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THE EFFECT OF EXTRACTS FROM HERBAL PLANTS ON DOMINA TING SPECIES OF
FUNGI COLONIZING BROAD BEAN SEEDS

Summary

The research concerned the isolation of the fumgiving in broad bean seeds and the evaluation efitifluence of aque-
ous extracts from coriander and fennel on lineaoliferation of pathogenic fungi: Fusarium culmorufysarium ox-
ysporum, Fusarium avenaceum, Fusarium sambucinuinl#acladium consoriale. Broad bean seeds are dakxhin
47,75% by pathogenic fungi species, which are maiepresented by: genus Fusarium, Ulocladium coasorand
Helminthosporium solani. 52,25% in the broad beaads’ micoflora overall population is representgdsaprophytes with
the dominance of Penicillium genera, Cladosporiterbarum and Alternaria alternata. In the in vitromditions aqueous
extracts from fennel and coriander, regardlesshef ¢oncentration used, stimulate the linear groedlonies of pathogenic
fungi: Fusarium avenaceum, Fusarium sambucinumafus) oxysporum. The fungistatic influence of #h&tdd extracts
was seen only in relation to Fusarium culmorum. Ba coriander extract the inhibition of the sudagrowth was 61-81%
and for the fennel extract 40-79%.
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ODDZIALYWANIE WYClI AGOW Z ROSLIN ZIELARSKICH NA DOMINUJ ACE GATUNKI
GRZYBOW ZASIEDLAJ ACYCH NASIONA BOBU

Streszczenie

Badania dotyczyly wyosobnienia grzybéw zasiediaggh nasiona bobu oraz oceny wptywu wodnychagggev z kolendry
siewnej i kopru wioskiego na rozrost liniowy grzybfitopatogennych: Fusarium culmorum, Fusarium @oyam, Fusa-
rium avenaceum, Fusarium sambucinum i Ulocladiumsodiale. Nasiona bobu w 47,75% zasiedlaly patogere gatunki
grzybow, ktére reprezentowane byty gtownie przedzaj Fusarium oraz Ulocladium consoriale i Helrhiosporium sola-
ni. 52,25% w ogélnej populacji mikroflory nasionbuostanowity saprofity z dominacPenicillium spp., Cladosporium
herbarum oraz Alternaria alternata. W warunkachvitro wodne wyeigi z kopru wioskiego i kolendry siewnej niezaie
od zastosowanegoesénia stymuluj wzrost liniowy kolonii grzybéw: F. avenaceum, &ndbucinum, F. oxysporum. Fungi-
statyczne oddziatywanie testowanych wy6iv zaznaczyto gijedynie w odniesieniu do F. culmorum. Wodny wya ko-
lendry siewnej zahamowat rozrost powierzchniowy tgigyba w 61-81%, a z kopru wioskiego w 40-79%.

Stowa kluczoweCoriandrum sativum; Foeniculum capillaceum; wygii nasiona bobu; grzyby fitopatogenne; badania

