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PATOGENICZNOSC GRZYBOW Z RODZAJU FUSARIUM
DLA TYMIANKU WLASCIWEGO (Thymus vulgaris L.)

Zofia Machowicz-Stefaniak, Ewa Zalewska

Akademia Rolnicza w Lublinie

Streszczenie. W pracy przebadano patogeniczno$¢ Fusarium avenaceum, F. culmorum
i F. equiseti dla tymianku wlasciwego. Testowane izolaty grzybéw pochodzity z réznych
gatunkéw roélin zielarskich. W laboratorium przebadano oddzialywanie ptynéw poho-
dowlanych oraz wodnej zawiesiny zarodnikéw Fusarium spp. na zdolno$¢ kietkowania
roztupek tymianku wiasciwego. W komorze klimatyzacyjnej, stosujac metodg infekcji
przez zakazona glebg, badano oddziatywanie Fusarium spp. na wschody i zdrowotnosé
siewek. Wykazano, Ze szkodliwo$¢ F. avenaceum, F. culmorum i F. equiseti dla tymianku
wlasciwego wyraza sig, bez wzgledu na pochodzenie izolatéw grzybow, hamowaniem
kietkowania roztupek oraz wschodéw i wzrostu siewek. Objawem porazenia jest nekroza
kietkéw i korzeni roslin. Kazda z zastosowanych trzech metod sztucznego zakazania ty-
mianku zapewniata bezposredni kontakt grzyboéw z powierzchnia roztupek oraz z kietka-
mi i korzeniami siewek. Jednakze do szybkiej oceny patogeniczno$ci Fusarium spp. dla
tymianku wilasciwego, nalezy poleci¢ metodg przy uzyciu ptynéw pohodowlanych, ze
wzgledu na obecno$¢ w nich toksyn wytwarzanych przez grzyby.

Stowa kluczowe: Thymus vulgaris L., Fusarium aveanceum, F. culmorum, F. equiseti,
patogenicznos¢

WSTEP

Uprawa tymianku wiasciwego w wojewddztwie lubelskim ma wieloletnie tradycje.
Czeste powracanie roslin na to samo pole przyczynia si¢ do pogarszania zdrowotnoS$ci
roslin, na skutek nagromadzenia si¢ chorobotwérczych grzybéw w glebie. Do takich
naleza liczne gatunki z rodzaju Fusarium, przezywajace w $rodowisku glebowym
w postaci grzybni saprotroficznej i chlamidospor [Nelson i in. 1983]. Do najczgsciej
notowanych na réznych gatunkach roélin zielarskich naleza F. avenaceum (Fr.) Sacc.,
F. culmorum (W.G.Sm.) Sacc., F. solani (Mart.) Sacc. i F. equiseti (Corda) Sacc.
[Srivastava 1972, Reuveni 1982, Filoda i in. 1998, Machowicz-Stefaniak i in. 2002a,
2002b]. Fusarium culmorum powodowal zamieranie siewek kolendry siewnej w In-
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diach [Srivastava 1972], a w Polsce wystgpowal na dojrzatych roslinach tego gatunku
[Filoda i in. 1998] oraz melisy lekarskiej i dziurawca zwyczajnego [Machowicz-
-Stefaniak i in. 2002b, Zimowska i Machowicz-Stefaniak 2004]. Wymienione gatunki
z rodzaju Fusarium izolowano réwniez z korzeni i pedéw zamierajacych ro$lin tymian-
ku wiasciwego [Machowicz-Stefaniak i in. 2002a]. W celu okreslenia szkodliwo$ci
Fusarium spp. dla tej rosliny przeprowadzono testy patogeniczno$ci, uwzgledniajace
wybrane gatunki z rodzaju Fusarium oraz roztupki i siewki tymianku wtasciwego.

MATERIAL IMETODY

Uwzgledniono po 3 izolaty Fusarium avenaceum, Fusarium culmorum i Fusarium
equiseti wybrane losowo spos$rdd grzybéw wyizolowanych w latach 1998-2001 z ty-
mianku wlasciwego i innych gatunkéw ziét [Machowicz-Stefaniak i in. 2002a, 2002b,
Machowicz-Stefaniak i in. 2003, Zimowska i Machowicz-Stefaniak 2004]. Izolaty
F. avenaceum — K 455, M 4975, T 5093 uzyskano odpowiednio z kminku zwyczajnego,
melisy lekarskiej i tymianku wiasciwego. Kultury F. culmorum — T 50, T 46, T 147
wyizolowano z tymianku wlasciwego, a F. equiseti — D1125, T 23 , M 1366 odpowied-
nio z dziurawca zwyczajnego, tymianku wlasciwego i melisy lekarskiej. Proby materia-
lu siewnego tymianku wlasciwego do testéw patogeniczno$ci otrzymano z Zielarskiej
Stacji Nasiennej w Bydgoszczy.

