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Niektére wlasciwosci biologiczne Botrytis anthophila

Certain biological properties of Botrytis anthophila

MARIA BUDERACKA-NIECHWIEJCZYR

Grzyb powedujgcy plesn pylnikows koniczyny czerwonej, Botrytis
anthophila Bondarcew 1912, zaobserwowany zostal po raz pierwszy
w Rosji (Trusova 1912). Jaczewski (1913 i 1816) poczatkowo
zaliczyl go do rodzaju Ovularia; w podZniejszych jego pracach omawiany
gatunek wystepuje pod nazwg rodzajowa Oedocephalum Jacz, Spotykane
jeszeze w literaturze nazwy gatunkowe Botrytis antherarum-trifolii
Schlecht (1921) oraz Botrytis trifolii Kingma (1927) sa raczej synoni-
mami, poniewaz grzyby te morfologicznie i biologicznie nie réinia sie od
gatunku opisanego przez Bondarcewa. Cecha charakterystyczna,
na podstawie ktorej Bondarcew =zaliczyl ten grzyb do rodzaju Bo-
trytis, jest budowa trzenkow konidialnych. U przedstawicieli rodzaju
Oedocephalum na trzonkach konidialnych wystepuje rodzaj sterygm,
ktorych nie majq grzyby z rodzaju Botrytis a szczegélnie B. anthophilu.
Poza tym grzyb ten jest wasko wyspecjalizowany w porazeniu roslin zy-
wicielskich, a ponadto cechuje si¢ wyraznym organotropizmem; cecha ta
bardziej zbliza ten grzyb do pasozytow obligatorycznych, podczas gdy
pokrewne gatunki, np. Botrytis cinerea Pers. sy przewaznie pasoiytami
fakultatywnymi.

Hodowle grzyba na sztucznym podlozu prowadzili rézni autorzy:
Bondarcew (1914), Jaczewski (1916), Silow (1933), Noble
(1946) oraz Ramazanova (1958). Ostatnia autorka badala ponadto
kielkowanie zarodnikéw na sztucznym podlozu.

Z uwagi na zbyt skape dane w dostepnej literaturze na temat bio-
logii patogena, podjeto badania laborateryjne dotyczace warunkow
wzrostu grzybni na sztucznych pedlozach, wplywu temperatury, podloza
i odczynu pozywki oraz wplywu temperatury i podloza na kielkowanie
zarodnikow.
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KIELKOWANIE ZARODNIKOW

Metoda badan. Kielkowanie zarodnikéw przeprowadzono w kro-
pli wody destylowanej, 10 i 25% roztworze glukozy oraz 2,5% roztworze
brzeczki. Szkieltka z kroplami wkladano do wylozonych wilgotng bibula
szalek Petriego i ustawiano w pomieszczeniach o odpowiedniej tempe-
raturze. Kielkowanie zarodnikéw prowadzono w temperaturze 10, 15,
20, 23, 25, 28 i 30°C. Procent kielkujacych zarodnikéw obliczano po 6,
8, 12, 24 i 48 godzinach.

Wyniki badan. Z danych liczbowych wynika (tabela 1), ze kiel-
kowanie zarodnikow Botrytis anthophila moze odbywac¢ si¢ niezaleznie
od podloza w zakresie temperatury 15—28°C. Poza tymi granicami kiel-
kowania nie obserwowano. Zauwazono, ze zarodniki przed kietkowaniem
nieco pecznieja i nieznacznie wydluzajg sie. Kietkujae wytwarzaja prze-
waznie jedna, rzadziej dwie strzepki rostkowe. Wyrastaja one zazwyczaj
z koncow zarodnika, rzadziej z boku, ale na ogél niedaleko konca. Tem-
peratura 23—25°C okazala si¢ optymalna dla kielkowania. W tempera-
turze tej zarodniki zaczynaly kielkowaé najwczesSniej, bo juz po 6-ciu
godzinach i w najwickszej ilosci, zwlaszeza w 25% roztworze glukozy
(wykresy na ryc. 1 i 2); liczba kielkujacych zarodnikow obliczona po
48 godzinach wynosila 86,7%. Najslabiej zarodniki kielkowaly w tempe-
raturze 15 i 28°C, chociaz w tej ostatniej liczba kielkujacych zarodnikow
wynosila 50%.