1. Wstep sowanie zapraw nasiennych [4]. Znajaggonykoflory na-
sion mae utatwtt wybdr preparatu, ktoryddzie odznaczat
W ostatnich latach na rynkwodkoéw ochrony rélin za-  sie najwieksz skutecznécia.
uwaza Sk ciagte zmniejszanie liczby preparatow znajdu;j W takim ugciu celowa¢ przeprowadzonych baflanad
cych zastosowanie w rolnictwie ekologicznym. Akhial oznaczeniem zbiorowisk grzybow zasieatgich nasiona
zarejestrowaneastylko 23 preparaty dopuszczone do sto-bobu jest uzasadniona. Natomiast véoiej przedstawiona
sowania w systemie ekologicznym (stan ten utrzynsige sytuacja na polskim rynku biopreparatéw, zwtasziyzdn
od 2011 r.), podczas gdy w 2005 r. byto ich 44 f¥pbec pochodzenia rdinnego, jest argumentem stanagym
uszczuplajcego s¢ asortymentu biopreparatdw istnieje po-o celowaci bada& uwzgkdniajacych ocern oddziatywania
trzeba poszukiwania innych bezpiecznych, przyjaanycwodnych wycagoéw kolendry siewnej i kopru wtoskiego na
srodowisku sposobow ochronystm przed chorobami in-  dominujce gatunki grzybow izolowanych z nasion bobu.
fekcyjnymi, ktére towarzysg roslinom pocawszy od
wschodow a do zbioru i przenoszone sa okres przecho- 2. Materiat i metody badan
walniczy. Zdrowotné¢ ptoddéw rolnych zwtaszcza nasion
ma bardzo istotne znaczenie dla produkdjlinoej. Nasio- W pierwszym etapie badanasiona bobu odmiany
na ralin przeznacza sinie tylko do konsumpcji i na cele Windsor Biaty pochodgych z eksperymentu polowego
paszowe, aleasnajwyzsza forma przystosowania do nie- poddano ocenie mykologicznej. Nasiona zebrano we faz
ustapcego procesu reprodukcji gatunku. Patogeny zasiedlaojrzataci petnej i do izolacji grzyboéw przechowywano je
jace materiat siewny pogarsagpgo wigor, sk kietkowa- przez 3 miesice w suchym pomieszczeniu i temperaturze
nia, wzrostu oraz stanogvgrozne zrédto infekcji raglin [2,  14-18C. Do analizy mykologicznej losowo pobrano 200
3]. Wydtwzajacy sk okres przechowywania nasion sprzyjasztuk nasion. Nagpnie, w warunkach laboratoryjnych, de-
rozwojowi grzybow saprofitycznych, ktére dodatkowo-  zynfekowano je przez 30 sekund w 50% etanolu, ok
garszag ich jaka¢. Skutecza metod, ograniczenia wygt  no trzykrotnie w sterylnej wodzie destylowanej ussano
powania grzybéw chorobotwérczych na nasionachgist na bibule. W komorze szczepisasiona wyktadano po
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5 sztuk na podie hodowlane glukozowo-ziemniaczane bucinumrFuckel, Fusarium culmorunfW. G. Smith) Sacc.,

PDA (Potato Dextrose Agar) w ptytkach Petriegéredni-

cy 150 mm. Hodovd prowadzono w komorze klimatyza-

cyjnej przez 14 dni w temperaturze 23°C. Pojaygajse
kolonie grzybéw sukcesywnie odszczepiano na skisy.

Ulocladium consoriale(Thum.) E.G. SimmonsKontrole
stanowity ptytki Petriego z czystpozywka PDA. Ekspe-
ryment wykonano w 5 powtérzeniach. Codzienne poyniar
srednicy kolonii grzybow poshiyty do wyliczenia wspét-

stepnie dokonano obserwacji makro- i mikroskopowydh, n czynnika zahamowania/stymulacji wzrostu powierzohni

podstawie ktérych identyfikowano grzyby do gaturpar

wego grzybow wedlug nej zamieszczonego wzoru, na

stugupc sk kluczami mykologicznymi i opracowaniami podstawie ktérego oznaczono aktywéofungistatycza

monograficznymi [5-10]. Na podstawie liczby uzyskelm
izolatbw danego gatunku grzyba ustaloncstatliwosé
wystepowania poszczegolnych gatunkow i wyoao g w
procentach w odniesieniu do liczby wszystkich iabha
(100%).

Drugi etap badapolegat na ocenie aktywsa biotycz-
nej wodnych wycigéw z nasion kopru witoskiegd-¢eni-
culum vulgareGilib) i kolendry siewnej(Coriandrum sa-

wodnych wycagow:

_K-A

I 100%:

gdzie:

I - wspétczynnik zahamowania/stymulacji wzrostu wed
wzoru Abbotta,

K - éredniasrednica kolonii grzyba na ptytce kontrolnej,

tivum L) w ograniczeniu wzrostu liniowego kolonii domi- A - $rednia érednica kolonii grzyba w danym obiekcie
nujacych gatunkow grzybéw wyizolowanych z nasion bo-badawczym.

bu. W tym celu postono sé metody zatrutych podiay
[11].