Przebadano oddziatywanie ptynéw pohodowlanych oraz wodnej zawiesiny zarodni-
kéw Fusarium spp. na zdolno$¢ kietkowania roztupek tymianku witasciwego, jak row-
niez oddziatywanie Fusarium spp. na wschody i zdrowotno$¢ siewek przy zastosowaniu
sztucznej infekcji przez zakazona glebg.

W celu uzyskania ptynéw pohodowlanych zawierajacych grzybnig, konidia i metabo-
lity Fusarium spp. badane izolaty hodowano w kolbach Erlenmayera na ptynnej pozyw-
ce PDB (Difco) w temperaturze 22°C, przez 8 dni [Mishra i Behr 1976]. Odkazone
powierzchniowo roztupki tymianku wtasciwego [Machowicz-Stefaniak i Zimowska
2000], wyktadano do sterylnych komér wilgotnych na bibutg nasaczona 2 ml pltynu
pohodowlanego. Kontrolg stanowily roztupki umieszczone w sterylnych komorach
wilgotnych na bibule nasaczonej ptynna pozywka. Tak przygotowane roztupki pozo-
stawiono w warunkach umozliwiajacych ich kietkowanie, tj. w 30°C i pelnym o$wietle-
niu w dzien oraz w 20°C i braku o$wietlenia noca. Bibut¢ w komorach wilgotnych
zwilzano co drugi dzien ptynem pohodowalnym (1 ml) badanych izolatéw grzybow.

Do sporzadzenia wodnej zawiesiny infekcyjnej pobrano konidia z jednozarodniko-
wych kultur badanych izolatéw Fusarium spp. wzrastajacych na pozywce PDA. Odka-
zone powierzchniowo roztupki zakazano nanoszac na ich powierzchni¢ otoczona war-
stwa ptynnej pozywki PDA, 0,01 ml krople zawiesiny konidiéw. Zawiesina zawierala
3x10° zarodnikéw w 1 ml sterylnej wody destylowanej [Eacicowa i in. 1991-1992].
Kontrolg stanowity roztupki powleczone ptynna pozywka, na ktére nanoszono 0,01 ml
krople sterylnej wody destylowanej. Badania przeprowadzono w sterylnych komorach
wilgotnych. W obydwu wariantach do§wiadczenia uwzgledniano dla kazdego izolatu
Fusarium spp. 1 kontroli po 100 roztupek. Obserwacje prowadzono co trzy dni, a po 9
dniach okreslano liczbg nieskietkowanych i skietkowanych roztupek oraz liczbg kiet-
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kéw z objawami nekrozy. Nieskietkowane roztupki i kietki z nekroza poddano analizie
mikologicznej zgodnie z postulatami Kocha. Wyniki uzyskane z ostatnich obserwacji
poddano analizie statystycznej przy zastosowaniu przedzialéw ufnosci Tukeya.

W dos$wiadczeniu nad oddziatywaniem Fusarium spp. na wschody i zdrowotnosé
siewek tymianku wlasciwego uwzgledniono pojedyncze szczepy Fusarium avenaceum
M 4975, F. culmorum T 46 i F. equiseti M 1366, wyrdzniajace si¢ najwigksza patoge-
niczno$cia we wczesniejszych doswiadczeniach. Odkazone powierzchniowo roztupki
wkladano do doniczek z ziemia kompostowa i piaskiem kwarcowym w stosunku 2 : 1
zakazonych Fusarium spp. wedtug Nolla [Lacicowa 1964]. Kontrolg stanowily roztupki
wysiane do sterylnej ziemi. Dla kazdego izolatu i kontroli uwzgledniono po 50 nasion,
tj. 10 doniczek po 5 roztupek. Doniczki z roztupkami przetrzymywano przez 21 dni
w komorze klimatyzacyjnej, w warunkach wilgotnosci, temperatury i o§wietlenia umoz-
liwiajacych wschody i wzrost ro$lin. Po 10 i 20 dniach okreslano liczbg uzyskanych z
nasion siewek, a po zakonczeniu do§wiadczenia wystgpowanie nekrozy na korzeniach i
podliscieniowej czgsci roslin. Nastgpnie material roslinny poddano analizie mikologicz-
nej wedtug postulatéw Kocha, a wyniki ostatniej obserwacji analizie statystycznej przy
zastosowaniu przedziatéw ufnosci Tukeya.