Jezeli chodzi o wplyw roznego podloza na kielkowanie zarodnikow,
to najlepszym okazal si¢ 25% roztwor glukozy, nieco stabsze kielkowanie
obserwowano w 10% roztworze glukozy i w wodnym roztworze brzeczki.
Najslabiej proces kielkowania przebiegal w wodzie destylowanej. Wska-
zuje to, Ze zasobnos$¢ podloza w skladniki pokarmowe sprzyja szybkosci
kielkowania i wzrostowi strzepek rostkowych.

HODOWLA NA POZYWKACH

Metody badan. Kulture grzyba otrzymano z porazonych nasion
rozlozonych na pozywke agarowo-brzeczkowa. Uzyskane z kultur za-
rodniki postuzyly nastepnie do otrzymania kultury jednozarodnikowej.
Hodowle przeprowadzono na poizywkach stalych w szalkach Petriego
(o @ 10 em) i na pozywkach plynnych w kolbach stozkowych (pojemnosé
100 ml). Do kazdej szalki lub kolbki wlewano po 20 ml odpowiedniej
pozywki. Pozywki stale sterylizowano w autoklawie przez 20 minut pod
ci$nieniem 1,5 atm, natomiast plynne w aparacie Kocha przez 3 dni po
40 minut. Do do$wiadezen z kaZda pozywka przeznaczono po 6 kolbek
lub 6 szalek. W czasie trwania hodowli w przypadku pozywek stalych
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Tabela 1 — Table 1
Kielkowanie zarodnikéw Botrytis anthophila Bond. w zaleinosci od temperatury,
podloza i czasu

Germination of Botrytis anthophila Bond. spores depending
on temperature and time

s
z:r':;. lloé¢ zarodnikdéw skielkowanych, w %
Tempera- w S-clu No. of spores germinating. %
tura Podloie kroplach|
Tempera- Medium Quantity po godzinach: — after hours:
ture of spores
ins
drops . & 1 b "
Woda destylow. 95 -— - 7.4 7.4 7.4
(destillated water)
15°C 10% glukoza 71 - - 16,9 16,9 16,9
25% 90 - - 16,7 20,0 20,0
2,5% roztw. brzeczki [ 83 | — - 108 | 108 | 108
malt soil | 1 |
]
S| - ST l
Woda destylow, (as above)| 76 = — 53 9 | 79
g0°c | 10% glukoza 92 | — | — | 1,9 | 1856 | 185
25% 66 - 3,0 22,8 470 | 47,0
2,5%e roztw. brzeczki 79 — — 10,8 121 | 185 |
Waoda destylow. (as above)| 83 - 12,0 16,8 21,7 24,1 |
23°C 10% glukoza 87 5,7 26,4 48,2 56,3 71,2
25% 68 10,3 | 42,6 58,8 66,2 86,7
2,5% roztw. brzeczki 82 2.4 15,8 329 48,8 52,4
Waoda destylow. (as above) 79 1,3 152 26,0 31,8 31,6
25°C 10% glukoza 81 4,9 24,7 48,1 51,8 59,2
25% 99 12,1 32,3 52,5 85,8 85,8 .
2,5% roztw. brzeczki 62 16 | 16,1 29,0 70,9 80,6
Woda destylow. (as above) 93 - 4,3 5.4 9,7 8,7
28°C 10% glukoza 68 — 39,7 42,8 58,8 58,8
25% a0 = 46,6 56,6 68,9 68,9
2,5% roztw. brzeczki 83 - Ii 14,5 21,1 32,6 32,6
| Woda destylow. (as above) 72 - — — — —
o | 10% glukoza 87 — —_ — - —
30°C
25% 94 — - — — -
2,5% roztw. brzeczki 70 — — . e _

co 10 dni mierzono przyrosty liniowe kultur oraz notowano wyglad ko-
lonii i stopien jej zarodnikowania. Po uplywie 30 dni pozywki stale roz-
puszczano ogrzewajac szalki w autoklawie, a nastepnie saczono je (na
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15 0 13 25 28 a0 °C

Rye. 1. Kietlkowanie zarodnikéw Botrytis anthophila Bond.

A — w wodzie destylowane] w zaleinedci od temperatury i czasu; B — w 10% rortworze
glukozy w zaleznmofci od temperatury i czasu

The germination of spores B. anthophila Bond.

A — in destilled water In dependence of temperatures and time; B — in 10% glucose
in dependence of temperatures and time

lejku Biichnera pod zmmiejszonym ciénieniem) przez saczki uprzednio
zwazone do stalego ciezaru. Resztki agaru wymywano goraca woda.
W przypadku pozywek plynnych saczono je od razu przez sgczki. Saczki
z grzybnig suszono przez 14 godzin w temp. ok. 105°C, a nastepnie
wazono.