Materiat rglinny (nasiona) rozdrobniono w mtynku la-

boratoryjnym i sporadzono 5 g nawiki, ktére przenoszo-
no do wysterylizowanych kolb z szetpkzyjka 0 pojemno-

3. Wyniki badan i ich omOwienie

Na podstawie przeprowadzonych badéwierdzonoze
nasiona bobu odmiany Windsor Biaty byly bardzo iez

éci 300 ml. Nasgpnie do kolb wlewano 100 ml sterylnej zasiedlane przez mykofl@rtacznie wyizolowano 85&ul-

wody destylowanej, zakrywano felaluminiows i wytrza-
sano ich zawartg przez 5 h na wytggsarce. Po uptywie 24

tur grzybéw mikroskopowych zaliczanych do 12 rodrgj
wsrod ktorych zidentyfikowano 22 gatunki (tab. 1)nZj-

h wodne wycigi wymieszano i podgrzewano do temperatu-Wwigksz czestotliwoscia izolowanoPenicillium spp. iCla-

ry 50C. Schiodzone wysaii saczono przez szki karbo-
wane. Przygotowane wodne wagi z nasion kopru wio-
skiego i kolendry siewnej dodawano do padtdhodowla-
nego PDA tak, aby ich &tenie wynosito: 50, 5, 0,5
mm®.cm®. Podiaza rozlewano do plytek Petrieggdnicy
100 mm. Nagipnie inokulowano je 5 mm ktkiem grzybni
nastpujacych gatunkéw grzybéwiusarium oxysporum
Schlecht. Fusarium avenaceulfrr.) Sacc.Fusarium sam-

Tab. 1. Grzyby wyizolowane z nasion bobu
Table 1. Fungi isolated from broad bean seeds

dosporium herbarumW ogdinej populacji grzybow bytay
cych na nasionach bobu dominowaly gatunki saprite,
ktorych hczny udziat wynosit 52,25% (tab. 2). W tej grupie
wigkszas¢ stanowity grzyby najcgciej wyosabniane, czyli
Penicillium spp.(22,70%), gatunelC. herbarum(15,25%),
Alternaria alternata(9,66). Natomiast pojedyncze wyosob-
nienia notowano dla saprobiontéw takich jaRhizopus
spp.,Mucor spp. czyAspergillus flavus.

Lp. Gatunek grzyba Liczba izolatow Procent
No. Fungal species Number of isolates Per cent
1. Acremoniunspp. 10 1,16
2 Alternaria alternata(Fr.) Keissler 83 9,66
3 Aspergillus flavud.ink 1 0,11
4. Aspergillus versicolofVuillemin) Tiraboschi 23 2,67
5. Botrytis cinereaPers. Ex Nocca and Balb. 27 3,14
6 Cladosporium herbarurfPres.) Link ex Fr. 144 15,25
7 Helminthosporium solardur. et Mont. 50 5,82
8. Fusarium avenaceutfrr.) Sacc. 18 2,09
9. Fusarium graminearunschwabe 13 1,51
10. Fusarium heterosporurNess: Fr. 7 2,41
11. Fusarium oxysporurfschlecht. 76 8,84
12. Fusarium culmorunfW. G. Smith) Sacc. 37 4,3
13. Fusarium sambucinuruckel. 50 5,82
14. Fusarium sporotrichoideSherb. 13 1,51
15. Fusarium solan{Mart.) Sacc. 13 1,51
16. Ulocladium consorial§Thiim.) E.G. Simmons 69 8,03
17. Ulocladiumspp. 13 1,51
18. Penicilliumspp. 195 22,70
20. Phoma glomerat§Corda) Wollenweber & Hochapfel 10 1,16
21. Rhizopusspp. 1 0,11
22. Mucor spp. 6 0,69
Suma /Sum 859 100
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Tab. 2. Procentowy udziat grzybow patogenicznysagrofitycznych w mikroflorze nasion bobu
Table 2. Percentage of pathogenic and saprophytigifin broad bean seeds micoflora

