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Summary

The purpose of this study, conducted in the years 2000 2002, was to identify fungi
species colonizing apparently healthy canes and to investigate whether canes storage modi-
fy the quantitative and qualitative composition of these fungi. The plant material was collec-
ted from 5 commercial plantations growing in various regions of Poland, taking into consi-
deration 8 cultivars which were the most frequently cultivated. From each plantation and
cultivar 20 apparently healthy canes were randomly sampled in two terms: before storage
November/December (term I) and 3-4 months after storage February/March (term II). The
results showed that from asymptomatic canes 2746 isolates of fungi belonging to 23 species
were obtained, but the majority of them origined from canes analysed after storage. It was
found that P, viticola is able to live latently within grapevine tissue in Polish conditions
because isolates of this fungus from visually healty canes the all studied plantations and
terms were obtained. Among the other fungi species inhabiting grapevine canes Alternaria
alternata and Fusarium spp. dominated. Moreover, both in term I and term Il Botrytis cine-
rea, Phoma spp., Epicoccum purpurascens and Cladosporium cladosporioides were frequ-
ently isolated, whereas fungi from the genus Acremonium only in the term 1. Each time
isolates of Trichoderma spp. and Gliocladium spp. were also obtained. Inhabitation of
grapevine canes by various fungi species shown in the present experiment indicate the
danger of pathogens spread with propagation material on the new plantations.
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WSTEP

Winorosl jest rosling dlugowieczna, dlatego jednym z warunkéw decyduja-
cych o powodzeniu uprawy jest uzywanie do nasadzen zdrowego materialu rozmno-
Zeniowego, co ogranicza przenoszenie czynnikow chorobotwdrczych na nowe plan-
tacie(Hewitt i Pearson,1988;Simon,1993;Castillo-Pando iin. 1997;
Scheper iin. 1997). Z literatury wiadomo, Ze lozy winorosli stanowigce material
do produkcji sadzonek zasiedlane sg przez r6zne gatunki grzybéw, w tym fitopatoge-
ny Machowicz-Stefaniak i Kuropatwa,1993; Scheper i in. 1997;
Mostert iin. 2000; Halleen i in. 2003; Kré1, 2004). Do najgroZniejszych
nalezg: Phomopsis viticola Sacc., Eutypa lata (Pers.: Fr) Tul. et Tul., Botryosphaeria
spp. oraz grzyby powodujace zamieranie mlodych roslin (Petri disease) tj.: Phaeoacre-
monium spp. (Crous iin. 1996;Larignon i Dubos,1997; Scheck 1in.1998;
Phillips, 1998; Mungai iin. 1999; Péros iin. 1999; Mostert i in. 2000;
Halleen iin. 2003).

Sposréd tych patogenéw w warunkach Polski potudniowo wschodniej stwier-
dzono wystepowanie Phomopsis viticola, ktérego izolaty uzyskano po raz pierwszy
z tozy winorosli uprawianej pod ostonami M achowicz-Stefaniak,1993).1zo-
lowanie tego grzyba w kolejnych latach, zar6wno z pedéw chorych jak i wizualnie
zdrowych (Machowicz-Stefaniak i Kuropatwa, 1993; Kuropatwa,
1994; Kro1 2004) wskazywalo na zdolnos¢ P. viticola do bezobjawowego rozwoju
w tkankach winorosli, o czym informowali inni autorzy M oller i Kasimitas,
1981; Mostert iin. 2000; Halleen i in. 2003). Stwarza to niebezpieczenstwo
wykorzystania pozornie zdrowej tozy do produkcji sadzonek i przeniesienia patoge-
na na znaczne odleglosci (Simon, 1993; Mostert iin. 2000; Scheper i in.
1997; Kré1, 2004).

Powyzsze informacje zainspirowaly do przebadania wizualnie zdrowej tozy
winorosli uprawianej w réznych regionach Polski, w celu poznania gatunkéw grzy-
béw zasiedlajgcych te organy, ze szczegélnym uwzglednieniem P. viticola. Ponadto
podjeto prébe sprawdzenia czy warunki przechowywania tozy matecznej modyfikuja
sktad ilosciowy i jakosciowy zasiedlajacych je grzybow.

