 kolonii
C. lupini (4,0%), 31 kultur grzybow rodzaju Fusarium (3,3%), 25 kolonii B. cinerea (2,7%)
oraz 15 kolonii Rhizoctonia spp. (1,6%). Ponad potowa, bo 52,5% wszystkich otrzymanych
grzybow stanowily izolaty nalezace do rodzaju Penicillium. Kolejne pod wzgledem
liczebnosci to A. alternata i R. stolonifer wystepujace odpowiednio w 25,6% i 5,2% ogotu

wyizolowanych grzybow. Otrzymane izolaty w wiekszosci pochodzity z obiektu z ro§linami
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inokulowanymi C. lupini. Pozostale obiekty byly zasiedlone grzybami na zblizonym
poziomie.

Z nasion nie odkazanych powierzchniowo uzyskano 568 izolatow grzybow
(z odkazanych 373), natomiast z nasion stabo wyksztatconych 502 izolaty (z nasion celnych 439).

Najczgséciej izolowanym patogenem bylo C. lupini. Najliczniej wystgpowal na
nasionach w obiektach, gdzie inokulowano ro$liny. Przeprowadzenie zabiegu ochronnego
spowodowato znaczacy spadek liczby wyizolowanych kolonii patogena (do jednej).
Odkazanie nasion nie wptyneto na zrdéznicowanie liczby uzyskanych izolatow. Grzyby
rodzaju Fusarium nalezaly do 6 gatunkéw: F. avenaceum, F. equiseti, F. nivale,
F. oxysporum, F. poae, F. sporotrichioides. W wigkszosci zasiedlaty one nasiona obiektu
kontrolnego, natomiast najstabiej proby pochodzace z roslin inokulowanych. Brak odkazania
powierzchniowego wpltynat na wiekszg liczb¢ wyosobnien. B. cinerea w ciagu badan byt
izolowany 25-krotnie; najwigcej izolatow (11) otrzymano z obiektu kontrolnego, jednak
réznica pomiedzy poszczegélnymi obiektami byta niewielka. Rownie niewielkie rdznice
zaistnialy pomiedzy liczebnoscig gatunku na nasionach odkazanych i nie odkazanych.
Niewielki procent wszystkich otrzymanych izolatow stanowita Rhizoctonia sp. - w wigkszosci
izolowana z prob pochodzacych z roslin inokulowanych zarodnikami C. lupini. Odkazanie
nasion wplyneto na zmniejszenie liczebnosci uzyskanych kolonii o 1/3. Wszystkie opisane
gatunki patogeniczne najcze¢sciej izolowano z nasion nieodpowiednio wyksztatconych.

W badaniach najliczniej izolowanym rodzajem byto Penicillium sp. Z 494 uzyskanych
kolonii 192 uzyskano z prob pochodzacych z roslin inokulowanych C. lupini i chronionych
chemicznie. Odkazanie spowodowato spadek liczby uzyskanych kolonii o 34,2%, natomiast
zta kondycja nasion wptyngta na wzrost liczby wyizolowanych kolonii Penicillium sp. o 10%.
A. alternata najczgsciej izolowana byta z obiektu kontrolnego - 93 kultury. 79 kolonii tego
gatunku uzyskano z roslin inokulowanych C. lupini i 69 kolonii z roélin inokulowanych
1 chronionych chemicznie. Zty stan nasion oraz brak ich odkazania wptywaty na wzrost liczby
uzyskanych izolatow.

Z nasion lubinu zoéltego odmiany Mister wyizolowano 937 kolonii (tab. 24), z czego
79,6% stanowily gatunki saprotroficzne, takie jak: Penicillium sp. (42,8%) i A. alternata
(36,8%). Znacznie mniejszy udzial procentowy mialy grzyby patogeniczne. Najliczniej
wyizolowano C. lupini (134 kultury), co stanowito 14,3% wszystkich uzyskanych izolatow.
B. cinerea oraz grzyby rodzaju Fusarium stanowily niewielki procent wyosobnien,
odpowiednio 0,21% i 0,96%. Roznica pomiedzy obiektem kontrolnym, a poszczegdlnymi

kombinacjami  byla niewielka. Wigkszy wplyw na zréznicowanie iloSciowe
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mikroorganizméw miato odkazanie powierzchni nasion oraz ich kondycja. Grzyby
wyizolowane z nasion nieprawidtowo wyksztalconych stanowity 51,1% ogoétu, a z nie
odkazanych 58,6%.

Sposrod grzybow patogenicznych najliczniej izolowane byto C. lupini. W probie,
gdzie przeprowadzono inokulacj¢ roslin oraz poddano je ochronie chemicznej, stanowit on az
21,5% otrzymanych izolatéw. W pozostatych kombinacjach patogen ten izolowany byt
znacznie rzadziej. Uzyskano 28 izolatéw z kombinacji kontrolnej oraz 40 z obiektu
inokulowanego
C. lupini. Nie odnotowano zaleznosci pomiedzy, wyksztalceniem czy odkazaniem
chemicznym wyktadanych nasion a czgstotliwoscia izolacji patogena.

Grzyboéw rodzaju Fusarium wyizolowano zaledwie 9 kolonii, gtéwnie z nasion
zdrowych oraz odkazanych powierzchniowo. Uzyskano 2 kolonie B. cinerea. Oba izolaty
pochodzily z obiektu kontrolnego i nasion nie odkazanych chemicznie.

Najliczniej izolowane byly grzyby rodzaju Penicillium. Otrzymano ich 401 kolonii,
z czego 165 z obiektu kontrolnego, a 138 z obiektu, gdzie przeprowadzono inokulacj¢
C. lupini. Najmniej pochodzito z obiektu inokulowanego C. lupini, a nastepnie chronionego
chemicznie. Niewiele mniej otrzymano A. alternata - 345 izolatow, ktorej wystepowanie
w poszczegdlnych obiektach bylo rownomierne. Jednym z czesciej izolowanych gatunkow
(5,0%) byto T. roseum. Otrzymywano je gtéwnie z nasion nie odkazanych powierzchniowo,
niezaleznie od stanu ich fizjologicznego.

Z nasion lubinu zoéltego odmiany Taper (tab. 25) uzyskano 1243 izolaty nalezace do
25 gatunkoéw grzybow. Najliczniej otrzymywano C. lupini, bo az 401 izolatow, co stanowi
32,3% wszystkich kolonii. B. cinerea i grzyby rodzaju Fusarium nalezace do 3 gatunkow
stanowily niewielki procent. W sumie grzyby patogeniczne stanowity 32,9%. A alternata
stanowita 25,0%, a grzyby rodzaju Penicillium 27,0% wszystkich wyosobnien.

Nasiona pochodzace z kombinacji z inokulacja C. lupini i ochrong chemiczng byly
zasiedlone przez najwigkszg liczbg grzybow (481). Najmniej kolonii wyizolowano z obiektu
kontrolnego. Wigcej kultur grzybdéw uzyskano réwniez z nasion nie odkazanych i celnych
w stosunku odpowiednio do odkazanych i poslednich.

Najczesciej izolowanym gatunkiem byt C. lupini, zwlaszcza z obiektu kontrolnego,
a najbardziej ograniczone wystepowanie patogena odnotowano w kombinacji z inokulacja
C. lupini i ochrong chemiczng. Dobre wyksztalcenie nasion przektadato si¢ na zwigkszong
liczbe otrzymanych izolatow. Grzyby rodzaju Fusarium nalezaty do trzech gatunkow:

F. equiseti, F. oxysporum, F. poae. Wyizolowane kolonie w wigkszo$ci wystepowaty
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w obiektach z inokulacja C. lupini i zabiegiem ochronnym, przy czym gltownie z nasion
zmienionych morfologicznie.

Grzyby rodzaju Penicillium stanowity 27,0% wszystkich izolatow. Az 196 kolonii
uzyskano z kombinacji z inokulacjg C. lupini, pozostate 59 z kombinacji kontrolnej i 81
z objetej inokulacjg C. lupini i zabiegami ochronnymi. Wigkszo$¢ izolatow otrzymano
z nasion dobrze wyksztatconych i1 odkazonych. 25% wszystkich kolonii stanowita
A. alternata pozyskiwana gtéwnie z nasion o zlej kondycji. Gatunek ten najczesciej
odnotowywano w probach pochodzacych z poletek, gdzie przeprowadzono inokulacje
C. lupini i zabiegi ochronne, natomiast najrzadziej z obiektu kontrolnego.

Z nasion tubinu wieloletniego otrzymano 408 izolatow (tab.26). Ponad potowa wyosobnien
(58,3%) pochodzita z nasion stabo wyksztatconych. Odkazanie powierzchniowe ograniczylo liczbe
uzyskanych izolatow. Stanowily one okoto 39% wszystkich otrzymanych kolonii. Najwigcej
izolatbw otrzymano z proby kontrolnej (196 kultur), a najmniej z obiektu inokulowanego
I ochronionego chemicznie (54 kultury). Najliczniej izolowane gatunki to: A. alternata
i grzyby rodzaju Penicillium - odpowiednio 33,3% i 29,4% wszystkich uzyskanych izolatow.

Sposrod grzybow patogenicznych najczgsciej izolowany byt B. cinerea — 52 kultury.
Gatunek ten otrzymano jedynie z nasion pochodzacych z proby kontrolnej, gtdwnie z nasion
nierozwinigtych poprawnie (42 izolaty). Uzyskano 35 kolonii C. lupini, gtéwnie z obiektow
inokulowanych 1 nie obje¢tych ochrona chemiczng. Gatunek ten czg$ciej byt otrzymywany
z nasion zdrowych oraz nie odkazanych. Z obiektow inokulowanych i objetych ochrong nie
pozyskano tego patogena. Otrzymano 18 kolonii grzyboéw rodzaju Fusarium, glownie
z kombinacji kontrolnej. Nalezaly one w wigkszosci do 3 gatunkéw (F. avenaceum, F.
equiseti, F. oxysporum). Powierzchniowe odkazanie podchlorynem sodu nieznacznie
ograniczylo wystepowanie tych patogenow. Ich wystepowanie bylo dodatnio skorelowane ze

ztym stanem morfologicznym wyktadanych nasion.

6.3.6. Wplyw okresu przechowywania nasion na wystepowanie C. lupini
a/ analiza zbiorowiska grzybow bezposrednio po zbiorze nasion

W latach 2016-2018 z nasion wyktadanych bezposrednio po zbiorze uzyskano 2890
izolatow grzybow nalezacych do 42 taksonow (tab. 27). Najczesciej izolowanym gatunkiem
byta Alternaria alternata - 1173 kultury, co stanowito 40,4% wszystkich uzyskanych kultur.
Czgsciej otrzymywano ja z nasion powierzchniowo odkazanych — 615 kolonii, niz z nasion
ptukanych jedynie sterylna wodg - 547 kolonii.

Gatunki o zdolnosciach patogenicznych w stosunku do tubinu stanowily ok. 28,0%
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wszystkich wyosobnien. Najczesciej uzyskiwano C. lupini — 789 izolatow, wigcej kolonii
pochodzito z nasion odkazanych powierzchniowo (425) niz z nasion nieodkazanych (367).
Stosunkowo duzo izolatdéw nalezalo do rodzaju Fusarium - (259). Z nasion odkazanych
powierzchniowo otrzymano 138 izolaty, a z nasion nie odkazanych 121 izolatow. Najcze¢sciej
izolowane gatunki rodzaju Fusarium to: F. oxysporum - 104 kolonie, Neocosmospora solani -
43, F sporotrichioides - 28, F. equiseti - 25 wyosobnienia.

W ciaggu trzech lat prowadzenia badan z nasion wyktadanych na PDA zaraz po zbiorze
najwiecej kultur grzybow, bo 235, uzyskano z obiektu, gdzie stosowano azotan srebra
(AgNO3). Niewiele mniej bylo wyosobnien z prob, gdzie zastosowano biostymulatory Bio-
algeen S90 i Asahi SL, odpowiednio 229 i 225. Najmniej izolatow pozyskano z obiektu
kontrolnego inokulowanego zawiesing zarodnikéw C. lupini - 120, a takze z prob, gdzie
zastosowano tytan nanoczastkowy (147) i TiO; — tlenek tytanu (135).

C. lupini najczesciej byto izolowane z proby kontrolnej oraz z obiektu inokulowanego
zawiesing zarodnikow C. lupini - odpowiednio 65 i 55 izolatow. Porownywalnie czgsto tego
patogena otrzymywano z prob, gdzie stosowano zawiesing kultur bakterii LAC MIX - 66,
a takze po zastosowaniu AgNOs - 63 wyosobnienia. Najrzadziej uzyskiwano kultury C. lupini
po zastosowaniu tytanu nanoczastkowego - 34, oraz tlenku tytanu - 14 kultur.

Grzyby rodzaju Fusarium najczg$ciej izolowano z nasion po zastosowaniu
biostymulatora Asahi SL (29), z czego ponad 58% stanowit gatunek F. oxysporum. Zadnej
kultury grzybow rodzaju Fusarium nie uzyskano z nasion obiektu kontrolnego inokulowanego
zawiesing zarodnikow C.lupini, a z proby opryskanej zawiesing kultur bakterii 19 PSDM

otrzymano zaledwie 8 izolatow, z czego ponad potowe rowniez stanowito F. oxysporum.

b/ analiza zbiorowiska grzybow po 6-miesi¢cznym okresie przechowywania nasion

Z nasion wyktadanych po przechowywaniu otrzymano 2009 izolatéw nalezacych do
32 taksonow (tab. 28). Najczgsciej otrzymywano kolonie C. lupini - 717 i A. alternata - 712
oraz grzybow rodzaju Fusarium - 108 kultur (najczgsciej izolowane gatunki to F poae,
F. sporotrichioides i F.oxysporum). Wiecej wyosobnien A. alternata i C. lupini pochodzito
z nasion odkazanych powierzchniowo. Grzyby potencjalnie patogeniczne rodzaju Fusarium
gléwnie otrzymano z nasion nie odkazanych powierzchniowo.

Najwigcej izolatow grzybdéw otrzymano z nasion pochodzacych z préb kontrolnych
(nie inokulowanej oraz inokulowanej zarodnikami C.lupini) - odpowiednio 140 i 139 kolonii.
Najmniej kultur uzyskano z prob opryskiwanych tytanem nanoczgstkowym - 97 oraz tlenkiem
tytanu - 99.
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A. alternata najczgsciej uzyskiwano z obiektéw kontrolnych - nie inokulowanego oraz
z inokulowanego zarodnikami C. lupini — odpowiednio 49 i 52 izolaty. Gatunek ten
najrzadziej byt pozyskiwany z proby, gdzie zastosowano tlenek tytanu - 34 izolaty.

Kolonie C. lupini najcze$ciej uzyskiwano z proby, gdzie zastosowano Bio-algeen S90
- 53 kolonie, a najrzadziej z obiektow, na ktorych stosowano tytan nanoczastkowy - 37
kolonii oraz tlenek tytanu - 39 i fungicyd Gwarant 500SC - 40 kolonii.

Najwiecej grzybow rodzaju Fusarium uzyskano z obydwu obiektow kontrolnych.
Z kontroli inokulowanej C. lupini pochodzito 10, a z kontroli nie inokuloanej 12 wyosobnien,
Z czego wiecej niz potowe stanowito F. poae. Najmniej grzybow rodzaju Fusarium izolowano

z obiektow, na ktorych stosowano tytan nanoczastkowy - 2 kolonie i Asahi SL - 3 kolonie.
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7. DYSKUSJA WYNIKOW

Pojawienie si¢ oraz epidemiczne wyst¢gpowanie antraknozy tubinu na przetomie lat 90-
tych ubieglego wieku w roznych regionach $wiata spowodowato potrzebe doktadnego
poznania biologii patogena wywotujacego t¢ chorobg oraz mozliwosci ograniczenia jego
wystepowania. Gtownym motywem podjetych dziatan, oprocz tych, wyptywajacych z natury
badawczej, bylo ograniczenie strat gospodarczych oraz srodowiskowych, jakie spowodowato
masowe wystapienie antraknozy.