Opis kultury. Kultury grzyba na pozywce agarowo-brzeczkowej
byly poczatkowo bialawe, puszyste, jednakie z czasem nieznacznie ciem-
niejace, a na powierzchni niektérych z nich obserwowano proszkowaty
nalot zlozony z zarodnikéw powstajacych na trzonkach konidialnych.
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Na poizywce agarowe] zawierajacej wyciag z nasion koniczyny czerwo-
nej grzyb w poréwnaniu z innymi rést lepiej, dajac charakterystyczne
rudawobrunatne zabarwienie podloza. Ponadto, zaobserwowano tu row-
niez pewne roznice w wygladzie kultur, co posluzylo za podstawe wy-
odrebnienia dwoéch form hodowlanych Botrytis anthophila.

Pierwsza forma (rye. 3 A) tworzyla biala puszystg grzybnie powietrzng
o bardzo delikatnym rézowym odeieniu. W zarysie kultura grzyba byla
mniej wiecej okraglawa, raczej plaska, otoczona 2—3 mm obwédka zlo-
zong z luZnych strzepek grzybni, na ktorych widoczne byly pod mikro-

Rye. 2. Kielkowanie zarodnikéw Botrytis anthophila Bond.
A — w 25% roztworze glukozy w zaleinofel od temperatury I czasu; B — w wodzie + roz-
twor brzeezki (2,5%) w zaleinoicl od temperatury | czasu
The germination of spores B. anthophila Bond.

A — in 5% glucose in dependence of temperatures and time; B — [n water with malt
extrakt (2.5%) In dependence of temperatures and time
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e
Ryve. 3. Kultury grzyba Botrytis anthophila Bond,

A — forma hodowlana z bardzie] puszystq grzybnlg | mniejszq lodcly trzonkdw konidialnyeh;

B forma hodowlana charakteryzujgca si¢ proszkowatym nalotem skladajaeym sig z zarod-

nikow grzyba; C Kultura z widocznyml pseudosklerocjami

The cultures of Botrytis anthophila Bond

A forrr t

Hth ler mycellum and smaller number of conldiophores; B — form with
a characteristic powder-like coating which consists of spores; C© culture with wisible
pseudorclerotia

skopem bardzo rzadko wystepujace trzonki konidialne. Grzybnia byla
wielokomoérkowa, wypelniona ziarnistoscia, w ktérej widoczne byly kro-
pelki tluszezu. Utworzone na grzybni trzonki konidialne byly krotkie,
stabo rozgalezione i pokryte niewielka liczbg zarodnikéw. Zarodniki
konidialne byly przewaznie bezbarwne, jajowate lub elipsoidalne prze-
cietnie 14,72 X 6,77 p.

Druga forma hodowlana (rye. 3 B) tworzyla kolonie nieco bardziej
wzniesiong nad powierzchnie pozywki. Grzybnia powietrzna byla skapo

Acta Mycologica 4
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widoczna, a powierzchnie kultury pokrywal proszkowany nalet utworzony
z trzonkow i zarodnikow konidialnych. Trzonki konidialne mialy liczne
rozgalezienia. Zarodniki konidialne tworzace sie¢ w duzych ilosciach byly
bardzo réznorodnych ksztaltéw: podluzne, jajowate, elipsoidalne i grusz-
kowate. Wymiary zarodnikéw: 15,15 > 5,81 w.

Pierwsza z wymienionych form podobna byla do grzyba opisanego
przez Silowa Botrytis trifolii (Kingma 1927) otrzymanego od prof.
Westerdijka z Holandii. Obydwie formy grzyba tworzyly na po-
zywee wyciggowej z nasion opisang wyzej charakterystyczng pigmen-
tacje podloza.

W kulturach Botrytis enthophila, trzymanych na $wietle przez 3 ty-
godnie, zaobserwowano tworzenie sie na powierzchni agaru drobnych,
+ okraglawych, poczatkowo zéltych, péiniej zottooliwkowych utworow
bedgeych pseudosklerotami. Utwory te w duzej ilosci otaczaly kolonig
rosngcego grzyba (ryc. 3C).