MATERIAL I METODY

Obiektem badan prowadzonych w latach 2000 2002 byly wizualnie zdrowe
tozy winorosli pochodzace z 5 szkétek produkcyjnych. Material pobierano z jednej,
wybranej szkotki w wojewddztwach: podkarpackim, mazowieckim i wielkopolskim
oraz z dwéch szkétek w wojewddztwie lubelskim. Uwzgledniono tozy 8 odmian naj-
czesciej uprawianych w badanych szkétkach: Agat Donskij, Bianka, Gotubok, Iza
Zalewska, Muskat Letnij, Prim, RF 16, Schuyler. Z kazdej plantacji i odmiany po-
bierano losowo po 20 sztuk makroskopowo zdrowej tozy w dwoéch terminach tj.:
przed przechowywaniem listopad/grudzieri (termin I) i po 3-4 miesigcach przecho-
wywania marzec/kwiecien (termin II). W szkétkach wojewédztwa podkarpackiego
i lubelskiego tozy przechowywano w piwnicy w temperaturze 0 10°C i wilgotnosci
wzglednej 70 80%, a mazowieckiego i wielkopolskiego kopcowano w torfie.
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W laboratorium kazdorazowo przeprowadzano analiz¢ mikologiczng metoda
sztucznych kultur(Machowicz-Stefaniak i Kuropatwa, 1993). Fragmen-
ty tozy pochodzace z 6 dolnych migdzyweZli odkazano powierzchniowo (2 min.
w 0,1% podchlorynie sodu oraz 3x3 min. w wodzie destylowanej), cieto na male
kawalki i wyktadano na pozywke PDA (bioMérieux). Dla kazdej kombinacji doswiad-
czenia analizowano 100 inokuléw, po 50 z tkanki polozonej na zewnatrz i do we-
wnatrz od kambium. Szalki z materialem badawczym przetrzymywano w termostacie,
w temperaturze 20°C przez 7 dni. Wyroste kultury grzybéw odszczepiano na skosy
PDA i po ok. 14 dniach oznaczano do gatunku.

W czasie prowadzenia badan rosliny mateczne chronione bylty w okresie we-
getacji przed maczniakiem rzekomym przy pomocy mankozebu (Dithane M-45 80
WP) oraz przed szarg plesnig przy uzyciu dichlofluanidu (Euparen), winklozoliny
(Ronilan) lub procymidonu (Sumilex), zgodnie z programem ochrony winorosli
w warunkach Polski.

WYNIKI

Wykazano, ze z wizualnie zdrowej tozy winorosli wyosobniono 2746 izola-
tow grzybow reprezentujacych 23 gatunki (tab.1). Sposrdd tej liczby 1074 izolaty
pochodzity z tozy badanej przed przechowywaniem, a 1672 izolaty uzyskano z tozy
analizowanej po okresie przechowywania (tab.1). Okazalo si¢, ze P. viticola wystgpu-
je powszechnie, bowiem izolaty tego grzyba uzyskiwano z roslin we wszystkich szk6t-
kach, zaréwno z tozy badanej przed przechowywaniem jak i po przechowywaniu.
Stanowily one odpowiednio 6,2% i 7,1% wszystkich wyosobnien (tab.1, ryc.1). Spo-
$réd innych gatunkéw grzybéw zasiedlajacych pozornie zdrowe tozy winorosli do-
minowaly Alternaria alternata i Fusarium spp. bowiem ich izolaty stanowity odpo-
wiednio 32,1% 1 9,6% w terminie [ oraz 27,8% i 12,7% w terminie II (tab. 2, ryc.1). Do
grzybéw izolowanych czgsto w obu terminach badan nalezaly takze Botrytis cinerea,
Phoma spp., Epicoccum purpurascens i Cladosporium cladosporioides (Tab.1). Oka-
zalo si¢ jednak, ze liczba izolatéw B. cinerea znacznie zwigkszyla si¢ po okresie
przechowywania tozy podczas gdy liczba izolatéw C. cladosporioides znacznie zma-
lala w tym terminie (tab.1, ryc.1). Liczebnos¢ izolatéw E. purpurascens i Phoma spp.
ksztaltowata si¢ na podobnym poziomie w obu terminach badan. Ponadto zaobserwo-
wano dos¢ liczne izolowanie Acremonium spp., ale tylko w terminie I. Kazdego roku
ze wszystkich préb uzyskiwano takze grzyby z rodzajéow Gliocladium i Trichoderma.
Izolaty tych grzybéw stanowily odpowiednio 9,1% i 4,8% przed przechowywaniem
tozy i 8,5% i 5,5% po okresie przechowywania (tab.1, ryc.1). Inne gatunki grzybéw
wystgpowaly rzadziej niz wymienione i stanowily od 0,9% w przypadku Aureobasi-
dium pullulans i Gloeosporium ampelophagum do 4,3% w przypadku drozdzy (tab.1).