W zwigzku ze sprzecznymi informacjami odno$nie czynnika powodujgcego
antraknoz¢ tubinu oraz jego preferencji dotyczacych zywicieli, podjeto badania wstgpne.
Miaty one pomoc w okresleniu zdolnos$ci porazania przez patogena wyizolowanego z roslin
tubinu zottego, wykazujacego objawy antraknozy tubinu, innych gatunkéw, ktore byty
wskazywane przez wielu autorow jako rosliny zywicielskie tego patogena (Frencel 1993,
Schwarczinger, Vajna 1998a, Janczak i wsp. 1999, Reed i wsp. 1996, Remlein-Starosta, Nijak
2007, Baroncelli i wsp. 2015). W doswiadczeniu wykonanym w hali wegetacyjnej
nastepujace rosliny: koniczyng polng (Trifolium arvense), koniczyne perska (T. resupinatum),
koniczyne czerwong (T. pratense), dziurawca zwyczajnego (Hypericum perforatum),
truskawke (Fragaria grandiflora) odm. Senga-Sengana i tubin zotty (Lupinus luteus) odm.
Mister opryskiwano zarodnikami patogena. Po uptywie 3 tygodni objawy chorobowe
odnotowano jedynie na tubinie zottym. Zaréwno koniczyna polna, koniczyna perska,
koniczyna czerwona, i dziurawiec zwyczajny, na ktorych wystepuje C. gloeosporioides
[(Penz.) Penz. & Sacc.], jak i truskawka, ktora jest porazania przez C. acutatum (Simmonds),
inokulowane zawiesing zarodnikow Colletotrichum uzyskanych z tubinu, nie wykazywaty
objawéw antraknozy (dane nie publikowane). Pozwolilo to na stwierdzenie, Zze patogen
powodujacy objawy antraknozy na tubinie nie poraza wskazywanych przez badaczy
(Talhinhas i wsp. 2002, Than i wsp. 2008, Hyde i wsp. 2009) gatunkoéw roslin, a wigc rosliny
te nie mogg by¢ potencjalnym ogniwem w rozprzestrzenianiu si¢ Sprawcy choroby.

Przeprowadzona w latach 2004-2006 analiza podatno$ci na antraknoze tubinu
wybranych gatunkow 1 odmian tubindw pozwolita stwierdzi¢, ze spos$rod gatunkéw
uprawianych w Polsce najsilniej porazane przez Colletotrichum sp. byly odmiany tubinu
biatego 1 tubinu zoéitego. Zdecydowanie stabiej atakowane byly odmiany tubinu
waskolistnego. Potwierdzaja to doniesienia wielu autoréw (Horoszkiewicz-Janka i wsp. 2020,

Lichtin i wsp. 2020) wskazujace, ze tubin waskolistny jest najstabiej atakowany, a tubin zotty
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i tubin bialy w wielu publikacjach przedstawiane sa jako gatunki najbardziej podatne na
infekcj¢ przez patogena. Z kolei zdeterminowany wzrost ro$lin, czy réwnomierne
dojrzewanie strgkdw wydaje si¢ nie wplywa¢ na nasilenie objawow antraknozy tubinu.
W dostepne;j literaturze mozna spotkac si¢ z podobnymi stwierdzeniami (Bieniaszewski i wsp.
2007).

Pospolicie wystepujacy w krajobrazie leSnym, na poboczach drég i1 torowisk
kolejowych tubin wieloletni (L. polyphyllus), ale takze obecny w przestrzeni miejskiej oraz
wiejskiej, ozdobny L. nanus okazaty si¢ $rednio podatne na patogena. W kolejnych latach
trwania epidemii powierzchnia ich wystgpowania zaczg¢ta si¢ jednak zmniejszaé, co
doprowadzilo do wypadnigcia tych roslin z wielu zbiorowisk, a tym samym zmniejszenia si¢
roznorodnosci gatunkowej, tak istotnej i aktualnie promowanej stabilnosci ekosystemow.
Epidemiczne wystepowanie choroby wptyneto réwniez na spadek mozliwosci wykorzystania
hubinu w rekultywacji terenéw zniszczonych (Howieson i wsp.2000). Podobng podatno$cia na
antraknoze¢ charakteryzowat si¢ uprawiany w celu introdukcji na teren Polski tubin andyjski
(L. mutabilis), jednak ze wzglgdu na dhuzszy okres wegetacji, porazenie strgkow tego gatunku
bylo wyzsze niz w opisywanych wczesniej doniesieniach. W literaturze fachowej spotykano
si¢ z podobnymi wynikami (Falconi i wsp. 2013, Galek i wsp. 2017, Pszczotkowska i wsp.
2016). Obecnie trwaja prace nad wyhodowaniem nowych odmian tubinu andyjskiego, biatego
i zoltego o mniejszej podatnosci na infekcje przez C. lupini, glownie porzez zwickszenie
odpornosci odmian oraz przez ich wczesniejsze kwitnienie (Talhinhas i wsp. 2016, Igbal i
wsp. 2020, Rychle-Bielska i wsp. 2020, Alkamade i wsp. 2022a).

Ostatnie dwa gatunki tubinow testowane w pierwszym doswiadczeniu (L. albus var.
graecus, L. hispanicus), ktore pochodza z regiondw o $redniej temperaturze wyzszej niz
w Polsce, wykazywaty opdzniony rozwoj szczegélnie w poczatkowej fazie w stosunku do
gatunkow przystosowanych do klimatu umiarkowanego. Przesunigcie stadiow rozwojowych
zywiciela patogena moglo wplynagé na znacznie nizsze porazenie pedow. W dostgpnej
literaturze nie odnotowano artykutow dotyczacych zdrowotnosci tych dwoch gatunkow.

Epidemiczne wystapienie antraknozy tubinu spowodowato pilng potrzebe
poszukiwania drog ograniczenia jej znaczenia. W czasie prowadzenia doswiadczenia
w Polsce do zwalczania antraknozy tubinu w okresie wegetacji zarejestrowane byly dwie
substancje aktywne: chlorotalonil 1 karbendazym (Zalecenia Ochrony Roslin 2004).
Przeprowadzone w latach 2004-2006 doswiadczenie polowe wykazato ok. 50% skutecznos¢
tych substancji aktywnych aplikowanych w formie opryskiwania roslin w okresie wegetacji.

Réwniez w do$wiadczeniu wazonowym, po zastosowaniu zaprawy nasiennej zawierajacej
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karbendazym lub tiuram, nasilenie wystgpowania objawow antraknozy tubinu oraz zgorzeli
siewek bylo zdecydowanie nizsze. Z tkanek roslin z objawami zgorzeli siewek (czgsci
podliscieniowej i korzeni tubinu zoéltego i waskolistnego) uzyskano nieliczne izolaty
C. lupini. Pochodzity one z obiektow kontrolnych i inokulowanych przez hipokotyl.
Wsrdd izolatow dominowaly grzyby rodzaju Fusarium, szczegdlnie F. oxysporum.
Antraknoza tubinu i zgorzel siewek sa chorobami najczgsciej obserwowanymi na tubinie.
Wplywaja one na spadek plonu tej rosliny (Bieniaszewski i wsp. 2007, Horoszkiewicz-Janka
i wsp. 2011). Wydaje si¢, ze stosowanie zapraw nasiennych, oprocz Kkorzystnego
oddziatywania na zdrowotno$¢ roslin, wptywato réwniez na ich ogdlng kondycje, a tym
samym na wzrost masy tysigca nasion (MTN). Na obiektach, na ktorych nasiona odkazano
laboratoryjnie nasilenie chorob bylo na podobnym, a nawet nizszym poziomie, ale wzrost
MTN w stosunku do kontroli byt rowniez nizszy. Czg$ci podliscieniowe i korzenie uzyskane
z ro$lin uprawianych w warunkach kontrolnych, z ograniczong infekcjg wtorng, chronionych
tylko przez zaprawianie nasion, byly praktycznie wolne od C. lupini. Sktad gatunkowy
grzybow izolowanych z porazonych czgsci podliscieniowych i korzeni wskazuje na
mozliwo$¢ hamowania rozwoju patogena; szczegodlnie, gdy sa to grzyby rodzaju Trichoderma
czy Fusarium. Eliminacja C. lupini poprzez sukcesywne stosowanie zapraw powinna
stanowi¢ rozwigzanie problemu rozprzestrzeniania si¢ antraknozy tubinu, zwlaszcza ze wg
Kamber i wsp. (2021) patogen nie rozprzestrzenia si¢ w roslinie systemicznie. Natomiast
badania Falconi i wsp. (2016) nie potwierdzaja pelnej skutecznosci zapraw
w eliminacji sprawcy choroby.

W latach 2011-2015 i 2016-2018 kontynuowano polowe badania dotyczace
skuteczno$ci chemicznych i1 nie chemicznych $rodkéw ochrony ro$lin w ograniczaniu
wystepowania objawow antraknozy. Zgodnie z uchwatami Parlamentu Europejskiego ze
stosowania w ochronie ro$lin wycofano wiele substancji aktywnych (Rozporzadzenia
Wykonawcze Komisji (UE) - 2018/1500 z dnia 9 pazdziernika 2018 r., - 2020/1511 z dnia 16
pazdziernika 2020 r.). Sytuacja ta dotyczyla rowniez substancji aktywnych stosowanych w
ochronie tubinu. W latach 2011-2015 przeprowadzono doswiadczenie, w ktoérym testowano
preparaty biotechniczne 1 biologiczne, na tle fungicydow i obiektu kontrolnego nie
chronionego. Rosliny, na ktore zastosowano preparaty biotechniczne (Asahi SL, Grevit 200
SL i Bio-algeen S 90) byly stabiej chronione przed patogenem, niz po zastosowaniu
fungicydéw, chociaz skuteczno$¢ tych preparatow byla wysoka. Na lubinie zoéitym,
stosunkowo skutecznie dziatal preparat Asahi SL. Preparaty biologiczne (Biochicol 020 PC,

EM-1) dzialaly bardzo stabo. Brakiem skutecznosci w ochronie obydwu gatunkéow tubinu
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charakteryzowat si¢ EM-1. Spo$rod preparatow nie chemicznych do stosowania w ochronie
tubinu przed antraknozg mozna rekomendowac¢ stymulator wzrostu Asahi SL, ktory oprocz
korzystnego wptywu na wzrost i jako$¢ plonowania w warunkach stresogennych
(www.gov.pl/web/rolnictwo/etykiety-srodkow-ochrony-roslin), wyraznie poprawia
zdrowotnos¢. Jak podaja Glosek-Sobieraj i wsp. (2019) stymulator Asahi SL nie ogranicza
wszystkich jednostek chorobowych.

Wobec dalszych ograniczen w stosowaniu S$rodkow ochrony roslin w Unii
Europejskiej oraz niemoznosci stosowania chemicznych $srodkdw ochrony ros§lin w uprawach
ekologicznych, w latach 2016-2018 na poletkach doswiadczalnych przeanalizowano
alternatywne sposoby zapewnienia ochrony tubinu przed antraknoza. W zwigzku ze
stosunkowo niska skuteczno$cig komercyjnych biologicznych §rodkéw w ochronie tubinu
przed patogenami, skupiono si¢ na zbadaniu wplywu na zdrowotno$¢ roslin wybranych
izolatéw grzybow i kolonii bakterii, a takze zyskujacych na znaczeniu nanoczastek. Dane
przedstawione przez Gorczyce i wsp. (2018) wskazuja, ze zwigzki tytanu i srebra istotnie
wptywaly na liczebno$¢ mikrobionu i nie zawsze byt to wplyw hamujacy. Nasilenie objawow
antraknozy na ro$linach chronionych zwiazkami srebra i tytanu (AgNOsz, SBTC, tytan
nanoczastkowy, TiO2) byto nieznacznie wyzsze niz na roslinach chronionych fungicydami
Gwarant 500 SC i Ridomil Gold MZ Pepite 67,8 WG. Pomimo korzystnych wynikow
W ograniczaniu rozwoju patogena, zwigzki srebra wykazuja si¢ duza fitotoksycznoscia, co
powoduje ograniczenie ich stosowania w ochronie roslin (Gorczyca i wsp. 2018). Najnizsza
efektywnoscia w hamowaniu infekcji przez sprawce antraknozy tubinu lub brakiem
efektywnosci, cechowaty si¢ testowane izolaty grzybow 1 bakterii. Analizujac procentowe
nasilenie objawoéw chorobowych mozna wysnu¢ wniosek, ze niektore izolaty mogty wplywac
stymulujaco na infekcyjnos$¢ patogena na roslinach w uprawie polowej. Takiej zaleznosci nie
odnotowano w czasie badan laboratoryjnych, gdzie obserwowano wzajemne hamowanie
rozwoju przez wybrane izolaty 1 patogena. O skuteczno$ci zastosowanych w doswiadczeniu
mikroorganizméw $§wiadczg liczne publikacje pochodzace z Katedry Entomologii,
Fitopatologii i Diagnostyki Molekularnej (Przemieniecki i wsp. 2014, 2015, 2018). Podobne
wyniki uzyskali takze Alkemade i wsp. (2022b), u ktorych wyniki badan polowych nie
potwierdzajg rezultatu badan laboratoryjnych odno$nie skutecznego wpltywu izolatow
mikroorganizmow na ochrong tubinu. Z kolei Yanez-Mendizabal, Falconi (2018) donosza
o skutecznosci izolatow Bacillus sp w ochronie tubinu.

Bardzo wazne z punktu widzenia ochrony tubinu przed antraknoza jest zastosowanie

opryskiwania ochronnego przed infekcja, poniewaz zastosowanie go po infekcji jest mato
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skuteczne (Thomas i wsp 2008a). Dlatego wg Thomasa i wsp. (2008a) zalecane jest
powtarzanie zabiegdw w celu ochrony nowych organow. W zwigzku z tym odmiany
0 zdeterminowanym wzros$cie powinny wykazywac stabsze porazenie, ale jesli nie trafi si¢
z zabiegiem ochronnym w odpowiednim momencie straty w plonie moga by¢ wigksze niz
przy odmianach o niezdeterminowanym typie wzrostu.

Izolaty pozyskane z doswiadczenia wstepnego pozwolity w 2006 roku na okreslenie
testem PCR przynaleznosci gatunkowej patogena. Test przeprowadzono w Owczesnej
Katedrze Diagnostyki 1 Patofizjologii Roslin z wykorzystaniem PCR-ITS. Pozwolito to
zaklasyfikowa¢ patogena do gatunku Colletotrichum lupini. Te¢ nazwe gatunku
zaproponowata w 2002 roku Nirenberg i wsp., wyodrebniajac sprawce antraknozy tubinu jako
osobny gatunek. Od tego momentu C. lupini traktowano jako gatunek monofagiczny, Scisle
powiagzany z Lupinus spp. Obecnie C. lupini jest zaliczany do jednej z o$miu grup
wewnatrzgatunkowych kompleksu gatunkow C. acutatum. Kompleks ten traktowany jest jako
polifagiczny i okreslany jako grupa jednorodna genetycznie i morfologicznie (Shivas i wsp.
1998, Baroncelli i wsp. 2017, Alkemade i wsp. 2022a). Na chwile obecng opracowanych jest
co najmniej osiem metod molekularnych, ktore majg umozliwi¢ traftng identyfikacj¢ C. lupini
(Dubrulle i wsp. 2020a).