WYNIKI

W nastegpstwie oddziatywania ptynu pohodowlanego badanych izolatéw F. avena-
ceum nie skietkowato od 64 do 77% rozitupek tymianku wtasciwego. W kombinacji z
F. culmorum nie kietkowalo od 57 do 83% roztupek, a z F. equiseti od 57 do 68%
(tab. 1). Wymienione wartosci byly wysoce istotnie wigksze niz w kombinacji kontrol-
nej. Niekietkujace roztupki przero$nigte byly strzgpkami grzybni, a na ich powierzchni
wystgpowaly czgsto sporodochia badanych gatunkéw grzybéw. U roztupek, ktére skiet-
kowaty, wystegpowata powszechnie nekroza kietkéw juz po 3-6 dniach kontaktu z pty-
nem pohodowlanym testowanych grzybéw. W kombinacjach z F. culmorum oraz
z F. avenaceum z wyjatkiem izolatu T 5093 objaw nekrozy wystgpowal na wszystkich
kietkach (tab. 1). Nekroza kietkéw w kontakcie z ptynem pohodowlanym F. equiseti,
zwlaszcza izolatéw D 11251 T 23 nie byla tak masowa jak w kombinacjach z F. culmo-
rum i F. avenaceum (tab. 1). Kietki obumieraly uzyskawszy zaledwie od kilku do kil-
kunastu mm dlugosci, przy czym najwczesniej w wyniku oddziatywania izolatu M 4975
F. avenaceum, izolatu T 46 F. culmorum i izolatu M 1366 F. equiseti. W kombinacji
kontrolnej nekroza kietkéw tymianku wtasciwego wystepowata sporadycznie (tab. 1).

W kontakcie z wodna zawiesing konidiéw Fusarium spp. nie skietkowato do dzie-
wiatego dnia obserwacji od 26 do 52% roztupek (tab. 2). Wartosci te nie réznily sig
istotnie od procentu nieskietkowanych roztupek w kombinacji kontrolnej (tab. 2). Mimo
skietkowania do$¢ duzej liczby roztupek na wigkszosci kietkéw wystepowaly objawy
nekrozy w sz6stym dniu od sztucznego zakazenia. Po dziewiatym dniu liczba kietkéw
z nekroza w wyniku kontaktu z izolatami F. avenaceum i F. culmorum wynosila odpo-
wiednio od 65 do 74% i od 47 do 69%. Wartosci te byty wysoce istotnie wigksze niz
w kontroli, gdzie zamieraly pojedyncze kietki (tab. 2). Tylko w przypadku sztucznej
infekcji roztupek tymianku przez F. equiseti procent kietkow z objawami nekrozy nie
r6znit sig¢ od wartos$ci kontrolnej (tab. 2). Jednakze w odréznieniu od kietkéw w kontro-
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Tabela 1. Oddziatywanie ptynu pohodowlanego Fusarium spp. na kietkowanie roztupek tymianku wtasciwego (Thymus vulgaris L.)
Table 1. Effect of Fusarium spp. post-culture liquid on the germinations of thyme (Thymus vulgaris L.) schizocarps

Obserwacja po 9 dniach — Observation 9 days after incubation

Gatunek grzyba Liczba = % badanych nasion
Fungus species Numbers = % of studied seeds Lo . A C s
roztupki nie kietkujace roztupki skietkowane kielki z nekroza
non-germinated schizocarps germinate schizocarps shoots with necrosis
Fusarium isolate K455 100 69 be 31 31 bed
avénaceum isolate M 4975 100 64 be 36 36 cd
isolate T 5093 100 77 be 23 22 abed
isolate T 50 100 57b 43 43d
Fusarium culmorum isolate T 46 100 76 be 24 24 abed
isolate T 147 100 83 ¢ 17 17 abc
isolate D1125 100 68 be 32 9 ab
Fusarium equiseti isolate M 1366 100 57b 43 38cd
isolate T 23 100 64 be 36 19 abed
Kontrola — Control 100 18a 82 4a
NIR= 23,4218 NIR=24,26788

Warto$ci oznaczone ta sama litera nie rzniq si¢ istotnie — Values marked with the same letter not differ



Tabela 2. Wptyw sztucznej infekcji wodna zawiesing konidiéw Fusarium spp. na kietkowanie roztupek tymianku wtasciwego (Thymus vulgaris L.)
Table 2. Effect of artificial infection with water suspension of Fusarium spp. conidia on the germinations of thyme (Thymus vulgaris L.) schizocarps