Przeprowadzone badania wykazaly ponadto, ze wszystkie gatunki grzybéw
wyosabniano gltéwnie z tkanki zewngtrznej badanej tozy winorosli (tab.1).

Badania nad wptywem sposobu przechowywania tozy na sktad ilosciowy
1 jakosciowy grzybéw kolonizujacych te organy wykazaly, ze przy obu sposobach
przechowywania tozy uzyskiwano te same gatunki grzybéw. Zaobserwowano jednak,
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Tabela 1

Grzyby zasiedlajace zdrowe tozy winorosli w latach 2000 2002.

Table 1

Fungi associated with healthy grapevine canes in the years 2000 2002.

Liczba 1zolatow
Number of isolates

przed ; .
) : po przechowaniu
Gatunki grzybow pr EZ?E?S?&.“}Z‘; ::m afier storage
Speciesof fima I I Razem [ I Razem
liczba liczba
Total Total
number number
(%) (%)
Acremonium charticola (Linddan) 10 5 15(1.4) 3 2 5(0,3)
W.Gams comb. nov
Acremonium faliciforme (Corrion) 9 5 14(1.3)
W.Gams comb. nov
Acremoninm Kiliense Griitz 28 28(2.,6)
Aureobasidium pullulans (de Bary) 9 3 12(1,1) 10 5 15(0,9)
Armauld
Alternaria alternata (Fr.) Keissler 300 | 36 [345(32,1)| 425 | 39 | 464(27.8)
Boiryiis cinerea Pers. 47 27 74(6,9) | 113 | 242 | 355(21,2)
Cladosporium cladosporioides (Fres.) de 08 10 | 108(10,1)| 63 3 66(3.,9)
Vries
Epicoccim purpurascens Ehrenberg 54 5 59(5,5) | o8 11 TN4,7)
Fusarium avenaceum (Fr)) Sacc. 19 14 33(3.1) 36 21 57(3.,4)
Fusarium equiseti (Corda) Sace, 21 7 28(2.6) 27 15 42(2.5)
Fusarium semitectum Berk et Rav. 17 2 22(2,0) 41 5 46(2,8)
Fusarium sporotrichioides Sherb. 13 2 15(1,4) | 28 6 34(2,0)
Fusarium subglutinans (Wollenw. et 4 1 5(0,5) 33 1 34(2,0)
Reinking) Nelson, Tosussoun et Marasas
CGliocladium catenulatum Gilman et 20 7 27(2,5) 17 14 31(1.,9)
Abbott
Ghliocladium fimbriatum Gilman et 27 19 40(4.3) | 27 21 48(2.9)
Abbott
Gliocladium rosewm (Link) Bainier 16 9 25(2,3) 17 13 30(1,8)
Gloeosporium ampelophagum (Pass.) 13 7 20(1.9) 15 15(0,9)
Sacc.
Phoma negriana Thim. 12 -+ 16(1,5) 19 9 28(1,7)
Phoma herbarum (Pers.) Link 31 6 37(3.5) 28 14 42(2.4)
Phomaopsis viticola Sacc. 57 10 67(6,2) 95 23 118(7,1)
Trichoderma harzianum Rifai 15 3 18(1,7) 27 12 39(2.3)
Trichoderma koningii Oud. 22 12 34(3.1) 33 20 53(3.2)
Drozdze yeast 23 | 3 | 26024) | 66 | 5 | 71(43)
Razem  Total 874 | 200 [ 1074(100)| 1191 | 481 |1672(100)
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ze Srednio wigcej izolatéw uzyskano z tozy kopcowanej w torfie niz z tozy przecho-
wywanej w piwnicy (tab. 2). Ze wzgledu na nier6wng liczbg badanych szkétek repre-
zentujacych oba sposoby przechowywania w tabeli 2 uwzgledniono nie sum¢ lecz
Srednig liczbg izolatéw poszczegélnych gatunkéw grzybéw. Okazalo sig, ze z tozy
kopcowanej w torfie wyosabniano $rednio wigcej izolatow A. alternata, B. cinerea,
Fusarium spp., P. viticola 1 Trichoderma spp. niz z lozy przechowywanej w piwnicy
(tab. 2). Jednoczesnie z tozy przechowywanej w piwnicy czesciej niz z kopcowane;j
wyosabniano C. cladosporioides, Gliocladium spp., E. purpurascens i Phoma spp.
(tab. 2).