Przeprowadzone w latach 2004-2006 trzy do$wiadczenia wazonowe pozwolily na
sformutowanie kilku stwierdzen. Z pierwszego jednoznacznie wynika, ze pierwotnej infekcji
dokonuja zarodniki C. lupini zasiedlajace nasiona. Potwierdzajg to m.in. Alkemade i wsp.
(2022b), a materiat wykorzystywany do siewu musi by¢ certyfikowany z potwierdzeniem
czystosci nasion (Kamber 1 wsp. 2021). Drugie doswiadczenie pozwolito znalez¢ drogi
wnikania patogena do zywiciela. Nasilenie choroby wywotanej pierwotng infekcja z nasion
(przez korzenie oraz przez liScienie 1 hipokotyl) nie jest duze, ale zapewnia patogenowi
pojawienie si¢ na danym obszarze. Dopiero zarodniki konidialne, wytwarzane
w acerwulusach, pojawiajace si¢ w duzej liczbie po opanowaniu pedow 1 stragkow,
a przenoszone poprzez rozpryskiwanie si¢ kropel deszczu oraz wiatr, pozwalajg patogenowi
rozprzestrzenia¢ si¢ na duza skalg, powodujac gwattowny wzrost nasilenia objawow
chorobowych. Taka strategia rozprzestrzeniania zarodnikéw w potaczeniu z duza zjadliwoscia
patogena mogta przyczyni¢ si¢ do gwattownego rozprzestrzeniania si¢ choroby na terenie
wielu krajow na $wiecie (Talhinhas i wsp. 2016, Alkemade i wsp. 2021). Pierwotna infekcja
nasion w mniejszym stopniu wplywala na spadek masy tysigca nasion niz infekcja wtorna.
Otrzymane wyniki pokrywaja si¢ z obserwacjami innych badaczy (Thomas, Sweetingham
2004, Shea i wsp. 2008). W trzecim doswiadczaniu potwierdzono role, jakg odgrywa
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porazenie lisci tubinu we wczesnych fazach rozwojowych dla dalszego nasilenia objawow
antraknozy tubinu i jej wptywu na mase tysigca nasion. Wystepowanie znikomego porazenia
na pedach, a w zwigzku z tym ograniczonej liczby zarodnikéw konidialnych, we wczesne;j
fazie rozwojowej moze wptywac¢ na niski poziom infekcji w dalszych etapach rozwoju, czyli
na porazenie stragkéw i nasion. Znaczacym elementem wplywajacym na nasilenie objawow
antraknozy tubinu, na ktéry zwraca si¢ duza uwage, jest przebieg warunkow pogodowych
w okresie wegetacji. Deszczowa i wietrzna pogoda zapewnia optymalne warunki do
rozprzestrzeniania si¢ patogena na duze odleglo$ci. Sprzyjajace warunki atmosferyczne
pozwalaja na pojawienie si¢ coraz nowych ognisk infekcji zaréwno na pe¢dach jak i na
strgkach. Warunki atmosferyczne miaty duzy wplyw na nasilenie objawéw chorobowych
w trakcie trwajacych 11 lat badan polowych. Podobnie opisuja wpltyw warunkow
atmosferycznych na nasilenie antraknozy tubinu Thomas i wsp. (2008a) oraz Horoszkiewicz—
Janka i wsp. (2011).

Z nasion tubinu najczgséciej izolowanymi gatunkami patogenicznymi byly: B. cinerea,
C. lupini i Fusarium spp. Inne gatunki bardzo czesto wyosobniane to: Alternaria alternata,
Penicillium spp. i Trichoderma sp. Podobny sktad gatunkowy uzyskali Pszczotkowska i wsp.
(2016) z nasion tubinu andyjskiego. Gatunki patogeniczne najczgsciej izolowano z nasion
nicodpowiednio wyksztalconych, natomiast najliczniej otrzymywane Penicillium sp.
pochodzito najczesciej z nasion nie odkazanych powierzchniowo oraz zdrowych. Zauwazono,
ze najwigkszy wplyw na zrdéznicowanie iloSciowe mikroorganizmoéw miato odkazanie
powierzchniowe oraz kondycja nasion. Podobne wyniki uzyskali Cwalina-Ambroziak
I Kurowski (2005).

C. lupini wystgpujace na nasionach umozliwia pierwotng infekcje podczas kolejnego
okresu wegetacyjnego. Patogen najczesciej pozyskiwany byt z prob, gdzie przeprowadzono
inokulacj¢. Brak odkazania nasion i ich zta jako$¢ wptynety na wzrost liczby uzyskanych
kultur grzybow, chociaz z nasion tubinu zéttego odmiany Taper wigkszos$¢ izolatow C. lupini
uzyskano z nasion dobrze wyksztatconych 1 odkazonych. Jak podajg Kamber i wsp. (2021)
problem moze stanowi¢ bezobjawowa infekcja nasion, ktora jest jednym z elementow
sprzyjajacych rozprzestrzenianiu si¢ patogena. Nasiona uznane za petlnowarto$ciowe moga
sta¢ si¢ zrodtem infekcji pierwotne;.

W  wielu artykulach, w celu zmniejszenia potencjatu transmisji patogena,
rekomendowane jest przechowywanie nasion lubinu w celu ograniczenia infekcji. Wedlug
Alkemade i wsp. (2022b) najlepsze efekty w ograniczeniu infekcji C. lupini bez wptywu na

kietkowanie przynosi przechowywanie nasion przez 4 lata. Talhiuhas 1 wsp. (2016)
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rekomendujg 2 lata, Cwalina-Ambroziak i Kurowski (2005) wskazuja na okres
przechowywania 1,5 roku. Taka strategia przeciwdziatania rozprzestrzenianiu si¢ choroby jest
skuteczna, ale wymaga naktadu czasu oraz mozliwosci sktadowania materialu siewnego przez
kilka lat. Wiaze si¢ to z ponoszeniem dodatkowych kosztéw. Analiza nasion po potrocznym
przechowywaniu wskazuje na nieznaczny spadek w liczebnosci C. lupini. Alkemade i wsp.
(2022b) potwierdzaja, ze juz po 6 miesigcach przechowywania materialu siewnego widaé
zmiany w strukturze grzybni, co moze zapowiada¢ spadek mozliwosci przetrwania przez
dtuzszy okresu czasu.

W  warunkach laboratoryjnych okreslono czynniki $rodowiskowe sprzyjajace
rozwojowi grzyba. Okreslenie optymalnego zakresu temperatury, w ktorej C. lupini najlepiej
si¢ rozwija pozwala monitorowac stan zdrowotnosci upraw oraz z wyprzedzeniem reagowac
na pojawienie si¢ patogena. Z przeprowadzonych badan wynika, ze optymalna temperatura
rozwoju grzybni wynosi migdzy 15 a 25°C. Wigkszo$¢ doniesien naukowych wskazuje, ze
patogen preferuje temperaturge powyzej 20°C. Wedtug Nirenberg i wsp. (2002) oraz Thomas i
wsp. (2008b) optimum tempa wzrostu grzybni w 25°C wynosi 3,0-3,6 mm na dobe. Z kolei
Falconi i wspotpracownicy (2013) potwierdzajg szybszy wzrost C. acutatum uzyskanego z
hubinu w temperaturze 15°C, co moze wskazywac¢ na zdolno$¢ adaptacji patogena do nizszej
temperatury. Thomas i wsp. (2008b) wykazali brak wzrostu patogena w temperaturze 5°C.
Podobne wyniki uzyskano w przeprowadzonym do$wiadczeniu. Grzybnia C. lupini hodowana
na podlozu z maczka tubinowa rosta nieco szybciej niz na podiozu PDA. Zdecydowanie
najwolniej patogen rost na pozywce mineralnej. W literaturze fachowej mozna spotkac si¢ ze
stwierdzeniem, ze grzybnia do szybkiego wzrostu potrzebuje poditoza zasobnego w tatwo
dostepne sktadniki odzywcze, natomiast do obfitego zarodnikowania podloza ubogiego
(Kiraly i wsp. 1977). W kolejnych badaniach ustalono, ze optimum pH dla hodowli C. lupini
wynosi ok. 4,5. Wzrost pH do lekko kwasnego (6,2) bardziej ograniczal wzrost patogena niz
obnizenie do bardzo kwasnego (3,5). Srodowisko kwasne sprzyja rozwojowi grzybni C.
lupini, jednak spostrzezenie to nie znajduje potwierdzenia w dostepnej literaturze.

Jednym z waznych elementow wplywajacych na rozwdj patogena, takiego jak
C. lupini, sg inne mikroorganizmy wystepujace w danym $rodowisku, wzajemnie na siebie
oddziatujace. Z powszechnie izolowanych ze srodowiska gatunkow grzybow, wzrost C. lupini
najskuteczniej ograniczal gatunek Trichoderma harzianum. Grzyby rodzaju Trichoderma
znane s3 z wlasciwo$ci hamujacych wzrost grzyboéw wystepujacych w ich sasiedztwie, co jest
zwigzane z Uwalnianiem do srodowiska zwigzkow fungistatycznych, enzymow degradujacych

sciang komoérkowa, bardzo szybkim wzrostem T. harzianum i zajmowaniem siedliska (El-
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Komy i wsp. 2015, Zin, Badaluddin 2020, Alfiky, Weisskopf 2021, Ruangwong i wsp. 2021).
Ten ostatni w swoich badaniach potwierdza skutecznos¢ zastosowania T. koningiopsis
w biokontroli C. gloeosporioides. Grzyby rodzaju Fusarium wytwarzaja metabolity wtorne
dziatajace hamujgco na mikroorganizmy (lbrahim i wsp. 2018). Sposrod grzybow rodzaju
Fusarium jedynie F. culmorum hamowato wzrost C. lupini, natomiast C. lupini hamowato
wzrost F. poae. Moze to mie¢ odzwierciedlenie w przeprowadzonej ocenie zdrowotnosci
tubinu, gdzie wystepowanie antraknozy tubinu nie wykluczalo pojawienia si¢ zgorzeli siewek
powodowanej przez grzyby rodzaju Fusarium. Réwniez B. cinerea hamowat wzrost C. lupini.
Indywidualny efekt biotyczny C. lupini wobec wymienionych gatunkoéw grzybow potwierdza
przedstawione powyzej wyniki.

Bardzo cickawe wyniki uzyskano oddzialujac na wzrost grzybni C. lupini izolatami
bakterii. Sposrod nich izolaty: PSDM 19, 20, 21, 22, PS 3, 13, 15, oraz Lactobacillus brevis
(LAC1 i LAC3) wykazywaly znaczace oddzialywanie hamujace na badanego patogena.
W dostepnej literaturze sa jedynie nieliczne dane na ten temat. Alkemade i wsp. (2022a)
uzyskali pozytywne efekty w ograniczeniu infekcji przez patogena stosujac kilka gatunkow
bakterii (Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis, Paraburkholderia phytofirmans
I Streptomyces griseoviridis) oraz dwa gatunki grzybow (Clonostachys rosea, Trichoderma
asperellum) jako czynniki ochrony biologicznej w $cisle kontrolowanych warunkach.

Zaobserwowano, ze patogeniczno$¢ izolatow C. lupini byta najwyzsza w stosunku do
siewek gatunku tubinu, z ktorego zostaly pozyskane. Wyjatek stanowity izolaty pochodzace
z lubinu wieloletniego. Moze by¢ to zwigzane z porazaniem tubinu wieloletniego 1 rozwojem
patogena przez kilka lat na tej samej roslinie. Patogeniczno$¢ C. lupini moze mie¢ duze
znaczenie przy wysiewie z wlasnych nasion jednej odmiany tubinu w zasiewach polowych.
Wykluczenie zmienno$ci (réoznorodnosci w zakresie tubinu) podyktowane oszczednosciag
moze negatywnie wplynagé na zdrowotno$¢ tubinu, a tym samym na dochodowos¢ jego
uprawy. Liczne doniesienia o wyzszej podatnosci na C. lupini tubinu zéttego oraz tubinu
biatego niz tubinu waskolistnego moga wigzac si¢ ze zdecydowanie wigkszg patogenicznoscia
pochodzacych z tych dwoéch gatunkow izolatow. Potwierdzaja to rowniez inni autorzy
(Horoszkiewicz—Janka i wsp. 2011, 2020). Jednym z czynnikow odpornosci tubinu
waskolistnego na C. lupini jest jego budowa, a mianowicie obecno$¢ duzej ilosci wloskow
(kutner) na powierzchni liScia, co stanowi barierg, ktora uniemozliwia przyleganie kropli
wody wraz zarodnikami. Uniemozliwia to infekcjg, co stanowi mechanizm odpornosci

biernej. Ksigzkiewicz ze wspotpracownikami (2022) wskazuja, ze kluczowym elementem
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duzej odpornosci lubinu waskolistnego na antraknoze jest zdolno$¢ wezesnej reakcji obronnej
na infekcje - najpozniej po 12 godzinach.

Na agresywno$¢ patogena wplywa wiele czynnikow. Jednym z nich jest prog
infekcyjnosci, czyli najnizsza liczba zarodnikoéw wymagana do zakazenia ro$liny oraz czas
trwania infekcji. Wedtug Dubrulle 1 wspotpracownikéw (2020b) C. lupini przechodzi do fazy
nekrotroficznej w 72-84 godzinie po infekcji (3-4 doby). Riegel i wsp. (2008) wskazuje, ze
wystepowanie objawow infekcji zalezy od wirulencji szczepow. Podczas trwania analizy
progu infekcyjnosci, na siewkach nie obserwowano zmian nekrotycznych trzeciej ani
dziewigtej doby. Progiem infekcyjnosci w doswiadczeniu, ktéry powodowat infekcje
badanych gatunkéw i odmian tubinu, stanowito stezenie 16x10° zarodnikéw C. lupini na 1ml
wody. Muth i wsp. (2009) w swoich doswiadczeniach stosowata stezenie 2 x 10°
zarodnika/ml, za$ Alkamade i wsp. (2022a) 10 ° zarodnikéw/ml. W celu ustalenia ilosci DNA
w siewkach wykorzystano metode qPCR zakladajac, ze wystepowanie DNA patogena
w tkankach roslinnych oznacza udang infekcj¢. Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze tubin zotty
ze wszystkich badanych gatunkéw jest najbardziej podatny na infekcje przez C. lupini,
zwlaszcza odmiana Markiz, ktéra byta infekowana przy najmniejszym zastosowanym
stezeniu zarodnikOw. Zastanawiajaca zalezno$cig, zaobserwowang W  niniejszym
doswiadczeniu, jest wigksza podatnos¢ odmian o zdeterminowanym = wzroscie
(samokonczgacych) na infekcje. Trudnym do zinterpretowania faktem, nie korespondujgcym
z wynikami badan polowych jest fakt, Ze tubin biaty, szczegdlnie odm. Boros potrzebowat do
skutecznej infekcji najwyzszego st¢zenia zarodnikow C. lupini. Odmiany tubinu biatego
wydaja si¢ najmniej podatne na infekcje. Nawet w czasie 9-tej doby w tych roslinach
oznaczono najnizsze miano ilosci DNA patogena. Moze wigzaé si¢ to z wyhodowaniem
nowych odmian rejestrowanych po epidemii antraknozy tubinu w latach 90-tych XX w., ktore
sa bardziej odporne na C. lupini, ale przypuszczenia te nie potwierdzaja doniesienia literatury
(Rychel-Bielska i wsp 2020). Zaktada si¢, ze mechanizmy odporno$ci notowane w tubinie
bialym rd6znig si¢ od wystepujacych w pozostatych gatunkach tubinow uprawnych (Talhinhas
I wsp. 2016, Alkemade i wsp. 2022b), lecz doktadne wyjasnienie tego zjawiska wymaga
przeprowadzenia kolejnych badan.

Uzyskane wyniki pozwalaja na zrozumienie niektérych zagadnien zwigzanych
z biologig, wystepowaniem i zwalczaniem C. lupini, a jednocze$nie pojawiajace si¢ nowe

doniesienia dotyczace patogena wymagaja dalszych szczegotowych badan.
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8. WNIOSKI

10.

11.

12.

13.

14.

Antraknoza jest chorobg zagrazajaca uprawom lubinu, a patogenem ktéry ja powoduje
jest Colletotrichum lupini.