Wplyw temperatury na wzrost grzybni. W doswiad-
czeniach dotyczacych wplywu temperatury na wzrost grzybni hodowano
kultury na pozywce agarowo-brzeczkowej w temperaturze 18, 20, 23, 25
i 28°C. Stwierdzono, ze dla wzrostu Botrytis anthophila najbardziej
sprzyjajaca byla temperatura 23—25°C (wykres na ryc. 4). Zaréwno

&
T

mg —

e iy !
] o Fil 75 Fi]
o — -

Rve. 4. Wplyw temperalury na wzrost Botrylis anthophila Bond. na poiywee
agarowo-brzeczkowej

The influence of temperature on the growth of Botrytis anthophila Bond.
on the beer-wort agar

ciezar suchej masy grzybni (14,1—13,6 mg) jak i s$rednica kolonii mie-
rzona po 30 dniach hodowli (14,0—13,5 mm oraz 16,8 X 19,8 mm) sg
w tych temperaturach najwieksze. Bardzo staby wzrost obserwowano
w temperaturze 18 i 28°C.

Wplyw podloza na wzrost grzybni Do badan zasto-
sowano nastepujgce pozywki stale: agarowo-brzeczkowsy, agarowe-ziem-
niaczang z glukozg, agarowa z wyciggiem z nasion, owsiang uzywany
przez Bondarcewg-Monterwerdze oraz dwie pozywki mi-
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neralne, plynne, z ktorych jedna miala sacharoze jako Zrodlo wegla,
druga zas glukoze (sklad wg Lilly i Barmetta).

Obserwujac wzrost grzyba na roznych pozywkach zardéwno stalych,
jak i plynnych stwierdzono, Ze najlepsza dla wzrostu okazala sie po-
zywka zawierajagca w swym skladzie wyciag z nasion koniczyny (wykres
na ryec. 5). Sucha masa grzybni 30-dniowej kultury hodowanej na tej

Ryve. 5. Ciczar grzybni Botrytis anthophila (w mg) na réinych pozywkach:

I — wyclqeowa ¥ nasion, 2 — plynna z glukozg. 3 — plynna z sacharozq, 4 — dekstrozowo-
=zlemniaczana, § — agarowo-brzeczkowa, § — owslana

Dry weight of mycelium (in mg) of Botrytis anthophila obtained on diferent medium:

1 — seeds extract medium, 2 — glucose medium (fluent), 3 — sacharose medium (fluent).
4 — potato-dekstrose agar, 5 — beer wort agar, § — oals medium

pozywce w temperaturze optymalnej wynosila 150,6 mg. Réownoczesnie
$rednica rozwijajacej sie kolonii byla najwieksza, gdyz osiagnela w tym
przypadku 67,2 X 83,8 mm. Podobny wzrost obserwowano takze na po-
zywee plynnej, w sklad ktorej jako zZrédlo wegla wehodzila- sacharoza.
Na pozostalych pozywkach Botrytis anthophila rosla slabiej: na pozywce
owsianej ciezar suchej masy grzybni wynosil 13,2 mg, na agarowo-
-brzeczkowej 14,1 mg, na dekstrozowo-ziemniaczanej 24,3 mg.
Wplyw odczynu podloza na wzrost Botrytis antho-
phila. Zastosowano pozywke plynna z sacharozg (wg Lilly i Bar-
netta), ktora doprowadzano za pomoca 0,1n HCl i 1 n NaOH do zada-
nego odezynu. Po wysterylizowaniu poizywki wykazywaly nastgpujace
pH: 2,1, 2,6, 3,5, 44, 5,1, 5,7, 59, 66, 7.8, 80, 87, 87, 89, 9,1 i 104.
Odczyn pozywki mierzono pehametrem lampowym typu LBS-3A uzy-
wajac elektrody szklanej i kalomelowej. Po zaszczepieniu trzymano kul-
tury w temperaturze 23°C. Hodowle prowadzono w ciggu 28 dni. Co
7 dni mierzono pH pozywki przeznaczajac na kazdy odczyn (powtérzenie)
3 kolbki. Oddzielona od pozywki grzybnie suszono i oznaczano jej sucha
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mase. Réwnoczesnie mierzono pH pozywek kontrolnych przetrzymywa-
nych w tych samych warunkach.