Zasiedlanie nasion bobu przez grzyby:
Lp. Fungal organisms of broad bean seeds
No. Patogenic;ne (%] Saprofityczpe [%]
Pathogenic Saprophytic

1. Botrytis cinerea 3,14 Acremoniunspp. 1,16
2. Helminthosporium solani 5,82 Alternaria alternata 9,66
3. Fusarium avenaceum 2,09 Aspergillus flavus 0,11
4. Fusarium graminearum 1,51 Aspergillus versicolor 2,67
5. Fusarium heterosporum 2,41 Cladosporium herbarum 15,25
6. Fusarium oxysporum 8,84 Peniciliumspp. 22,70
7. Fusarium culmorum 4,40 Rhizopusspp. 0,11
8. Fusarium sambucinum 5,82 Mucor spp. 0,69
9. Fusarium sporotrichoides 1,51
10. Fusarium solani 1,51
11. | Ulocladium consoriale 8,03
12. | Ulocladiumspp. 1,51
13. Phoma glomerata 1,16

Suma -Sum 47,75 52,25

Doniesienia z literatury dowodzze wymienione ga- patogenami byty:F. oxysporum(8,84%), U. consoriale
tunki grzybdéw izolowano réwniez innych rélin motyl-  (8,03%),F. sambucinun{5,82%) orazH. solani (5,82%).
kowatych grubonasiennych takich jak: tubifity, wasko-  Grzyby rodzajuFusarium sy groznymi patogenami rdin
listny czy groch siewny [12-15]. Z kolei z donigsi€wali-  motylkowatych. Ogdlnie dia liczebné¢ wyosobnionych
ny-Ambroziak i Kurowskiego [16, 17] wynikae na zbio- organizmow grzybowych mimo przeprowadzonego procesu
rowisko grzybow zasiedlagych nasiona tubinudttego du- odkazania powierzchniowegéwiadczy o tymze gtéwnym
zy wptyw ma dlugéé okresu przechowywania. Autorzy miejscem rozwoju wyizolowanych grzybéw zaréwno pato
wskazuj, ze wraz z uptywem okresu przechowywania (0,5genicznych, jak i saprofitycznych jest girze nasion, a nie
1,51 2,5 roku) z wiksz czstotliwoicia izolowano grzyby ich powierzchnia.
saprofityczne z rodzaj@enicilliumi Rhizopusniz grzyby
patogeniczne. Z kolei gatunédternaria alternatapo 0,5
rocznym przechowywaniu stanowit 86,1% wyosobnié, Najwrazliwszym gatunkiem spmdd testowanych grzybéw

a po 2,5 roku tylko 6,2%. Wykonana po 4 mieghym : . .
(stosunkowo krétkim) okresie przechowywania analizaOkaza* st F. culmorum Obecné¢ w podiaru hodowlanym

o LN 3
mykologiczna nasion bobu w poréwnaniu z tubingittym obydwu wodnych wyaigow w stzeniu 50 miicm bar-
ey : . dzo silnie hamowata rozrost stpek F. culmorum Wyli-
wykazata stosunkowo niski 9,66% udziat ogélu wyaesob ; . . :
2 . : ; .—~“czony wspoiczynnik zahamowania wzrostu linowego
nien A. alternata(tab. 1 i 2). Badania mykologiczne nasion . ; S
. . N w tych obiektach ksztaltowat esina podobnym poziomie
grochu siewnego wykonane przez Okorskiego i Magkrz . ) .
PR c . : . i wynosit 79-81% (rys. 1, tab. 3 irys. 2a).
[15] rowniez s rozbiezne z uzyskanymi w pracy, bowiem
notowali bardzo wysoki, boza54% udziat tego gatunku. Fungistatyczne oddziatywanie badanych wgo6iw na
Gatunki saprofityczne énicillium spp., A. alternata Cla-  F. culmorumzaznaczyto siréwniez w skzeniach niszych.
dosporiumspp. przenoszone z nasionandliromotylkowa- Na podidach gdzie koncentracja wygdéw wodnych wy-
tych mog powodow& zmiany chorobowe typu nekroz, nosita 5,0 mmcm?® wielkosé¢ kolonii tego grzyba byta
plamistégci oraz zgorzeli [18]. W badaniach wiasnycho 65-74,2% mniejsza hina ptytkach kontrolnych. Silne
w grupie organizméw patogenicznych wynéono 13 ga- zahamowanie rozrostu powierzchniowego obserwowano
tunkéw reprezentowanych gtéwnie przez rodzaparium  takze w kombinacjach z najmniejszym udziatem analizo-
Stwierdzono,ze 8 gatunkéw nafgcych do rodzajuFusa- wanych wycigéw ralinnych. Poza tym badane wygi
rium stanowito & 26,58% populacji grzybow zasiedlaj modyfikowaly struktu¢ i barwe strzpek powietrznych
cych nasiona bobu. Natomiast najedej wysepujacymi  F. culmorum(rys. 2a).