Sposrod gatunkow tubinow uprawianych w Polsce: tubin biaty (Lupinus albus) i tubin
z6tty (L. luteus) sa silniej porazane przez C. lupini niz tubin waskolistny
(L. angustifolius).

Typ wzrostu odmian tubinu (tubin samokonczacy badz o niezdeterminowanym wzroscie)
nie wptywa na nasilenie wystepowania objawow antraknozy tubinu.

Przedsiewne zaprawianie nasion skutecznie ogranicza nasilenie antraknozy
w poczatkowym okresie rozwoju tubinu.

Opryskiwanie tubinu fungicydami w okresie wegetacji zapewnia ochrong¢ roslin przed
antraknozg tubinu w pdzniejszych fazach rozwojowych.

Stymulatory wzrostu (Asahi SL, Bio-algeen), zwiazki srebra (AgNOs, nanoczastkowy
SBTC) lub tytanu (TiO2, tytan nanoczgstkowy) w zadowalajacym stopniu chronig tubiny
przed porazeniem przez C. lupini.

Czynniki biologiczne najmniej efektywnie chronig rosliny tubinu przed infekcja przez
C. lupini.

Deszczowa pogoda, przy umiarkowane]j temperaturze w fazie pgkowania tubinu sprzyja
wzrostowi nasilenia choroby na pedach 1 strgkach tubinu.

Nizsze nasilenie objawow infekcji C. lupini na pedach jest skorelowane z nizszym
nasileniem objawow chorobowych na strgkach.

Optymalna temperatura rozwoju C. lupini w warunkach laboratoryjnych wynosi od 15 do
25 °C.

Rosnagce w warunkach laboratoryjnych kolonie C. lupini preferuja pozywki o niskim
pH 4,7.

Niektore grzyby powszechnie izolowane ze srodowiska uprawnego tubinu oraz z jego
nasion (Trichoderma harzianum, Botrytis cinerea, Fusarium culmorum) mogg hamowac
rozw@j C. lupini.

Najwieksza patogeniczno$¢ wobec siewek tubinu wykazaly izolaty pochodzace z tubinu
trwalego, a najbardziej podatne byty siewki tubinu zéttego i tubinu waskolistnego.
Stezenie 16x10%zarodnikéow w ml wody stanowilo prog infekcyjnosci dla badanych

odmian tubinu.
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15. W badaniach molekularnych najbardziej odporny na infekcje przez C. lupini okazat si¢
hubin biaty odm. Boros i Butan, a najbardziej podatny byt tubin z6ity odm. Markiz oraz
tubin waskolistny odm. Sonet.

16. Z nasion réznych gatunkow i odmian tubinu najczesciej izolowano Alternaria alternata,
Botrytis cinerea, Colletotrichum lupini, Fusarium spp., Penicillium spp. i Trichoderma sp.

17. Gatunki patogeniczne, m.in. C. lupini, najczgéciej izolowano z nasion poslednich.

18. Po poétrocznym przechowywaniu nastgpit nieznaczny spadek liczebnosci C. lupini.
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Tabela 1
Warunki meteorologiczne w okresie wegetacyjnym lubindow w czasie trwania badan polowych (Stacja Meteorologiczna Tomaszkowo, 2004-2018)

Temperatura [°C] Opady [mm] suma
dekada marzec kwiecien maj czerwiec lipiec sierpien dekada marzec kwiecien maj czerwiec lipiec sierpien opadow
2004 1 -3,1 4,9 136 145 15,8 20,2 I 4,7 199 60,2 3,0 524 17,3
I 4,6 8,0 9,9 13,9 16,1 19,2 ] 16,8 16,2 105 96,0 138 479
11 4,3 9,0 9,8 15,5 18,1 15,5 " 12,2 10,4 8,6 12,6 9,9 33,8
srednia suma
temperatura 2,0 7,3 11,1 146 16,7 18,3 opadéw 33,7 465 793 1116 76,1 99,0 446,2
2005 | -6,6 6,2 10,0 12,3 18,6 15,9 I 11,1 9,5 150 129 235 250
I -0,3 9,7 9,3 15,7 19,7 15,7 I 27,5 1,4 16,6 339 6,3 52
11 1,3 54 178 16,6 17,9 17,0 " 0,0 0,0 2,1 0,8 63,8 2,9
srednia suma
temperatura -1,9 7,1 124 149 18,7 16,2 opadéw 38,6 109 33,7 476 936 331 2575
2006 | -6,4 59 13,4 11,3 21,4 18,2 | 1,6 10,4 2,2 17,2 14 54,8
I -3,1 6,4 129 178 20,3 17,6 I 0,0 4,5 236 235 7,4 65,5
11 1,6 9,6 11,2 19,0 21,0 15,8 i 4,4 10,7 634 385 205 447
srednia o6 73 125 160 209 17,2 60 256 892 792 293 165 3943
temperatura
2011 | -2,5 8,1 8,7 18,8 17,1 18,2 I 1,4 9,1 10,8 39,9 1248 204
I 2,9 6,3 14,2 15,4 19,2 16,9 1 49 12,2 32,5 30,7 36,4 449
1 41 12,9 16,2 16,9 17,6 17,7 i 10,0 1,2 7,8 11,1 41,6 16,8
Srednia suma
temperatura 15 9,1 130 171 18,0 17,6 opadéw 16,3 225 51,1 817 2028 821 4565
2012 | -0,4 2,2 131 12,2 21,6 18,6 I 4,6 20,5 0,8 338 76,7 292
I 4,0 7,2 120 16,5 15,5 17,0 I 5,9 322 486 185 32,1 9,5
11 5,3 14,1 148 164 19,9 17,4 " 14,2 20,4 2,3 50,9 12,2 6,4
srednia suma
temperatura 2,9 7,8 13,3 15,0 19,0 17,7 opadéw 24,7 73,1 51,7 103,2 121,0 451 4188

94



Tabela 1 c.d.

2013 | 0,2 -0,4 14,7 16,3 18,2 20,3 | 1,9 14,1 6,5 26,4 16,9 23,1
| -6,7 8,7 15,8 18,2 16,6 17,0 1 7,4 9,6 20,5 0,0 100,9 12,6
11 -4,0 9,6 13,8 18,1 19,1 15,0 i 8,8 4.8 27,5 34,8 41 19
Srednia suma
temperatura -3,5 59 14,8 17,5 18,0 17,4 opadéw 18,1 28,5 54,5 61,2 1219 376 321,8
2014 | 3.6 59 8,6 15,6 19,4 21,3 | 0,8 11,0 54 20,7 8,1 65,4
| 5,0 8,3 13,0 14,1 19,2 16,7 1 22,2 11,3 17,9 10,6 16,8 10,8
1] 6,6 12,3 17,0 13,5 22,5 13,7 11 34,7 3,7 9,4 19,5 12,4 9,9
Srednia suma
temperatura 51 8,8 12,9 14,4 20,4 17,3 opadéw 57,7 26,0 32,7 50,8 37,3 86,1 290,6
2015 | 3.8 3,5 10,8 15,9 19,5 21,5 | 23,5 19,5 7,0 0,2 8,3 3,2
| 4,0 6,4 12,6 15,5 16,6 20,1 1 0,0 9,1 16,7 8,8 19,0 0,0
1] 47 10,1 12,0 15,0 16,6 18,0 11 21,6 9,6 6,0 20,5 54,6 11,1
Srednia suma
temperatura 42 6,7 11,8 15,5 17,5 19,8 opadéw 45,1 38,2 29,7 29,5 81,9 14,3  238,7
2016 | 2,6 8,1 12,6 15,6 17,6 17,7 | 1,2 3,8 1,3 22,9 40,2 433
| 1,8 8,6 10,7 15,5 17,5 15,2 1 3,8 16,4 32,1 15,1 45,8 18,9
1] 44 55 17,4 20,3 19,1 18,1 11 16,6 8,6 23,5 31,3 44 .4 8,2
Srednia suma
temperatura 3,0 7,4 13,7 17,1 18,1 17,1 opadow 21,6 28,8 56,9 69,3 1304 70,4 3774
2017 | 2,6 8,7 8,2 14,4 15,3 19,5 | 25,4 10,4 18,5 14,1 23,9 22,8
| 3,1 3,6 13,1 16,3 16,8 18,1 1 15,3 325 0,0 17,9 23,1 18,2
11 6,0 49 14,8 16,3 18,1 15,0 11 4.6 16,2 6,6 425 60,6 22,1
Srednia suma
temperatura 4,0 5,7 12,1 15,7 16,8 17,4 opadow 45,3 59,1 25,1 74,5 1076 63,1 374,7
2018 | -4.6 8,7 14,1 18,4 17,1 225 | 8,8 0,0 29 12,8 2,5 6,2
| -0,1 12,5 15,6 18,1 20,0 18,9 1 0,7 8,6 50 13,6 117,0 30,7
11 0,7 11,2 17,3 15,1 21,9 16,5 i 0,9 249 17,1 27,3 21,5 7,7
Srednia suma
temperatura -1,3 10,8 15,7 17,2 19,7 19,2 opadow 10,4 33,5 25,0 53,7 1410 446 308,2
Srednia Srednia suma
temperatura 1,7 7,7 12,8 16,0 18,5 17,9 ogadéw 32,9 32,4 57,1 76,0 98,7 91,8 381,7
(2004-2018) (2004-2018)
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Tabela 2
Nasilenie antraknozy na pedach i strgkach tubinow (w %) w zaleznosci od inokulacji C. lupini i ochrony fungicydami (Tomaszkowo, 2004-2006)

Pedy (BBCH 69) Straki (BBCH 75-77)
. Inokulacja+ . Inokulacja+
Kontrola Inokulacja ochrona 2 Kontrola Inokulacja ochrona 2
: C. lupini fungicydami < E C. lupini fungicydami - 'E
Gatunek / odmiana =S = S
| w| ©W| | wWw| ©| | w| ©]| .8 %’ | w| ©o| | | ©o| | w| ©o|.§ g
o o o o o o o o o '8 E o o o o o o o o o o
N N N N N N N N N = N N N N N N N N N 2=
R BN 2 an
Lupinusalbusvar.graecus | O | 2 |15 2 |2 |4 | 0| 1|0 | 14 | 2 4 | 4 5135 4 |15 3 2 | 32
Lupinus hispanicus o(0(0(2(0(1(1,0]0]04]|1)]0]|15|2 2 1252 |0 1] 13
Lupinus nanus 4 16 | 54|86 |2 |0]|2|41] 4 3 2 |55] 5 5 2 2 1| 33
Lupinus mutabilis 6|76 6|7 |7 ,0|1|0| 44|56 6 |85 7 7 15 1|55(45]| 61
Lupinus polyphyllus 5/5 |5 |5 |7 7|3 |2]| 1| 44 |55]|5 4 8 8 6 3 4 4 | 44
Lupinus albus /Bardo 10| 8 |7 |12|11|10| 8| 8| 6|89 11,10 8 |15 |12 10| 9 7 6 | 98
/Boros 8 |7|6 (10,98 |7 |8 |7 |78 |12|10| 8 |[15|95|85| 7 | 8 | 5 | 92
/Butan 9|7 |7 13,910, 9|9 |6 |88 12| 9 7 115110 85| 7 6 5 | 88
L. angustifolius /Baron 2 (1|02 |3 |32 |2]2]|19 35| 2 2 3 3 4 1 2 2 | 25
/Sonet 4 | 4 |2 (3|24 ]3]0]1] 262 1 1 2 2 125 1|0| 0] 13
Lupinus luteus /Mister 8 | 7|6 |10 8| 8|5 | 4| 4|67 7 |45 5 |10 (75| 7 4 | 4 |25 57
[Taper 10| 8 | 8 |13|10| 8 |7 | 4|3 |79 |7 |5 45|95 7 [65]35] 2 3 | 53
Srednia dla lat 55|52/45(/68|63|63[39]33]27 6,0(50|44|82|64]60)38]|36]|30
_Srednla dla inokulacji 5.1 6.5 3.3 - 5.1 6.9 35 -
i ochrony
NIR (0,05) - liscie - | - gatunek i odmiana tubinu - 1,86 straki - | - gatunek i odmiana tubinu — 2,18
Il - inokulacja i ochrona fungicydami — 1,29 Il - inokulacja i ochrona fungicydami — 1,55
IxIl - 3,22 IXIl - n.i.
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Tabela 3
Nasilenie antraknozy na pgdach i stragkach tubinu zottego (w %) w zaleznos$ci od zastosowanych preparatow (Tomaszkowo, 2011-2015)

Obiekty Pedy (BBCH 69) Srednia Straki (BBCH75-77) Srednia
doswiadczenia | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015 | 2011-2015 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015 | 2011-2015

Kontrola 30,7 | 123 | 158 | 125 | 57 | 154a 36,3 | 265 | 323 | 148 | 23 | 22,4a*
Biochicol 020PC | 21,6 | 89 | 13,8 | 119 | 54 | 12,3abc 250 | 199 | 26,7 | 11,7 | 2,0 | 17,1abc
EM-1 28,0 | 11,3 | 146 | 12,2 | 59 | 144ab 31,7 | 24,0 | 30,1 | 135 | 2,4 | 20,3ab
Grevit 200 SL 102 | 48 | 71 | 63 | 54 6,8 bed 11,7 | 11,3 ] 152 | 6,1 | 1,9 9,2 be
Asahi SL 54 | 45 | 73 | 59 | 05 4,7 cd 47 | 105|158 | 6,0 | 05 75¢
Gwarant500SC | 6,3 | 24 | 35 | 03 | O 2,5d 125 71| 82| 07 | O 57¢
Sarfun 500 SC 122 27 | 36 | 1.8 ] 0 41c 149 1] 80| 67 | 21| 0 6,3 ¢

a,b,c*- $rednie oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢ istotnie p=0,01
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Nasilenie antraknozy na stragkach tubinu waskolistnego (w %) w zaleznosci od
zastosowanych preparatow (Tomaszkowo, 2011-2015)

Tabela 4

Obiekty dogwiadczenia 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015 Srednia
Kontrola 5,7 0,4 2,1 0,3 0 1,7 a*
Biochicol 020 PC 3,8 0 1,9 0 0 1,1b
EM-1 54 0 2,1 0 0 15a
Grevit 200 SL 3,2 0 1,8 0 0 10b
Asahi SL 3,6 0 1,8 0 0 1,1b
Gwarant 500 SC 0,2 0 0 0 0 0,05d
Sarfun 500 SC 0,9 0 0 0 0 0,2¢c

a,b,c*- $rednie oznaczone tymi samymi literami nie réznig si¢ istotnie p=0,01

Nasilenie antraknozy na pegdach i strgkach tubinu zoéttego (w %) w zalezno$ci od

zastosowanych preparatow (Tomaszkowo, 2016-2018)

Tabela 5

. o . Il termin (BBCH 65) | Il termin (BBCH 75-77)

Obickty doSwiadezenia 2016 | 2017 | 2018 | 2016 | 2017 | 2018
Kontrola (bez inokulacji) 4,5 0 0 10,0 0 0,3
Kontrola - inokulowana C. lupini 8,3 0 0 15,2 3,3 5,0
Gwarant 500 SC 2,7 0 0 8,7 1,8 0,0
Ridomil Gold MZ Pepite 67,8 WG| 3,0 0 0 10,3 2,4 0,8
Asahi SL 5,0 0 0 16,0 2,8 1,0
Bio-algeen S 90 53 0 0 14,0 4,3 0,7
AgNOs 4,0 0 0 7,0 3,0 0,0
SBTC - 0 0 - 1,8 1,3
Tytan nanoczastkowy - 0 0 - 1,3 0,5
TiO2 - 0 0 - 0,8 0,5
LAC MIX 33 0 0 11,3 3,8 0,8
PS1 13,7 0 0 17,7 50 0,0
PS 15 16,7 - - 18,3 - -
19 PSDM 0,3 0 0 11,0 4,0 0,8
20 PSDM 8,0 - - 12,3 - -
MP 2 (Ant9) 6,0 0 0 13,0 0,3 0,5
EN 40 9,7 - - 13,0 - -
NIR (0,05) 1,73 | ni ni. | 232 | 1,52 | 0,99