Stwierdzono, ze wzrost grzyba rozpoczyna sie powyiej pH 2,6 i ustaje
przy pH 7,5 (tabela 2). Poza tymi granicami nie obserwowano rozwoju
grzyba. Najlepszy wzrost wyrazony ciezarem grzybni po 28 dniach otrzy-
mano na pozywce o wyjsciowej wartosci pH 4,4. Odczyn ten w czasie
hodowli grzyba stopniowo sie zmienial i w chwili likwidacji doswiad-
czenia pH pozywki wynosilo 2,9. Na pozywkach, na ktérych obserwo-
wano wzrost grzyba (granice pH: 3,5—6,6), stwierdzono w momencie
zakonczenia do$wiadczenia spadek wartosci pH do 3,0. Zachserwowano
takze, Zze odeczyn pozywek kontrolnych ulegl nieznacznie zmianie. Praw-
dopodobnie wywolane to bylo dzialaniem warunkow zewnetrznych,
w jakich trzymano pozywki. Z tego wzgledu, ze na stezenie jonéw wo-
dorowych w pozywce ma wplyw wiele czynnikow jak: sklad pozywki,
temperatura, objetos¢ i okres wzrostu grzyba, uzyskane dane naleiy
traktowaé jedynie jako orientacyjne. Do Scislego oznaczenia pH nale-
zaloby zastosowaé pozywki zbuforowane.

WNIOSKI

1. Kieltkowanie zarodnikéw Botrytis anthophila przebiega w tempe-
raturze 15—28°C. Najlepiej kietkuja one w temperaturze 23—25°C.
Jezeli chodzi o podloze, to proces kielkowania najlepiej przebiega w 25%
roztworze glukozy.

2. Temperatura 23—25°C jest optymalna dla wzrostu Botrytis antho-
phila. Z kilku przebadanych pozywek, zardéwno stalych jak i plynnych,
najbujniejszy wzrost otrzymano na pozywce agarowej zawierajacej wy-
ciag z nasion koniczyny czerwonej.

3. Wyrozniono dwie formy hodowlane Botrytis anthophila. Jedna
z nich odznaczala sie silnym wzrostem delikatnej, puszystej, powietrznej
grzybni o slabo rézowym zabarwieniu oraz niewielka liczba wytwarza-
nych zarodnikow. Kolonie drugiej formy, o zabarwieniu bezowym mialy
bardzo malo grzybni powietrznej, lecz w pordéwnaniu do poprzedniej
obficiej zarodnikowaly.

4. Ustalony w wyniku badan zakres odczynu pH, przy ktérym mozliwy
jest wzrost Botrytis anthophila, miesci sie w granicach 3,5—6,6 przy
czym najbardziej sprzyjajaca jest pozywka o odczynie pH 4.4,

Pracownia Kwarantanny I.O.R.
Reguly
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SUMMARY

1. Germination of Botrytis anthophila spores occurs at 15—28°C. The optimum
temperature is 23—25°C. The most suitable medium for germination is 250 glucose
solution.

2. The temperature 23—25°C is optimal for the growth of Botrytis anthophila.
From among the media tested, both solid and liquid, the must abundant growth
was noted on agar medium containing extract from red clover seeds.

3. In, the culture two forms of Botrytis anthophila were distinguished. One
exhibited a strong growth of the delicate fluffy aerial mycelium of a light pinkecolour,
and produced a small number of spores. The colonies of the second form beige
in colour had but little aerial mycelium, but as compared with the former one they
sporulated more profusely,

4. The pH range was determined at which the growth of Botrytis anthophila
is possible, it amounts to 3.5—6.6. The most favourable is a medium with pH 4.4.

LITERATURA

Bondarcew A, S, 1927, Bolezni kulturnych rastenij i mery borby z nimi, Glaw-
nyj botaniteskij sad SSR 352—354.

Bondarcewa-Monterwerdze W. N, Wasilewski N. I, 1940, K bio-
logii i morfologii niekotorych vidov Ascochyta na bobowych, Sporovyje rastienija
4: 345376, Moskwa—Leningrad.

Mejer A, A, Krivodubskaja N. I, 1939, Mikroflora semjan krasnogo kle-
vera w svijazi z metodami [flitopatologiteskoj ekspertizy klevernych semjan,
Trudy Baskirskogo Selskochozjajstwiennogo Instituta 2:255—283.

Noble M, 1946, Seed borne diseases of clover -Proceedings of jubilee Meeting held
in London 20—25 October 1946 (Comprising volume XXX of Society’s Trans-
actions 1948 Cambridge universily press).

Lilly V. Y., Barnett H. L, 1951, Physiology of fungi (Przeklad polski: Fizjo-
logia grzybow — 1959).

Ramazanowa S S, 1958, Nove v biologii vozbuditiela cveténoj pleseni klevera
Botrytis anthophile Bond.,, Trudy Vsesojuznogo Instituta Zaifita rastenij
10:153—165.

Silov R. A, 1933, A systemic disease of Red Clover caused by Botrytis anthophila
(Bond.,) Trans., Brit. Mycol. Soc. 18:239—248.



		2014-11-20T23:14:29+0000
	Polish Botanical Society