Badane organizmy grzybowezroe reagowaty na doda-
tek do podtaa wodnych wycigéw raslinnych i ich s¢zen.

Tab. 3. Wspétczynnik zahamowania wzrostu liniowggoybow testowych
Table 3. Coefficient inhibition of tested fungidar growth

Koper wioski -Fennel Kolendra siewna €oriander
Gatunek grzyba - T - T
Fungal species Herbal extracts concentratic [mm ~crr3] Herbal extracts concentratic [mm ~crr3]
50,0 5,0 0,5 50,0 5,0 0,5

F. culmorum 79,0c* 65,0b 40,3a 81,0c 74.2¢c 61,7b
F. oxysporum 18,0bc +10,2a** +10,3a +7,6a +20,8¢c +12,3b
F. avenaceum +32,0b +18,0ab +8,5a +28,0b +27,5b +10,0a
F. sambucinum 3,0a +10,0a +9,8a +17,1b +16,8b +13,7b
U. consoriale 31,3c +15,7b +3,1a +3,5a +3,5a 8,2a

* Wartosci w wierszach oznaczone tymi samymi literami inia si¢ istotnie /Values in lines marked by the same letter do rftgrdsignificantly
**(+) — stymulacja wzrostu koloniigtimulation of colony growth
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Rys. 1. Wplyw wycigoéw z rdlin zielarskich na wzrost liniowy grzybéw testowych
Fig. 1. Influence of extracts from herbal plantslioear growth of tested fungi

a)F. culmorum

b) F. oxysporum
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c) F. avenaceum Kontrola Koper losk

Kolendra siewn

d) F. sambucinum

Kontrole Koper wiosk

Kolencra siewn:

e) Ulocladium consoriale

Kontrolg Koper wiosk

Kolendra siewn

Rys. 2. Wplyw wodnych wyggdéw na wzrost liniowy wzrostu i morfologgrzybdéw testowych
Fig. 2. Influence of extracts from herbal plantslmear growth and morphology of tested fungi

Koper wioski w stzeniu 50 mm-cm?® ograniczat w Pod wplywem zastosowanychesin testowanych wy-
31% przyrost kolonilJ. consoriale(tab. 3, rys. 2e). Z kolei ciagdbw obserwowano stymulacjrozrostu powierzchnio-
w nizszych stzeniach nieznacznie stymulowat rozrost po-wegoF. avenaceumF. sambucinunftab. 3, rys. 2c, d).
wierzchniowy tego grzyba. Natomiast wygiz kolendry W przeprowadzonych badaniach silne oddziatywanie
siewnej wykazat nieznacznaktywnaé¢ fungistatycza je-  fungistatyczne wodnych wygiéw z nasion kopru wio-
dynie w stzeniu najniszym — 0,5 mrhcm®. Stabe skiego i kolendry siewnej stwierdzono tylko d¥aculmo-
oddziatywanie wodnych wysgéw rdlinnych notowano rum. Doniesienia literaturowe wskaayjze r&norodne
dlaF. oxysporunitab. 3irys. 2b). zwiazki chemiczne zawarte w nasionach kopru czykie-