N.i. — rOznice nieistotne

Il termin- tydzien po 1 zabiegu - petnia kwitnienia BBCH 65

Il termin - tydzien po 2 zabiegu - zawigzywanie strakow BBCH 75-77
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Tabela 6

Nasilenie zgorzeli siewek i antraknozy tubinu (w %) oraz wptyw ochrony nasion tubinu
przed siewem na MTN - (I do$wiadczenie wazonowe, 2004-2006)

. Lubin bialy  |Lubin waskolistny| ~Lubin zotty | Srednia

Kombinacja dla

Bardo | Boros | Boruta | Zeus Legat | Markiz | ochrony

Zgorzel siewek (BBCH 25-29)

K 5 4 2,5 2 5 4 3,8
oL 0 2,5 0 0,5 0 0 0,5
Funaben T 480 FS 1 0 1 0,5 0 1,5 0,7
Sarfun 65 DS 3 3 1 1 1,5 0 1,6
Srednia dla odmiany 2,3 2,4 1,1 1,0 1,6 1.4 -
NIR (0,05) I- 0,61;11-045;1xIl-1,23 \

Antraknoza tubinu (BBCH 63-65) - pedy
K 2 2 0 0 4 6 2,3
oL 0 2 0 0 0 4 1,0
Funaben T 480 FS 0 0 0 0 0,2 0,8 0,2
Sarfun 65 DS 0 0 0 0 0 4 0,7
Srednia dla odmiany 0,5 1,0 0,0 0,0 11 3,7 -
NIR (0,05) - 0,33;11-0,24; I x Il - 0,65

Antraknoza tubinu (BBCH 75-77) - straki
K 8 8 2 0 6 8 5,3
OL 2 0 0 0 0 3,2 0,9
Funaben T 480 FS 0 0 2 0 0 54 1,2
Sarfun 65 DS 0 0 1 0 2,4 4 1,2
Srednia dla odmiany 2,5 2,0 1,3 0,0 2,1 5,2 -
NIR (0,05) 1-0,85;11-0,62; 1 x1l-1,70

Masa tysigca nasion (MTN) [g]

K 160,8 | 119,1 | 133,6 | 153,7 | 138,7 | 126,8 138,8
oL 1839 | 1234 | 1416 | 1494 | 1426 | 1169 143,0
Funaben T 480 FS 173,2 | 133,7 | 136,0 | 159,7 | 1353 | 147,3 1475
Sarfun 65 DS 157,1 | 140,6 | 137,3 | 1554 | 1394 | 142,7 1454
Srednia dla odmiany | 168,8 | 129,2 | 137,1 | 1546 | 139,0 | 1334 -
NIR (0,05) 1-88;11-645;1x11-17,61
K - kontrola nie odkazana; cz. | - odmiana tubinu;
OL - odkazanie laboratoryjne; cz. Il - odkazanie i zaprawianie nasion
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Tabela 7

Nasilenie zgorzeli siewek i antraknozy tubinu (w %) oraz wptyw sposobu inokulacji

C. lupini na MTN - (IT doswiadczenie wazonowe, 2004-2006)

. Lubin bialy  |Lubin waskolistny| ~Lubin zotty | Srednia

Kombinacja dla

Bardo | Boros | Boruta | Zeus Legat | Markiz | ochrony

Zgorzel siewek (BBCH 25-29)

K 6,5 6 0 0 5 4,5 3,7
oL 0 4 0 2 0 0 1,0
IK 3 2 4 0 9 8 4,3
IL 4 5 2 2,5 7 7,5 4,7
10 12 9 6,5 8 20 21 12,8
Srednia dla odmiany 51 5,2 2,5 2,5 8,2 8,2 -
NIR (0,05) 1-0,87;11-0,76; I x 1l - 1,95

Antraknoza tubinu (BBCH 63-65) - pedy
K 0 2 2 2 4 4 2,3
oL 0 0 0 0 0 4 0,7
IK 0 0 0 0 14,2 6,8 3,5
IL 0 0 0 2 114 18,2 5,3
10 2 2 1 1 40,2 50 16,0
Srednia dla odmiany 0,4 0,8 0,6 1,0 14,0 16,6 -
NIR (0,05) I-1,70; 11-148; I x 1l -3,79

Antraknoza tubinu (BBCH 75-77) - straki
K 8 8 0 0 2 8 4,3
oL 1 2 0 0 0 34 6,2
IK 0 1 0 0 46 16 10,5
IL 0 0 0 0 38 22 10,0
10 12 10 2 0 46 26 16,0
Srednia dla odmiany 42 4,2 0,4 0,0 26,4 21,2 -
NIR (0,05) 1-0,38; 11-0,33; I x Il - 0,85

Masa tysigca nasion (MTN) [g]

K 170,8 | 109,1 | 133,6 | 153,7 | 138,7 | 126,8 | 138,8
oL 1739 | 1334 | 1416 | 159,4 | 142,6 | 136,9 | 148,0
IK 154,0 | 1356 | 134,1 | 1545 | 146,2 | 1251 | 1416
IL 162,6 | 1452 | 131,4 | 1585 | 124,3 | 122,0 | 140,7
10 167,8 | 125,1 | 140,1 | 152,3 | 1158 | 127,3 | 138,1
Srednia dla odmiany | 165,8 | 129,7 | 136,2 | 155,7 | 133,5 | 127,6 -
NIR (0,05) 1-9,6;11-839; IxIl-2151

K - kontrola nie odkazana;
OL - odkazanie laboratoryjne;

IK - inokulacja przez system korzeniowy;

IL - inokulacja przez liScienie 1 hipokotyl;

IO - inokulacja przez opryskiwanie;

cz. | - odmiana tubinu;

cz. I - sposob inokulacji;
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Tabela 8
Nasilenie antraknozy lubinu oraz masa tysigca nasion w zaleznos$ci od przeprowadzenia
inokulacji (III do$wiadczenie wazonowe, 2004-2006)

. Lubin bialy Lubin waskolistny|  Lubin z6lty | Srednia
Kombinacja ] dla
Bardo |Boros |Butan | Baron | Sonet | Mister | Taper | infekcji
Antraknoza tubinu (BBCH 61-63) - pedy
- 0 1 1 1 2 0 1 0,9
+ 1 1 2 1 1 1 2 1,3
Srednia dla 05 | 1,0 | 15 | 10 | 15 | 05 | 15 -
odmiany
NIR(0,05) [1-051 I1-0,18; Ix11-0,71
Antraknoza tubinu (BBCH 69-71) - pedy
- 4 4 4 3 3 4 7 4,1
+ 6 5 10 3 5 10 7 6,6
Srednia dla 56 | 45 | 70 | 30 | 40 | 70 | 70 -
odmiany

NIR (0,05) | -2,57; 11-0,89; IxIl-364
Antraknoza tubinu (BBCH 77-79) - stragki

i 235 | 215 | 200 | 140 | 100 | 230 | 225 | 192
. 285 | 295 | 220 | 175 | 180 | 335 | 285 | 254

Sredniadla | 56 | 055 | 210 | 158 | 140 | 283 | 255 ;

odmiany

NIR (0,05) |1—6,35; 11-219; 1x1-ni.

Masa tysigca nasion (MTN) [g]
- 188,7 | 144,2 | 1854 | 140,6 | 136,4 | 137,9 | 128,1 | 151,6
+ 179,0 | 107,8 | 109,0 | 123,3 | 1246 | 136,8 | 1285 | 1299

Srednia dla
odmiany 183,9 | 126,0 | 147,2 | 132,0 | 1305 | 137,4 | 128,3 -
NIR (0,05) 1-19,69; 11-6,98; I xIl-27,85

- —infekcja naturalna
+ — inokulacja zawiesing zarodnikow C. lupini

cz. | - odmiana tubinu;
cz. Il - sposob infekeji;
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Tabela 9
Indeks tempa wzrostu C.lupini w zalezno$ci od temperatury inkubacji

Temperatura inkubacji [°C]

Pochodzenie izolatu Nr ] . ) '
C. lupini izolatu 5 15 o5 Sr;’«glll;[ ljﬂa S(r)z(:ﬁ;;ln(;la

. biaty (Bardo) 10 0,00 26,90 | 24,86 17,25

. biaty (Bardo) 64 0,00 26,86 | 25,90 17,59 17,42
. biaty (Bardo) 71 0,00 27,19 25,10 17,43

. biaty (Boros) 158 0,00 27,29 | 25,48 17,59

. biaty (Boros) 177 0,00 27,62 | 25,14 17,59 17,25
. biaty (Boros) 216 0,00 25,38 | 24,33 16,57

. biaty (Butan) 230 0,00 29,52 | 26,00 18,51

. biaty (Butan) 246 0,00 30,90 | 2543 18,78 18,39
. biaty (Butan) 253 0,00 27,52 | 26,10 17,87

. waskolistny (Baron) 269 0,00 30,33 | 25,38 18,57

. waskolistny (Baron) 273 0,00 31,76 26,14 19,30 18,57

. waskolistny (Baron) 280 0,00 28,95 24,57 17,84
. waskolistny (Sonet) 439 0,00 28,62 | 24,52 17,71
. waskolistny (Sonet) 432 0,00 24,05 24,19 16,08 15,81
. waskolistny (Sonet) 365 0,00 15,62 25,33 13,65
. wieloletni 492 0,00 29,71 | 26,00 18,57
. wieloletni 494 0,00 26,71 24 57 17,09 17,81
. wieloletni 500 0,00 28,62 | 25,24 17,95
. ZOtty (Mister) 341 0,00 27,14 | 24,76 17,30
. z6Olty (Mister) 362 0,00 28,24 | 25,67 17,97 18,31
. zOtty (Mister) 392 0,00 33,14 | 24,19 19,11
. zOlty (Taper) 282 0,00 26,90 | 25,67 17,52
. z6Olty (Taper) 299 0,00 28,81 | 24,76 17,86 17,70
. zotty (Taper) 304 0,00 26,71 | 26,43 17,71

'l ol ol ol ol ol ol o N ol ol ol o B ol ol o B o ol o B ol o o o B o o

Srednia 0,00 2769 | 25724 - i

Czynniki — NIR (0,01)

cz. | - temp. inkubacji — 0,11
cz. Il - testowane izolaty — 0,32
cz. IxIl - 0,56
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Tabela 10
Indeks tempa wzrostu C.lupini w zalezno$ci od rodzaju podtoza

Pochodzenie izolatu Nr Rodzaj podioza , ,
C. lupini izolatu | ppA  |mineralne|tubinowe| >rednia dla) Srednia dla
izolatu odmiany
.. biaty (Bardo) 10 59,46 44,04 60,38 54,63
L. biaty (Bardo) 64 50,89 50,89 59,25 53,68 53,56
L. biaty (Bardo) 71 54,32 43,18 59,63 52,38
L. biaty (Boros) 158 54,32 61,18 60,00 58,50
L. biaty (Boros) 177 60,32 61,18 59,25 60,25 57,41
L. bialy (Boros) 216 55,18 44,89 60,38 53,48
L. biaty (Butan) 230 57,75 58,61 60,38 58,91
L. biaty (Butan) 246 56,89 50,89 60,00 55,93 56,61
L. bialy (Butan) 253 55,18 50,89 58,87 54,98
L. waskolistny (Baron) 269 58,61 50,89 59,63 56,38
L. waskolistny (Baron) 273 54,32 45,75 58,87 52,98 54,25
L. waskolistny (Baron) 280 57,75 43,18 59,25 53,39
L. waskolistny (Sonet) 439 56,89 47,46 60,00 54,78
L. waskolistny (Sonet) 432 56,89 41,46 60,00 52,78 51,94
L. waskolistny (Sonet) 365 56,89 28,61 59,25 48,25
L. wieloletni 492 57,75 48,32 60,38 55,48
L. wieloletni 494 60,32 46,61 59,25 55,39 55,41
L.. wieloletni 500 57,75 48,32 60,00 55,36
L. zotty (Mister) 341 60,32 54,32 60,38 58,34
L. 2oty (Mister) 362 56,89 45,75 59,25 53,96 55,50
L. zolty (Mister) 392 57,75 44,04 60,75 54,18
L. zotty (Taper) 282 57,75 60,32 60,38 59,48
L. zotty (Taper) 299 56,04 68,89 61,12 62,02 58,67
L. zotty (Taper) 304 58,61 44,89 60,00 54,50
Srednia 57,04 | 49,36 | 59,86 - -

Czynniki — NIR (0,01)

cz. | - rodzaj podtoza — 0,17
cz. Il - testowane izolaty — 0,59
cz.I1x11-0,84
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Indeks tempa wzrostu C. lupini w zalezno$ci od pH podtoza

Tabela 11

Pochodzenie izolatu . H podloza
C. lupini Nrizolatu | 5o 07 35 $rednia

10, 64,

L. albus 177, 216, 61,88 63,75 59,25 61,63
230, 253
269, 273,

L. angustifolius 280, 365, 63,75 64,88 61,13 63,25
432, 439
12, 30,

L. graecus 99, 75, 58,50 64,88 61,13 61,50
86, 92
282, 299,

L. luteus 304, 342, 63,00 62,25 60,00 61,75
362, 392
25, 26,

L. mutabilis 94, 115, 40,50 62,25 60,00 54,25
122, 205
109, 232,

L. polyphyllus 389, 492, 55,88 62,25 60,00 59,38
494, 500

Srednia 57,25 63,38 60,25 -

Czynniki — NIR (0,01)

cz. | - pH podtoza — 1,85
cz. Il - gatunek tubinu — 3,22

cz.Ix1l —4,53
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) Tabela 12
Sredni dobowy przyrost C.lupini pod wptywem:

a/ Alternaria alternata

0 1 2 3 4 5 |Srednica
C. lupini x C. lupini C. lupini 500 4,08 7,19 7,78 6,25 4,33 | 34,64
C. lupini 500 3,85 6,89 7,48 6,57 591 | 35,70
A. alternata | 5,00 4,74 691 7,02 561 5,30 | 34,57
A. alternata | 5,00 4,33 758 7,61 6,08 4,61 | 35,22

C. lupini x A. alternata

A. alternata x A. alternata

b/ Botrytis cinerea

0 1 2 3 4 5 |Srednica
C. lupini 5,00 4,08 7,19 7,78 6,25 4,33 | 34,64
C. lupini 5,00 3,74 6,98 530 2,76 196 | 25,74
B
B

C. lupini x C. lupini

C. lupini x B. cinerea _cinerea | 5,00 1043 18.96 17,13 10,17 18,31| 80,00

.Cinerea | 5,00 10,83 18,36 17,47 31,33 0,00 | 83,00

B. cinerea x B. cinerea

¢/ Fusarium culmorum

0 1 2 3 4 5 |Srednica
C. lupini 500 4,08 7,19 7,78 6,25 4,33 | 34,64
C. lupini 500 3,56 4,65 4,69 346 252 | 23,87
F
F

C. lupini x C. lupini

C. lupini x F. culmorum | =" \orim 1500 5.65 1072 13,63 11,70 8.20 | 5491

. culmorum | 5,00 2,58 12,92 15,22 14,75 10,89| 61,36

F. culmorum x F. culmorum

d/ Fusarium oxysporum

0 1 2 3 4 5 |Srednica
C. lupini x C. lupini C. lupini 500 4,08 7,19 7,78 6,25 4,33| 34,64
C. lupini 500 3,60 6,88 7,85 8,00 5,23| 36,56
F. oxysporum | 5,00 4,96 9,38 10,56 10,65 7,58 | 48,13
F. oxysporum X F. oxysporum| F. oxysporum | 5,00 8,08 12,44 9,61 10,92 7,50 | 53,56