Obserwacja po 9 dniach — Observation 9 days after incubation

Reizolacja grzyba

Gatunek grzyba Liczba = % badanych nasion Reisolation
Fungus species Numbers = % of studied seeds  rozupki nie kietkujace ~ roztupki skietkowane  kietki z nekroza of fungi
non-germinated schizocarps germinate schizocarps shoots with necrosis
isolate K455 100 33a 67 65c¢ 12
Fusarium avenaceum isolate M 4975 100 26 a 74 T4c 83
isolate T 5093 100 32a 68 68 c 75
isolate T 50 100 28 a 72 69 ¢ 71
Fusarium culmorum isolate T 46 100 43 a 57 57c¢ 55
isolate T 147 100 52a 48 47 ¢ 65
isolate D1125 100 36a 64 17 ab 52
Fusarium equiseti  isolate M 1366 100 37a 63 12a 38
isolate T 23 100 30a 70 22 ab 29
Kontrola — Control 100 23 a 77 la 0

Wartosci oznaczone ta sama litera nie r6zniq si¢ istotnie — Values marked with the same letter not differ

NIR = 34,38772

NIR =33,07656
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Fot. 1. Efekt sztucznej infekcji roztupek tymianku wlasciwego zawiesing zarodnikéw: a — Fu-
sarium avenaceum, b — F. culmorum, ¢ — F. equiseti, d — kontrola

Phot. 1.Effect of artificial infection of thyme schizocarps with water suspension of conidia:
a — Fusarium avenaceum, b — F. culmorum, c — F. equiseti, d — control

li, byly one bardzo cienkie i nadmiernie wydtuzone co nie rokowato ich dalszego roz-
woju. Najbardziej rozlegte nekrozy kietkéw obserwowano po zastosowaniu wodnej
zawiesiny izolatu M 4975 F. avenaceum, T 46 F. culmorum i M 1366 F. equiseti
(fot. 1a, b, c, d). Z niekietkujacych roztupek i kietkéw z objawami nekrozy izolowano
masowo kultury F. avenaceum, F. culmorum i F. equiseti, ktérych makroskopowe
i mikroskopowe cechy odpowiadaty cechom kultur uzytych do sztucznej infekcji
(tab. 2).
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Tabela 3. Wptyw Fusarium spp. na wschody tymianku wtasciwego (Thymus vulgaris L.)
Table 3. Effect of Fusarium spp. on the shooting up of thyme (Thymus vulgaris L.)

Obserwacja po 20 dniach
Liczba (%) zakaza- Observation after 20 days Reizolacja
Gatunek grzyba nych roztupek liczba (%) liczba (%) roztupek grzyba
Fungus species Numbers (%) of wschodéw niekietkujacych Reisolation
inoculated schizocarps number (%) number (%) of non- of fungi
of seedlings germinated schizocarps
Fusarium avenaceum
Isolate M 4975 50 (100) 2@)a 48 (96) ¢ 40
Fusarium culmorum
Isolate T 46 50 (100) 15(30)b 35(70) b 20
Fusarium equiseti .
Isolate M 1366 50 (100) 7 (14) ab 43 (86) bc 15
Kontrola
Control 50 (100) 39 (78) ¢ 11(22)a 0
NIR = 10,0584

Wartosci oznaczone ta sama litera nie r6znia sig istotnie
Values marked with the same letter not differ

W wyniku sztucznego zakazenia roztupek F. avenaceum, F. culmorum i F. equiseti
przez zakazong ziemi¢ uzyskano ro$liny odpowiednio z 4%, 30% i 14% roztupek. War-
tosci te byly mniejsze anizeli w kombinacji kontrolnej, gdzie wzeszto 78% roslin (tab.
3). Siewki uzyskane w warunkach prowadzonego do$wiadczenia miaty w odréznieniu
do roélin kontrolnych zahamowany wzrost, cienkie todygi, mate licienie i nie wytwa-
rzaty liSci, a na ich korzeniach powstawaty nekrotyczne plamy. W wyniku analizy mi-
kologicznej takich siewek i roztupek ktére nie skietkowaty uzyskiwano liczne kultury F.
avenaceum, F. culmorum i F. equiseti (tab. 3).