Ograniczenie wzrostu liniowego na poziomie 18% nodendry maj dziatanie bakteriobéjcze [19, 20]. Zdaniem
towano jedynie na podio zawierajcym 50 mni-cm®  Wolskiego i in. [21] owoce iin baldaszkowatych zawie-
wyciagu z nasion kopru wloskiego. raja kumaryny i furanokumaryny, ktére hamujozwgj
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grzybéw. W badaniach laboratoryjnych ekstrakty siom  [10] Marcinkowska J.: Oznaczanie Rodzajéw Grzybéwzkyah
barszczu Sosnowskiego, barszczu zwyczajnego, pikiru w Patologii Rélin. Fundacja Rozw6j SGGW, 2003.

oraz lubczyku silnie hamowaly wzroBt culmorumi Bo- ~ [11]Kowalik R., Krechniak E.: Szczeg6towa metodyka bapba-
trytis cinerea[22] nych laboratoryjnych badasrodkéw grzybobdjczych. W:

' Materialy do Metodyki Biologicznej Ocer§rodkéw Ochro-
. . ny Railin. Pod red. W. Wgorka, Inst. Ochr. Rdin, Pozna,
4. Wnioski 1961.

) ) ) ) ~ [12] Filipowicz A., Wagner A.: Mikoflora nasion tubinzéitego
1. Nasiona bobu odmiany Windsor Biaty w 47,75% zasie-  (Lupines luteus) uprawianego na terenie Polski. Biul. IHAR

dlaly patogeniczne gatunki grzybéwsnéd ktorych domi- 1987, 163: 146-156.

nuje rodzajFusariumoraz Ulocladium consoriale Sapro-  [13] Filipowicz A.: Mikoflora nasion tubinu wskolistnego I(upi-
bionty reprezentowanea orzez: Penicillium spp., Clado- nes angustifolius) i tubinu biatego (. albusL.) uprawiane-
sporium herbarunorazAlternaria alternata go w Polsce. Hod. Rb Nasien., 1989, 5-6: 11-14.

[14] Kurowski T.P., Bieniaszewski T.: Grzyby izolowaneasion
tubinu zéttego, ze szczegdlinym uwzghieniem Colletotri-
chum gloeosporioidesw zalenosci od okresu przechowy-
wania materiatu siewnego. Zesz. Nauk. Akad. Rol. &éw,

2. Sparéd testowanych grzybow najykisza wrazliwoscia
odznaczat si gatunekF. culmorum Wyciagi z nasion ko-
pru wioskiego i kolendry siewnej hamowaty wzrosidiwy

jego kolonii w zakresie od 40-81%, a oddziatywafuiegi- 2001, 427, Roln. 82: 195-204.

statyczne wzrastato wraz ze zkézapcym sk skzeniem  [15] Okorski A., Majchrzak B.: Grzyby zasiediap nasiona gro-
wyciagu. chu siewnego po zastosowaniu preparatu mikrobiokngigo
3. Udziat w podicu hodowlanym 50 mcm® wyciagu EM 1. Prog. Plant Protection/Post. Ochr$iRp 2008, 48 (4):

wodnego z nasion kopru wioskiego w 31% ogranicza 1314-1318. _ _ _ .
wzrost liniowy U. consoriale 18% Fusarium oxysporum [16] Cwalina-Ambroziak B., Kurowski T.P.: Fungi colonizing

oraz modyfikuje morfologiich grzybni powietrznej. seeds _of two cultivars yellow IupinEL(pinus_ luteud..) cu_lti-
vated in two crop rotation. Acta fytotechnica ebtazhnica.

Special Number, Proceedings of the XVI. Slovak @zeéch
5. Bibliografia Plant Protection Conference organised AT SlovakioAdy
tural University in Nitra, Slovakia, 2004, Vol. 37-60.
[1] Sliwa B.: Wykazsrodkéw ochrony rélin zakwalifikowanych — [17] Cwalina-Ambroziak B., Kurowski T.P.: Ksztaftowanieg si
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