C. lupini X F. oxysporum

e/ Fusarium poae

0 1 2 3 4 5 |Srednica

C. lupini x C. lupini C. lupini 500 4,08 7,19 7,78 6,25 4,33| 34,64
C. lupini x F. poae C. lupini 500 424 693 7,37 6,41 569| 35,63

' ' F. poae 500 548 4,78 530 4,65 4,22| 29,43
F. poae x F. poae F. poae 500 6,36 12,97 12,22 11,31 10,31| 58,17

f/ Trichoderma harzianum

0 1 2 3 4 5 |Srednica
C. lupini x C. lupini C. lupini 500 4,08 7,19 7,78 6,25 4,33 | 34,64
C. lupini 500 3,74 489 198 0,80 0,19 | 16,59
T. harzianum| 5,00 15,48 23,63 18,39 0,52 16,98 80,00
T. harzianum X T. harzianum| T. harzianum| 5,00 14,00 26,42 16,36 21,22 0,00 | 83,00

C. lupini x T. harzianum
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Tabela 13
Indywidualny efekt biotyczny miedzy C.lupini a wybranymi gatunkami grzybow
izolowanymi z lubinéw

Alternaria | Botrytis | Fusarium | Fusarium | Fusarium |Trichoderma
alternata cinerea | culmorum poae |oxysporum | harzianum
C.lupini 0 +3 +3 +1 +2 +3
Tabela 14

Indywidualny efekt biotyczny pomig¢dzy C.lupini a wybranymi mikroorganizmami
o0 potencjalnych uzdolnieniach fungistatycznych

. Colletotrichum lupini
Izolaty bakterii
5 dzien 10 dzien
PSDM -1 -4 -4
PSDM -2 -2 -4
PSDM -3 Pseudomonas putida -1 -4
PSDM -4 -4 -4
PSDM -5 -1 -4
PSDM -6 Proteus penneri -4 -4
PSDM -7 Proteus sp. -4 -4
PSDM -8 -4 1
PSDM -9 -4 -4
PSDM -10 3 0
PSDM -12 -2 -4
PSDM -14 -4 -4
PSDM -15 Staphylococcus sp. 0 -4
PSDM -16 Enterobacter sp. -6 -4
PSDM —17 Advenella sp. 4 -4
PSDM -18 -4 -4
PSDM -19 13 22
PSDM -20 Staphylococcus sp. 9 6
PSDM —21 Proteus sp. 8 0
PSDM 22 12 11
PSDM -23 1 -4
PSDM -25 -2 -4
PSDM -27 -4 -4
A9 - Bacillus subtilis -4 -4
PS1 Serratia liquefaciens -1 -4
PS3 Pseudomonas sp. 1 5
PS9 Pseudomonas helleri 0 -4
PS13 Pseudomonas sp. 3 )
PS15 Serratia sp. 12 4
MP2 — endofity korzeni 13 7
EN40 — endofity korzeni 7 1
ART4 - Artrobacter sp. 2 -3
RANT?2 drozdze z korzeni 0 10
LAC1 Lactobacillus brevis -2 6
LAC3 Lactobacillus brevis 0 -4
LACS6 Lactobacillus brevis -3 -4
Kontrola 0 0
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Patogenicznosc¢ izolatow C. lupini wobec siewek tubinow

Tabela 15

Pochodzenie izolatu . N Lubin
izolatu|  piaty  |waskolistny| wieloletni | zotty | $rednia

L. bialy (Butan) 230 0,33 0,33 0,00 0,33 0,25
L. biaty (Boros) 158 | 1,00 1,33 0,33 0,67 0,83
L. bialy (Bardo) 71 0,00 1,00 0,00 1,33 0,59
L. waskolistny (Baron) 269 | 1,00 1,00 0,00 1,67 0,92
L. waskolistny (Baron) 273 0,33 0,33 0,00 1,00 0,42
L. waskolistny (Sonet) 439 0,67 1,00 0,67 1,33 0,91
L. wieloletni 392 0,33 1,33 0,67 1,67 1,00
L. wieloletni 494 0,33 1,67 0,33 2,33 1,17
L. wieloletni 500 1,00 1,33 0,00 0,67 0,75
L. z6tty (Mister) 341 0,67 1,33 0,33 0,67 0,75
L. z6tty (Taper) 282 0,67 1,33 0,00 1,00 0,75
L. 261ty (Taper) 299 | 0,67 1,00 0,33 1,33 0,83
Srednia 0,58 1,08 0,22 1,18

NIR (p =0,01) cz. | - patogenicznos¢ wobec gatunku tubinu - 0,24;
cz. Il — patogenicznos$¢ izolatéow - 0,41;

cz. I x11-0,83
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Oddziatywanie wybranych $rodkéw ochrony roslin na rozwoj C. lupini

Preparat

Srednica strefy inhibicji [mm]

5 dzien 14 dzien
Asahi SL 13 0
BioAlgeen S90 0 0
Biochikol 020PC 0 0
Curzate Cu 49,5 WP 0 0
EM 0 0
Gwarant 500SC 31,2 18,8
Hurricane PRO+ 0,05% 0 0
Hurricane PRO+ 0,2% 0 0
Huwa San TR5 0 0
Infinito 687,5 SC 0 0
Inter Optimum 72,5WP 26,7 20,3
IsotakPRO+ 0,15% 0 0
IsotakPRO+ 0,35% 0 0
Kelpak SL 0 0
Rosahumus 4,3 0
Terra Sorb foliar 0 0
Toil 0 0
TotalHumus 0 0
Valbon 72WG 14,5 12,7
Vondozeb 75WG 14,2 13,3
Kontrola 0 0

Tabela 16
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Prog infekcyjnosci siewek roznych gatunkow 1 odmian tubinu w zaleznos$ci od
koncentracji zarodnikow

Tabelal?

Dabaod | eres oenere
infekcji sarodnikéw/ml | BOros | Butan | Sonet Zeus | Markiz | Mister
Kontrola nd nd nd nd nd nd
(sterylna woda)
2x10’ 0,01C*| 0,02C | 0,41C | 0,26C | 0,06C | 0,02C
3 doba 16x103 0,01C | 0,01C | 0,01C | 0,22C | 0,02C | 0,02C
10x10? nd 0,01C | 0,01C | 0,01C | 0,01C nd
10x10 nd nd nd nd 0,01 C nd
Kontrola nd nd nd nd nd nd
(sterylna woda)
2x107 0,06C | 0,09C |139,02A| 0,54C |150,38 A| 0,89C
9 doba 16x10° 0,01C | 0,01C | 0,51C | 0,30C |8525B | 0,35C
10x10? nd 0,01C | 0,06C | 0,01C | 0,06C | 0,01C
10x10 nd nd 0,02C nd 0,014C nd

A,B,C*- §rednie oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢ istotnie p=0,01
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Tabela 18
Grzyby wyizolowane z wykazujacych objawy chorobowe czesci podliscieniowej 1 korzeni tubinu w zaleznosci od ochrony nasion przed siewem
(I dosw. wazonowe, 2004-2006)

Lubin biaty Lubin waskolistny Lubin z6ity
Bardo Boros Boruta Zeus Legat Markiz
8 8 8 8 8 8
Gatunek grzyba v | =2 é('-,'-) S50 | 4 é('-,'-) S50 | 4 E('-/'-) SS9l | < E(LIL) Sol | = éfi’ Sl | 2 ét’ﬁ Sun
O |sg[e0 O |sQen O |egen O |egen O |esgen O |esgen
c — COO S COO S COO S COO |- COO e
S| © S| © S| © S| © S| © S| ©
o | o | L | o | o |» o |»
Botrytis cinerea Pers. 1 1
Colletotrichum lupini (Bondar)
Nirenberg, Feiler & Hagedorn 2 1 1 1 3 31 !
Epicoccum nigrum Link 1
Fusarium avenaceum 1 1
(Corda ex Fr.) Sacc.
Fusarium oxysporum Schitdl. 4 3 1] 2 11|22 ]1]|1
Mortierella alpina Peyronel 3 3
Mucor heterogamus Vuill. 1 1
Penicillium spp. 1 1
Rhizopus sp 1 1
Trichoderma harzianum Rifai 2 2
Trichoderma polysporum (Link) 1
Rifai
Razem 13 6|11 913 11142 ]1|1]3 1]13]|1 2

K - kontrola nie odkazana,;
OL - kontrola odkazane laboratoryjnie;
Funaben T 480 FS, Sarfun 65 DS - zastosowane zaprawy nasienne;
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Grzyby wyizolowane z wykazujacych objawy chorobowe czesci podliscieniowej 1 korzeni tubinu w zaleznosci od sposobu inokulacji
Colletotrichum lupini (II do$w. wazonowe, 2004-2006)

Tabela 19

Lubin biaty Lubin waskolistny Lubin zotty
Gatunek grzyba Bardo Boros Boruta Zeus Legat Markiz
K IOL|IKJIL|IO| K |[OLIK|IL|IO| K |OL|IK|IL|IO| K OL|IK|IL|IO OL|IK|IL|IO| K |OL|IK|IL 1O

Botrytis cinerea Pers. 1 1
Colletotrichum lupini (Bondar) 1 1 1 9 9
Nirenberg, Feiler & Hagedorn
Epicoccum nigrum Link 2 2 1 2|1
Fusarium avenaceum
(Corda ex Fr.) Sacc. 1 L1114 1 1
Fusarium oxysporum Schitdl. 4 3 2121 1 413 313
Mortierella alpina Peyronel 3
Penicillium sp. 1
Rhizopus sp 1 1
Trichoderma harzianum Rifai | 2
Trichoderma polysporum (Link) 1 1
Rifai
Czarne niezarodnikujace 1
Razem 11 6 112]5 1 2 1141211121 6|6 6|6

K- nasiona nie odkazane;

OL - nasiona odkazane laboratoryjnie;

IK - inokulacja przez system korzeniowy;
IL- inokulacja przez liscienie i hipokotyl;
I0- inokulacja przez opryskiwanie;
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Tabela 20
Grzyby wyizolowane z nasion tubinu biatego odmiany Bardo (Tomaszkowo, 2004-2006)

naturalna infekcja inokulacja inokulacja i ochrona -
) , (kontrola) e
Gatunki grzybow Zdrowe Chore Zdrowe Chore Zdrowe Chore 3
N @) N O N O N @) N O N O
Acremoniella atra (Corda) Saccardo 4 29 1 34
Acrostalagmus luteoalbus (Link) Zare, Gams & 1 1 5 5 12
Schroers
Alternaria alternata ( Fr.) Keissler 2 1 1 7 9 2 17 | 14 4 2 5 3 67
Botrytis cinerea Pers. 8 3 1 26 | 20 3 14 | 17 92
Chaetomium sp. 1
Cladosporium cladosporioides (Fresenius) de Vries 1 1
Clonostachys rosea (Link) Schroers, Samuels, 3 1 1 4 9
Seifert & Gams
Colletotrichum lupini (Bondar) Nirenberg, Feiler & 29 | 2 132|301 361331392645 261341 161 378
Hagedorn
Cylindrocarpon spp. 2 1 3
Epicoccum nigrum Link 1 5 1 1 8
Fusarium avenaceum (Corda ex Fr.) Sacc. 1 1 2
Fusarium bulbicola Nirenberg & O'Donnell 1 1
Fusarium culmorum (W.G. Smith) Sacc. 1 1
Fusarium equiseti (Corda) Sacc. 1 1 2
Fusarium fujikuroi Nirenberg 1 1
Fusarium oxysporum Schitdl. 1 1 1 3
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Tabela 20 c.d.

Fusarium poae (Peck) Wollenweber 1 1 2 1 5
Fusarium sporotrichioides Sherb. 2 1 3
Fusarium tricinctum (Corda) Sacc. 2 2
Fusarium sp. 1 1
Hyalocylindrophora rosea (Petch) Réblova & Gams 1 1 2
Mortierella alpina Peyronel 1 1
Mucor circinelloides van Tieghem 1 1
Mucor hiemalis Wehmer 1 1
Penicillium sp. 1 36 | 22 |19 | 15 | 15 | 16 | 10 | 19 | 13 3 15 | 184
Rhizopus stolonifer (Ehrenb.) Vuill. 2 4 1 1 1 15 5 29
Sarocladium strictum (W. Gams) Summerb. 3 3
Scytalidium lignicola Pasante 1 1
Trichocladium asperum Harz 1 1 2
Trichocladium griseum (Traaen) Wei Wang &

Houbraken 1 1
Trichothecium roseum (Pers.) Link 12 | 11 5 3 5 2 16 | 19 7 7 17 5 | 109
Czarne niezarodnikujace 9 1 2 4 1 1 3 21
Razam 69 71 81 69 72 52 | 134 | 99 78 55 | 127 | 74 | 981

N- nasiona nie odkazane;
O- nasiona odkazane;
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Grzyby wyizolowane z nasion tubinu biatego odmiany Boros (Tomaszkowo, 2004-2006)

Tabela 21

naturalna infekcja . . . .
inokulacja inokulacja i ochrona <
. . (kontrola) c
Gatunki grzybow Zdrowe Chore Zdrowe Chore Zdrowe Chore 3
N @] N O N 0] N o) N O N O
Acremoniella atra (Corda) Saccardo 2 2 3 18 1 22 7 6 61
Acrostalagmus luteoalbus (Link) Zare, Gams &
3 4 1 8
Schroers
Alternaria alternata ( Fr.) Keissler 47 | 42 4 15 | 57 | 51 6 30 | 26 | 37 | 43 | 27 | 385
Arthrinium sphaerospermum Fuckel 1 2 1 1 1 5 11
Aspergillus brasiliensis Varga, Frisvad & Samson 1 1
Botrytis cinerea Pers. 1 2 1 1 7 4 14 | 11 | 15 5 61
Cladosporium cladosporioides (Fresenius) de Vries 12 1 11 1 25
Clonostachys rosea (Link) Schroers, Samuels, Seifert
3 2 5
& Gams
Colletotrichum lupini (Bondar) Nirenberg, Feiler & 28 | 43 | 24 | 33 | 18 | 20 4 31 | 50 | 12 5 269
Hagedorn
Epicoccum nigrum Link 1 1
Fusarium avenaceum (Corda ex Fr.) Sacc. 2 1 1 4
Fusarium chlamydosporum Wollenw. et Reinking 3 3 1 1 8
Fusarium culmorum (W.G. Smith) Sacc. 1 1
Fusarium equiseti (Corda) Sacc. 2 9 2 1 15
Fusarium fujikuroi Nirenberg 1 1
Fusarium oxysporum Schitdl. 2 2
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Tabela 21 c.d.

Fusarium poae (Peck) Wollenweber 2 1 2 1 2 1 9
Fusarium sporotrichioides Sherb. 3 2 4 1 3 13
Fusarium sp. 1 2 1 2 4 7 1 18
Mortierella alpina Peyronel 4 2 6
Mucor hiemalis Wehmer 7 12 1 20
Neocosmospora solani (Mart.) Lombard & Crous 6 5 5 16
Penicillium sp. 9 9 9 9 18 | 17 4 3 1 1 4 84
Rhizoctonia solani Kiihn 1 1
Sarocladium strictum ( Gams) Summerb. 1 2 3
Scytalidium lignicola Pasante 1 2 3
Trichoderma aureoviride Rifai 1 1
Trichothecium roseum ( Pers.) Link 24 3 43 3 9 6 37 | 29 | 31 | 27 | 36 | 43 | 291
Biate niezarodnikujace 2 2
Czarne niezarodnikujace 4 9 1 14
Razem 128 | 108 | 109 | 87 | 111 | 99 | 122 | 106 | 116 | 126 | 131 | 95 | 1338

O- nasiona odkazane
N- nasiona nie odkazane
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Grzyby wyizolowane z nasion tubinu waskolistnego odmiany Baron (Tomaszkowo, 2004-2006)

Tabela 22

naturalna infekcja

(kontrola) inokulacja inokulacja i ochrona -
Gatunki grzybow £
Zdrowe Chore Zdrowe Chore Zdrowe Chore =
N @) N O N O N o) N O N O
Acremoniella atra (Corda) Saccardo 1 1 2
Acrostalagmus luteoalbus (Link) Zare, Gams &
1 1 2
Schroers
Alternaria alternata ( Fr.) Keissler 8 27 | 39 | 23 | 11 | 15 | 10 | 24 1 9 6 173
Arthrinium sphaerospermum Fuckel 2 7 2 11
Aspergillus brasiliensis Varga, Frisvad & Samson 1 1
Aspergillus sp. 1 1 2
Aureobasidium pullulans (De Bary) Arnaud 1 2 3
Botrytis cinerea Pers. 3 2 5
Cladosporium cladosporioides (Fresenius) de Vries 1 2 3
Clonostachys rosea (Link) Schroers, Samuels, 1 3 4
Seifert & Gams
Colletotrichum lupini (Bondar) Nirenberg, Feiler & 9 9
Hagedorn
Epicoccum nigrum Link 4 2 1 7
Fusarium avenaceum (Corda ex Fr.) Sacc. 1 1
Fusarium culmorum (W.G. Smith) Sacc. 1 2 3
Fusarium equiseti (Corda) Sacc. 2 1 1 4
Fusarium poae (Peck) Wollenweber 2 1 1 4
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Tabela 22 c.d.