DYSKUSJA

Przeprowadzone testy patogenicznosci przemawiaja za duza szkodliwoscia Fusarium
avenaceum, F. culmorum i F. equiseti dla tymianku wlasciwego. Wyraza si¢ ona, bez
wzgledu na pochodzenie izolatéw grzybéw, hamowaniem kietkowania roztupek oraz
wschodéw i wzrostu siewek. Objawem porazenia jest nekroza kietkéw i korzeni roslin.
Kazda z zastosowanych trzech metod badawczych zapewniala bezposredni kontakt
grzybéw z powierzchnia roztupek, a nastgpnie z kietkami i korzeniami siewek. Naj-
szybsze jednak negatywne oddzialywanie Fusarium spp. mialo miejsce przy zastosowa-
niu ptynéw pohodowlanych grzybéw, co niewatpliwie zwiazane jest z obecnoscia
w nich toksyn wytwarzanych przez grzyby z rodzaju Fusarium, a zwlaszcza monili-
forminy produkowanej przez F. avenaceum i deoksyniwalenolu wytwarzanego przez
F. culmorum, ktérych fitotoksyczno$¢ stwierdzono w stosunku do roslin [Wojciechow-
ski i in., 1995, Kiecana i in. 2002]. Stad metoda szybkiej oceny patogenicznosci izola-
téw Fusarium spp. przy uzyciu tynéw pohodowlanych, powszechnie stosowana w od-
niesieniu do nasion i siewek réznych gatunkéw ro$lin uprawnych [Mishra i Behr 1976,
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Kiecana i Kocylak 1999] jest odpowiednia dla oceny patogenicznosci toksynotwor-
czych gatunkéw z rodzaju Fusarium dla materialu siewnego tymianku wlasciwego.

F. avenaceum i F. culmorum okazaty si¢ w testach laboratoryjnych bardziej patoge-
niczne dla tymianku wilasciwego niz F. equiseti. R6znice w patogenicznosci badanych
gatunkéw grzybow zatarly sig przy sztucznym zakazeniu roztupek przez zakazona zie-
mig, gdzie oddzialywanie grzybéw na roztupki tymianku bylo znacznie dluzsze niz
w doswiadczeniach laboratoryjnych. F. equiseti powodujacy w badanych warunkach
nekroze kietkéw tymianku wlasciwego jest uznany takze za przyczyng nekrozy i zamie-
rania siewek oraz dojrzatych roslin kminku w Izraelu [Reuveni 1982]. Przeprowadzone
badania oraz wcze$niejsze informacje z literatury wykazuja, ze F. equiseti ma znaczenie
jako patogen uszkadzajacy siewki roslin zielarskich i ozdobnych [Reuveni 1982, Laci-
cowaiin. 1991-1992].

Wykazana patogeniczno$¢ grzybéw z rodzaju Fusarium dla tymianku wtasciwego,
w polaczeniu z ich czgstym wyosabnianiem z materiatu siewnego oraz z korzeni i pod-
stawy pedoéw roslin wzrastajacych na plantacjach [Machowicz-Stefaniak i Zimowska
2000, Machowicz-Stefaniak i in. 2002a], wskazuje na powazne zagrozenie upraw przez
te grzyby. Przy dwuletnim cyklu uprawy tymianku, rosliny narazone sa na zakazenie
przez dwa kolejne okresy wegetacji, co ma miejsce takze przy innych gatunkach roslin
uprawnych [Lacicowa i in. 1991-1992].
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THE PATHOGENICITY OF FUSARIUM SPP. TO THYME (Thymus vulgaris L.)

Abstract. The pathogenicity of Fusarium avenaceum, F. culmorum and F. equiseti to
thyme was examined in present work. Isolates of tested fungi originated from various
herbs plants. The effect of Fusarium spp. post-culture liquids and water suspensions
of Fusarium spp. spores on germination of thyme schizocarps was studied in the labora-
tory. The effect of Fusarium spp. on the shooting up and healthiness of seedlings was car-
ried out in the climatic chamber conditions using the method with infested soil. It was
shown, that harmfulness of F. avenaceum, F. culmorum and F. equiseti to thyme, regard-
less of the origins of fungi isolates, was expressed by inhibition of schizocarps germina-
tion and by limiting of seedlings numbers and their growth. The symptoms of infection
were a necrosis of shoots and roots. Each of the three used methods of artificial infection
of thyme secured direct contact of with the surface of schizocarps, shoots and roots
of seedlings. However the method with Fusarium spp. post-culture liquids should be rec-
ommended to the fast estimation of Fusarium spp. pathogenicity to thyme on account of
occurrence of toxins, which are produced by fungi.

Key words: Thymus vulgaris L., Fusarium avenaceum, F. culmorum, F. equiseti, patho-
genicity
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