Fusarium sp. 2 2 2 1 7
Mortierella alpina Peyronel 1 1 2 4
Mucor circinelloides van Tieghem 1 1 2
Mucor hiemalis Wehmer 4 2 2 8
Neocosmospora solani (Mart.) Lombard & Crous 6 6
Penicillium sp. 76 | 44 | 52 | 41 | 50 | 14 | 39 | 10 | 48 | 48 | 68 | 50 | 540
Rhizoctonia solani Kiihn 1 1
Rhizopus stolonifer (Ehrenb.) Vuill. 1 6 22 6 18 | 12 2 1 68
Sarocladium strictum ( Gams) Summerb. 1 1 1 3
Sphaerostilbella penicillioides (Corda) Rossman, 4 4
Lombard & Crous

Trichocladium asperum Harz 1 1
Trichoderma viride Persoon ex Fries 2 2
Trichothecium roseum ( Pers.) Link 2 16 | 29 6 1 19 4 4 81
Biate niezarodnikujace 1 1 2
Czarne niezarodnikujace 1 1 2
Razem 99 | 93 | 135 | 82 | 8 | 59 | 88 | 59 | 51 | 55 | 90 | 61 | 958

O- nasiona odkazane
N- nasiona nie odkazane
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Grzyby wyizolowane z nasion tubinu waskolistnego odmiany Sonet (Tomaszkowo, 2004-2006)

Tabela 23

naturalna infekcja

(kontrola) inokulacja inokulacja i ochrona g
Gatunki grzybéw Zdrowe Chore Zdrowe Chore Zdrowe Chore 3
N @) N 0] N 0] N o) N O N O

Acremoniella atra (Corda) Saccardo 1 1 1 1 4
Acremonium sp. 1 2 3
Acrostalagmus luteoalbus (Link) Zare, Gams, 1 1
Schroers
Alternaria alternata ( Fr.) Keissler 21 9 39 | 24 | 18 | 11 | 24 | 26 | 16 | 14 | 30 9 241
Arthrinium sphaerospermum Fuckel 1 1 1 3
Aspergillus brasiliensis Varga, Frisvad, Samson 1 9 10
Botrytis cinerea Pers. 1 6 4 2 3 3 3 2 1 25
Cladosporium cladosporioides (Fresenius) de Vries 1 1 1 3
Colletotrichum lupini (Bondar) Nirenberg, Feiler & 8 9 2 4 1 4 16 1 38
Hagedorn
Epicoccum nigrum Link 1 2 3
Fusarium avenaceum (Corda ex Fr.) Sacc. 1 1 1 3
Fusarium equiseti (Corda) Sacc. 1 1 3 2 1 1 2 11
Fusarium oxysporum Schitdl. 1 1 1 3
Fusarium poae (Peck) Wollenweber 2 1 3
Fusarium sporotrichioides Sherb. 1 1
Fusarium sp. 1 1 2 5 9
Humicola fuscoatra Traaen 1 1
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Tabela 23 c.d.

Microdochium nivale (Fr.) Samuels, Hallett 1 1
Mortierella alpina Peyronel 1 1
Mucor circinelloides van Tieghem 1 1
Mucor hiemalis Wehmer 2 2
Penicillium sp. 47 | 38 | 34 | 26 | 71 | 37 | 59 | 25 | 43 | 36 | 44 | 34 | 494
Rhizoctonia sp. 4 2 3 3 3 15
Rhizopus stolonifer (Ehrenb.) Vuill. 3 1 1 2 2 1 19 10 | 10 49
Trichothecium roseum (Pers.) Link 1 1 1 3 2 1 1 10
Czarne niezarodnikujace 2 2 1 1 6
Razem 88 | 52 | 94 | 67 | 100 | 60 | 101 | 79 | 83 | 56 | 102 | 59 | 941

O- nasiona odkazane
N- nasiona nie odkazane
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Tabela 24
Grzyby wyizolowane z nasion tubinu z6ttego odmiany Mister (Tomaszkowo, 2004-2006)

naturalna infekcja . . . .
- , (kontrola) inokulacja inokulacja i ochrona g
Gatunki grzybow Zdrowe Chore Zdrowe Chore Zdrowe Chore 3
N @) N O N O N o) N O N O
Acrostalagmus luteoalbus (Link) Zare, Gams & 1 1
Schroers
Alternaria alternata ( Fr.) Keissler 18 | 27 | 28 | 30 | 29 | 23 | 32 | 32 | 22 | 31 | 34 | 39 | 345
Aspergillus brasiliensis Varga, Frisvad & Samson 1 1 2
Aspergillus spp. 1 1 2
Botrytis cinerea Pers. 1 1 2
Cladosporium cladosporioides (Fresenius) de Vries 1 1
Clqnostachys rosea (Link) Schroers, Samuels, 1 1
Seifert & Gams
ﬁolletotrlchum lupini (Bondar) Nirenberg, Feiler & 7 5 4 11 7 5 13 | 14 | 30 7 12 | 17 | 134
agedorn

Epicoccum nigrum Link. 1 1 2
Fusarium avenaceum (Corda ex Fr.) Sacc. 1 1
Fusarium equiseti (Corda) Sacc. 1 1 2
Fusarium oxysporum Schitdl. 1 1 2
Fusarium poae (Peck) Wollenweber 1 1 2
Fusarium sporotrichioides Sherb. 1 1
Fusarium sp. 1 1
Mortierella alpina Peyronel 1 1
Mucor circinelloides van Tieghem 1 1
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Tabela 24 c.d.

Penicillium sp. 71 | 30 | 40 | 24 | 48 | 30 | 43 | 17 | 31 | 14 | 40 | 13 | 401
Rhizopus stolonifer (Ehrenb.) Vuill. 13 1 1 2 3 20
Sarocladium strictum (Gams) Summerb. 1 1
Sphaerostilbella penicillioides (Corda) Rossman, 1 1
Lombard & Crous
Trichocladium asperum Harz 1 1 1 1 4
Trichocladium griseum (Traaen) Wei Wang &

1 1 2
Houbraken
Czarne niezarodnikujace 2 2 1 1 1 7
Razem 103 | 63 | 90 | 69 | 87 | 62 | 91 | 65 | 87 | 56 | 91 | 73 | 937

O- nasiona odkazane
N- nasiona nie odkazane
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Tabela 25
Grzyby wyizolowane z nasion tubinu zo6ttego odmiany Taper (Tomaszkowo, 2004-2006)

naturalna infekcja

inokulacja inokulacja i ochrona <
. . (kontrola) c
Gatunki grzybow Zdrowe Chore Zdrowe Chore Zdrowe Chore 3
N @) N O N O N @) N O N O
Acremoniella atra (Corda) Saccardo 2 2
Acrostalagmus luteoalbus (Link) Zare, Gams & 2 5
Schroers
Alternaria alternata ( Fr.) Keissler 16 | 18 | 36 | 17 | 27 | 19 | 24 | 33 7 20 | 45 | 49 | 311
Aspergillus sp. 1 1
Botrytis cinerea Pers. 1 1
Chaetomium sp. 1 1

Colletotrichum lupini (Bondar) Nirenberg, Feiler &
Hagedorn

Dichotomopilus funicola (Cooke) Wei Wang &
Samson

Epicoccum nigrum Link 1 2
Fusarium equiseti (Corda) Sacc. 1
Fusarium oxysporum Schitdl. 2 2
Fusarium poae (Peck) Wollenweber 2
Fusarium sp. 1
Mortierella alpina Peyronel 1 5 40 | 38 84
Mucor circinelloides Tiegh. 1
Mucor hiemalis Wehmer 1

51 | 41 | 43 | 39 | 14 | 19 | 50 | 35 | 50 | 42 5 12 | 401

P N D P W W

N
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Tabela 25 c.d.

Penicillium sp. 21 | 16 | 11 | 11 | 44 | 61 | 38 | 53 | 38 | 22 | 11 | 10 | 336
Rhizoctonia solani Kuhn 1 1
Rhizopus stolonifer (Ehrenb.) Vuill. 2 2 1 1 1 2 20 | 16 45
Sarocladium strictum ( Gams) Summerb. 1 1 2
Sphaerostilbella penicillioides (Corda) Rossman, 1 1
Lombard & Crous

Trichocladium asperum Harz 5 20 6 31
Trichoderma harzianum Rifai 1 1
Trichothecium roseum (Pers.) Link 6 6
Acremoniella atra (Corda) Saccardo 2 2
Razem 90 | 79 | 96 | 72 | 86 | 103 | 114 | 122 | 104 | 97 | 145 | 135 | 1243

O- nasiona odkazane
N- nasiona nie odkazane
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Grzyby wyizolowane z nasion tubinu wieloletniego (Tomaszkowo, 2004-2006)

Tabela 26

naturalna infekcja

inokulacja

inokulacja i ochrona

) ) (kontrola) e
Gatunki grzybow Zdrowe Chore Zdrowe Chore Zdrowe Chore 3
N O N 0] N 0] N O N @) N @)
Acrostalagmus luteoalbus (Link) Zare, Gams & Schroers 2 1 3
Alternaria alternata ( Fr.) Keissler 24 | 11 7 21 5 9 32 | 23 3 1 136
Aspergillus sp. 1 1
Botrytis cinerea Pers. 5 5 29 13 52
Cladosporium cladosporioides (Fresenius) de Vries 1 1 2
Colletotrichum lupini (Bondar) Nirenberg, Feiler &
Hagedorn pini : ) 1 25 3 6 35
Epicoccum nigrum Link 1 1 1 1 4
Fusarium avenaceum (Corda ex Fr.) Sacc. 2 1 3
Fusarium equiseti (Corda) Sacc. 2 2 5 9
Fusarium oxysporum Schitdl. 1 1
Fusarium sp. 1 3 1 5
Mortierella alpina Peyronel 1 1
Penicilium sp. 23 1 24 17 14 6 6 3 5 6 15 | 120
Rhizopus stolonifer (Ehrenb.) Vuill. 1 1 10 1 13
Sarocladium strictum ( Gams) Summerb. 1 1
Trichocladium asperum Harz 2 1 3
Trichoderma viride Persoon 1 1
Trichothecium roseum (Pers.) Link 1 2 1 1 5
Czarne niezarodnikujace 1 4 1 2 1 3 1 13
Razem 54 | 20 | 64 | 58 | 51 22 | 50 | 35 17 12 19 | 408

O- nasiona odkazane ; N- nasiona nie odkazane
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Grzyby wyizolowane z nasion tubinu z6ttego odm. Markiz bezposrednio po zbiorze (Tomaszkowo, 2016-2018)

Tabela 27

= 8 g > 3 =
Tl.s| 8 23 ¢ it 55 <
S |85 2| 5 |8% § S| s |x32 =3 =
S |lefsl B = |=9o| 2| B3| | o |sEzT 23 >
5|52 5| E|Eg ©| 2| 9| 9|2 o [SE2 €| | §| w| @
Gatunki grzybow S | 5832 £ S| Bg o | 2 o Q. 7 S lasg = B | O
¥ I¥XSO| O | < |xZd| o] < | 3| & |IES a | a |S48 Ww| o | F| F
N|OIN[O|N|O|N|O|N|ON|O|N|{O|N|O|N|O[N|O|N|{O|N|O|N|O[N|O|N|O|N|O|IN|O
Absidia spinosa 3 1 1 1 5
Lendner
Acremoniella atra 21112 |3|5]2 12| 1] |1|5|4| |1]3|6|2|1|3| |1 1/1]5]52
(Corda) Sacc.
Acremonium sp. 1 1
Acrostalagmus luteoalbus 3 5 3 8
(Link) Zare, Gams & Schroer,]
?F':e)”l‘jeri'sasla'temata 51|37|18|14|33|52|38|52|42(48(41|47|57|50(50| 70| 13| 6 |39(46(52|53| 7 | 4 |17|23| 6 | 9 |22|37|38(31 |33|37|1173
Ascochyta medicaginicola 4 1 1 5
Qian Chen & Cai
Aspergillus brasiliensis
Varga, Frisv. & Samson = 12 = 1212 2 >1
Aspergillus sp. 1 11 1 4
Cladosporium
cladosporioides (Fres) de Vies 8 4 1(2]1 1 0|5 6 111 11 2| 34
Cladosporium
herbarum (Pers.) Link 1t ! 3
Colletotrichum lupini
(Bond) Niren, Feiler & Haged. 31(34|20|35|19(37(21|28|27|30|24|34|28|35(23|19 26(36(30(24127|15|14|20]16|14|15|33|26/16(18|13| 1 | 789
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Tabela 27 c.d.

Epicoccum nigrum Link

Fusarium avenaceum
(Corda ex Fr.) Sacc.
Fusarium culmorum
(W.G. Sm.) Sacc.
Fusarium equiseti (Corda)
Sacc.

Fusarium fujikuroi
Nirenberg

Fusarium incarnatum
(Desm.) Sacc.

Fusarium oxysporum
Schlechtendal

Fusarium poae (Peck)
Wollenw.

Fusarium sporotrichioides
Sherbakoff

Fusarium tricinctum
(Corda) Sacc.

Fusarium sp.
Hyalocylindrophora rosea
(Petch) Réblova & Gams
Mariannaea elegans
(Corda) Samson
Microdochium nivale
(Fr.) Samuels & Hallett
Monodictys levis
(Wiltshire) Hughes
Mortierella alpina
Peyronel

Mortierella sp.

11

10

13

12

1

1

3

1

12
2

17

25

104

16

28

13

23

25

29
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Tabela 27c.d.

Mucor hiemalis Wehmer 21 3
Neocosmospora solani

(Mart) Lomb. & Crous 1 1112 212 01 4131212111 1 21212 2 43
Penicillium sp. 311 3 6(2|7(9]10/6|6|9|15|/8 |4 10/6 (3|6 |6 |4 9 3161 141179
Rhizoctonia sp 1 1 2
Rhizopus stolonifer 1 1
(Ehrenb.) Vuill.

Sarocladium strictum 111 110 1111111 1 11al1 1 17
(Gams) Summerb.

Scytalidium

e 1 1
lignicola Pesante

Spicaria griseola (Sacc.) | 1 1 211(1(4|1]|3 14
Trichocladium griseum

(Traaen) Wang & Houbr. . 2l e !
Trichoderma 4 4
aureoviride Rifai

Trichoderma hamatum 1 2
(Bonord.) Bainier

Tr_lch_oderma harzianum 1 1 1 5
Rifai

Trichothecium roseum 11(17] [13| |10| [13] |10 8|5|10] 2 5 8 |4 14| 2 (22| |12] | 167
(Pers.) Link

Biate nie zarodnikujgce 1 4
Czarme nie zarodnikujacy 1 1 2
Razem 109|108| 63 | 59 [100|104{114|115/109|116|123|110|116{123| 103|112 110/108|102|115| 37 | 26 52 32| 78|76|83 79| 5712890

N- nasiona nieodkazane;
O- nasiona odkazane
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Grzyby wyizolowane z nasion tubinu zéttego odm. Markiz po 6-miesigcznym okresie przechowywania (Tomaszkowo, 2016-2018)

Tabela 28

N —
= 2 > ol 3 £z g
! 1, § _ % % < §S &3
S S| = | » |02 & 2| S |x33 =X ©
(@] o(_tS c % — —_— B ()] (9.2] A a —£= Cb> E
5|52 S| E|Eg S| 2| 2| o |258 w |3E8 | O 5| o 3
Gatunki grzybéw é ééif 5 § .'08: 3 9 <ch> Sl g 22% R %E s = | S| Q| @
20 al m — N | dE a a wal W n — —
N O/ N|O|N|OIN|O|N|O|N|OIN|O|N|O|N|O|N|O|N|O|N|O|IN|OIN|O|IN|O|N|O|N|O
Acremoniella atra
(Corda) Sacc. 3111 1/1(1|0 1 1(1(1 2 31 111|113 |1|2 1 21| 30
Acremonium sp. 1 1 2
‘zgfgnzgiiis?gfmata 30|27/27|33|21|22|21(23(18 | 22(22|23|22(22| 20| 20| 18 19|22|22|20(21|18|17|20|21|15|16(17 |19 | 18| 22| 16|18 712
Aspergillus brasiliensis 1 1 5
Varga, Fris. & Sams.
Aspergillus sp. 11111 1 1 1 1 1 1 1|1 1(11 1 16
Botrytis cinerea 1] |1 1011 1 1 1] |2 1111 1] |1 1 16
Persoon ex Fries
Cladasporium cladosporioides
(Fresen.) de Vries 2 2111 1 1 1 1/1(1(1{1(1|1 1 1 1 11 1(1(1] 24
Cladosporium herbarum 1 1 5
(Pers.) Link
Clonostachys rosea 1 1
(Link) Schr,, Samu, Sejf. &Gams
Colletotrichum lupini
(Bond) Niren, Feiler & Hag 22123123(26|18(22(22|21|21|24(281|29|19(21(19|24|17[19|21|23|20(22|19|18{20(24|19|19(18|20|18{19(19|20| 717
Epicoccum nigrum Link | 1 1 2
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Tabela 28 c.d.

Fusarium avenaceum
(Corda ex Fr.) Sacc.
Fusarium equiseti
(Corda) Sacc.
Fusarium oxysporum
Schltdl.

Fusarium poae

(Peck) Wollenweber
Fusarium sporotrichioides
Sherb.

Mariannaea elegans
(Corda) Samson
Metarhizium marquandii
(Meass)) Kepl,, Rehn. & Hurmb.
Microascus
brevicaulis Abbott
Microdochium nivale
(Fr.) Samuels & Hallett
Mortierella alpina
Peyronel

Mortierella sp.

Mucor hiemalis Wehmer

Neocosmospora solani
(Mart.) Lomb. & Crous

Penicillium sp.
Rhizopus sp.

Sarocladium strictum
(Gams) Summerb.

14

38

w g~ e

2|3 132

11
18
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Tabela 28 c.d.

Scopulariopsis silvatica

(Oudem.) Apinis 1111 1 2 1 1(1 1(1]1 1 1 14
cytalidium 1 1
lignicola Pesante

Spicaria griseola Sacc. | 1 2 1 1112 2111313 |1|5{2|5(2(4|1]|3 1112 5112 1(1] 55
Trichoderma hamatum

(Bonord.) Bainier 2 1)1 1 111 11 1 1 111 111 1 11 1| 19
Trichoderma harzianum

Rifai 1 1 1 1 1 5
Trichoderma polysporum

(Link) Rifai 1 1] |1 1 1 1 6
Trichothecium roseum

(Pers.) Link 1 1 1 1 1 5
Razem 88|65|76|78|54|53|59(50(63|53|72|64|62|57|68|58|61|52|73(57|69|61|50|50|64|57|51|45|56|47|47|51|51|47| 2009

N- nasiona nieodkazane;

O- nasiona odkazane
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Ryc. 1. Krzywa standardowa uzyskana poprzez rozcienczenie seryjne gDNA C. lupini.

40 y=-3,39x+27,11
R2= 0,99
o 35 T
..... . 2
....... o...
. .... .........
‘9
20
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5
0
2,5 -2 -1,5 -1 -0,5 0 - 1 115 |

Ryc. 2. Wzrost liniowy testowanych gatunkow grzybow

120
mm

100 //E

80

60

40 e

20
O T T T T 1
1 2 3 4 5 doba
—e— C. lupini - kontrola —a— C. lupini x F.oxysporum C. lupini x F. poae C. lupini x F.culmorum

—— C. lupini x A. alternata  —e— C. lupini x T. harzianum —— C. lupini x B. cienerea
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Fot. 1. Objawy antraknozy tubinu na p¢dach tubinu z6ttego (Tomaszkowo)

-

Zrodto: Edyta A. Kwiatkowska

132



Fot. 3. Doswiadczenie wazonowe (hala wegetacyjna)

Zrodho: Edyta A. Kwiatkowska
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Fot. 4. Identyfikacja wybranych izolatow C. lupini metodg molekularng

Zrodto: Tomasz Kulik

. izolat nr 304 — startery (Calnt2i ITS4) specyficzne dla kompleksu gatunku C. acutatum;
. izolat nr 362 — startery (Calnt2i ITS4) specyficzne dla kompleksu gatunku C. acutatum;
. izolat nr 568 — startery (Calnt2i ITS4) specyficzne dla kompleksu gatunku C. acutatum;
. izolat nr 304 — startery (Calnt2i ITS4) specyficzne dla C. gloeosporioides;
. izolat nr 362 — startery (Calnt2i ITS4) specyficzne dla C. gloeosporioides;

o 01 B~ WN P

. izolat nr 568 — startery (Calnt2i ITS4) specyficzne dla C. gloeosporioides.
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Streszczenie
Biologia i zwalczanie Colletotrichum lupini wystepujacego na tubinach

mgr Edyta Kwiatkowska

Stowa kluczowe: tubin biaty, lubin waskolistny, tubin z6lty, tubin trwaly, tubin andyjski,
antraknoza tubinu, Colletotrichum lupini, tempo wzrostu grzybni, zwalczanie chemiczne,

ochrona biologiczna, izolacja grzybow.

Epidemiczne pojawienie si¢ na przelomie XX i XXI wieku patogena
powodujacego antraknozg¢ tubinu oraz doprowadzenie przez niego do duzych strat
gospodarczych i $rodowiskowych wptyngto na podjecie w Katedrze Fitpatologii
i Entomologii UWM w Olsztynie szerokich badan dotyczacych tego zagadnienia. Dlatego
tez w latach 2004-2006, 2011-2015 i 2016-2018 w Zakladzie Dydaktyczno-
Doswiadczalnym w Tomaszkowie koto Olsztyna przeprowadzono trzy do$wiadczenia
polowe, a w latach 2004-2006 w hali wegetacyjnej UWM w Olsztynie rowniez trzy
badania wazonowe. Ich celem byto okreslenie: gatunku patogena powodujacego
antraknoz¢ tubinu, nasilenia wystgpowania choroby w zaleznosci od gatunku i odmiany
tubinu, mozliwosci 1 celowosci stosowania ochrony chemicznej badz biologicznej
w ochronie tubinu oraz wptywu wybranych czynnikow srodowiska na rozwoj C. lupini.

W ciggu catego okresu badafh prowadzono rdwniez prace laboratoryjne majace na
celu okreslenie wpltywu wybranych czynnikéw $rodowiska na tempo wzrostu C. lupini,
interakcji migdzy patogenem a mikroorganizmami powszechnie wystepujacymi
w $rodowisku rolniczym, wptywu analizowanych czynnikow na liczebno$¢ oraz sktad
gatunkowy grzybow zasiedlajacych korzenie i nasiona tubinu.

W toku prowadzonych badan stwierdzono, ze antraknoz¢ na tlubinie wywoluje
Scisle wyspecjalizowany gatunek, a mianowicie C. lupini. Najbardziej podatnymi na
infekcje przez C. lupini byly odmiany tubinu zoéttego (Lupinus luteus), a nastepnie tubinu
biatego (L. albus). Badania potwierdzity mniejsza podatnos¢ na infekcje odmian tubinu
waskolistnego (L. angustifolius). Stosunkowo wysokie nasilenie choroby notowane na
hubinie trwatym (L. polyphyllus) oraz tubinie ozdobnym (L. nanus) moglo si¢ stac
czynnikiem wptywajacym na ich zanikanie w krajobrazie. Odmiany o zdeterminowanym
typie wzrostu (tzw. samokonczace) i odmiany o niezdeterminowanym typie wzrostu byty

atakowane przez C. lupini na zlizonym poziomie.
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W trakcie trwania badan polowych i wazonowych analizowano mozliwosci
zahamowania rozprzestrzeniania si¢ patogena poprzez ograniczenie infekcji pierwotnej
zwigzane] z nasionami, jak 1 zmniejszenie infekcji wtornej, zwigzanej
z rozprzestrzenianiem si¢ zarodnikoéw konidialnych. Stosowanie zapraw nasiennych
zdecydowanie ograniczylo infekcje pierwotng, co posrednio wptywalo hamujaco na
infekcje wtorng. Dlatego tez wystgpito mniejsze nasilenie wczesnych objawdéw na
pedach. Stosowanie zapraw nie wplywalo natomiast znaczgco na mas¢ tysigca nasion.
Bardzo duza skuteczno$¢ w ograniczaniu objawoéw chorobowych wykazywaty, stosowane
w formie opryskiwania tubinu w okresie wegetacji, chemiczne §rodki ochrony roslin.
W chwili obecnej wszystkie przetestowane w do§wiadczeniu substancje aktywne zostaty
wycofane ze stosowania w ochronie upraw. Brak fungicydow do zwalczania C. lupini
mozna czg¢sciowo zrekompensowac poprzez stosowanie stymulatorow wzrostu (Asahi SL,
Bio-algeen) lub zwigzkow srebra (AgNO3, nanoczastkowy SBTC), badz tytanu (TiOg,
tytan nanoczgsteczkowy). Badane czynniki biologiczne, zarowno dostgpne na rynku, jak
i opracowane w Katedrze okazaly si¢ nieskuteczne lub mato skuteczne w hamowaniu
objawow choroby. Ograniczenie infekcji roslin powodowanej przez C. lupini wptywa na
zmniejszenie nasilenia choroby na strgkach, a tym samym chroni nasiona przed
porazeniem.

Korzystnie na rozwdj C. lupini wptywa wyzsza temperatura, ktorej optimum dla
wzrostu C. lupini wynosi 15°C, ale patogen dobrze rozwija si¢ rowniez w temperaturze
nawet 25°C. Dobre wyniki daje hodowla patogena na pozywce glukozowo-ziemniacznej
(PDA) przy niskim pH (4,7).

Z nasion tubinu izolowano wiele gatunkow grzybow. Dominowaty wsrdd nich:
Alternaria alternata, C. lupini, Fusarium spp., Penicillium spp. W badaniach
laboratoryjnych rozwdj C. lupini byt hamowany przez niektore grzyby (Trichoderma
harzianum, Botrytis cinerea, Fusarium culmorum). C. lupini najrzadziej izolowano
z nasion tubinu waskolistnego odmiany Sonet 1 Baron oraz z nasion tubinu wieloletniego.
Stosowanie ochrony chemicznej na poczatku kwitnienia najcze$ciej wplywato
ograniczajaco na wystgpowanie patogena na uzyskanych nasionach.

Stezenie 16x10° zarodnikéw C. lupini w 1ml wody byto najnizszym z badanych
stezen, w ktorym odnotowano infekcje wszystkich testowanych odmian tubinu biatego,
waskolistnego 1 zoéltego. Odmianami najbardziej podatnymi na infekcj¢ okazaly sie¢

Markiz (tubin z6tty) oraz Sonet (fubin waskolistny).
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Summary

The biology and protection against Colletotrichum lupini on lupines
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The epidemic pathogen appeared between 20th and 21st century and caused
anthracnose of lupin which led to significant economic and environmental losses. It was
the reason why the Department of Phytopathology and Entomology of the University of
Warmia and Mazury started a wide research programme to investigate this issue. During
the years 2004-2006, 2011-2015 and 2016-2018 in the Experiment and Education Station
in Tomaszkowo near Olsztyn there were three field experiments carried out and during
the years 2004-2006 also three pot experiments took place in the greenhouse of the
University of Warmia and Mazury. Their aim was to study: the species of pathogen
causing the anthracnose of lupin, the intensification of disease depending on the species
and cultivar of lupin, the possibilities and purposefulness of chemical or biological
protection of lupin and the influence of chosen environmental factors on the development
of C. lupini.

During the entire research period the laboratory works was also carried out to
determine the influence of selected environmental factors on the growth rate of C. lupini,
the interaction between the pathogen and common microorganisms in the agricultural
environment, the impact of the analyzed factors on the number and species composition
of fungi inhabiting lupine roots and seeds.

During the research it was described that the anthracnose of lupin is caused by
a strictly specialized species: C. lupini. The most susceptible to infection were the
cultivars of yellow lupin (Lupinus luteus), and white lupin (L. albus). The research
confirmed that the cultivars of narrow-leaf lupin (L. angustifolius) were less susceptible to
infection. Comparably high intensity of infection noted on big leaved lupin (L.
polyphyllus) and sky lupine (L. nanus) could have been a factor causing their
disappearance from the landscape. The cultivars with determined growth type and the

varieties with undetermined growth type were attacked by C. lupini at a similar level.
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During the field and pot experiments the possibilities of disease control were
analyzed. It was possible by limiting the pimary infection of seeds and the reduction of
secondary infection related to the spreading of conidial spores. The application of seed
dressing strongly limited the primary infection, which indirectly slowed down the
secondary infection. For this reason the intensity of early symptoms on the shoots was
lower. The application of seed dressing had no significant influence on the thousand seeds
weight (TGW). The fungicides applied in the form of spraying during the vegetation
period proved high effectiveness in limiting the disease symptoms.

At the moment all the active substances tested in the experiments have beeen
withdrawn from application. The lack of fungicides to control of C. lupini can be partially
compensated by the application of growth stimulators (Asahi SL, Bio-algeen) or
compounds of silver (AgNOs, nanoparticle SBTC), or titanium (TiO2, nanoparticle
titanium). The tested biological factors, both available for sale and prepared in the
Department, were ineffective or only slightly effective in limiting the symptoms of the
disease. Limiting the infection caused by C. lupini contributes to restricting the disease
intensity on pods and as a result it protects agains the infection of seeds.

Higher temperature influences positively the development of C. lupini. The
optimal temperature is 15°C, but the patogen develops well even in the temperature of up
to 25°C. The pathogen can be well bred on the nutrient solution based on glucose and
potatoes (PDA) with low pH (4,7).

From the lupin seeds many fungi species were isolated. The dominating ones were
Alternaria alternata, C. lupini, Fusarium spp., Penicillium spp. In the laboratory tests the
development of C. lupini was stopped by some fungi (Trichoderma harzianum, Botrytis
cinerea, Fusarium culmorum). C. lupini was most seldom isolated from the seeds of
narrow-leaf lupin from the cultivar Sonet and Baron and the seeds of big leaved lupine.
The application of chemical protection at the beginning of blooming period most
frequently restricted the appearance of pathogen on the obtained seeds.

The concentration of 16x10° of C. lupini spores in 1 ml of water was the lowest of
the researched concentrations in which the infection of all the cultivars of white, narrow-
leaf, and yellow lupin was noticed. The most susceptible to infection were the cultivars

Sonet (narrow-leaf lupin) and Markiz (yellow lupin).
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