Ponadto okazato si¢, ze poszczegdlne gatunki grzybéw izolowano z podobna
czestotliwoscia z tozy wszystkich badanych odmian winorosli. Zaobserwowano jed-
nak, ze izolaty P. viticola uzyskiwano najcz¢sciej z odmiany RF-16, a z najmniejsza
czestotliwoscig z odmiany Agat Donskij (ryc. 2).

DYSKUSJA

Stwierdzone w obecnych badaniach zasiedlanie wizualnie zdrowej tozy wino-
rosli przez rézne gatunki grzybéw, w tym fitopatogeny, podkresla wazng role mate-
rialu rozmnozeniowego w przenoszeniu czynnikéw chorobotwérezych. Sposréd ga-
tunkéw zdolnych do zakazania pedéw winorosli w warunkach Polski, najwicksze
znaczenie nalezy przyznaé P. viticola Machowicz-Stefaniak i Kuropa-
twa 1993).

Izolowanie tego patogena ze zdrowej lozy matecznej pochodzacej z r6znych
regiondw Polski wskazuje na powszechne wystgpowanie P. viticola na roslinach upra-
wianych w warunkach naszego kraju. Uzyskane wyniki pozwolily udowodnié zdol-
nos$¢ P. viticola do bezobjawowego rozwoju w tkankach pedéw winorosli. Stwarza to
dogodne warunki do rozprzestrzeniania tego groZznego patogena wraz z tozg matecz-
ng i sadzonkami na nowe plantacje, na co wczesniej zwracali uwagg inni autorzy
(Hewitt i Pearson, 1988; Simon, 1993; Castillo-Pando iin. 1997
Scheper iin. 1997; Mostert i in. 2000). Dos¢ licznemu wyosabnianiu izolatéw
P. viticola sprzyjalo zapewne pobieranie do analizy mikologicznej szesciu najnizej
potozonych miedzywezli. Z literatury wiadomo bowiem, ze P. viticola uznawany jest
za patogena specyficznego dla 3 6 najnizej potozonych weziéw i miedzyweZli.
W takich miejscach najczg¢sciej obserwuje si¢ objawy chorobowe oraz zimujacg grzyb-
ni¢ patogena (Hewitt i Pearson, 1988; Mostert iin. 2000). Z najnowszych
badan prowadzonych w Australii i Afryce Potudniowej wynika, ze P. viticola tworzy
rézne typy (taksony), z ktérych takson 2 uznawany jest za latentnego patogena,
a takson 1 za endofita Mostert iin. 2000; Halleen i in. 2003). Biorac pod
uwage wyniki wspomnianych badanl oraz cechy rodzimych szczepéw P. viticola
i zdolnos¢ do powodowania objawéw chorobowych na krzewach winorosli (M a -
chowicz-Stefaniak, 1993; Machowicz-Stefaniak i Kuropatwa,
1993; Kuropatwa, 1994; Kr61, 2002; 2004) nalezy uzna¢ ten gatunek za grzyba
zdolnego do latentnego rozwoju w tkankach winorosli w warunkach Polski.
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Wykazane w badaniach powszechne zasiedlanie tozy przez A. alternata i B.
cinerea moze przemawiaé za ich szkodliwoscia dla pgdéw winorosli. Nalezy przy-
puszczaé, ze grzyby te, wystgpujace jako saprotrofy lub okolicznosciowe patogeny
roslin, moga w sprzyjajacych warunkach zakaza¢ pedy winorosli i powodowac¢ obja-
wy chorobowe (Hewitt, 1988; Mostert iin. 2000). Alternaria alternata uznawa-
ny jest za dominujacego endofita zasiedlajacego pedy i szypulki tej rosliny, ktéry
moze by¢ zZrédlem inokulum dla owocéw (Mostert iin. 2000; Halleen i in.
2003). Uwaza si¢ bowiem, ze grzyb ten, podobnie jak B. cinerea, jest pierwotnym
patogenem powodujacym plamistosci i gnicie jagdd zar6wno w okresie wegetacji jak
i w czasie przechowywania w chtodni (Hewitt, 1988; Mostert iin. 2000).

Za niebezpieczne nalezy takze uzna¢ pojawianie si¢ na zdrowej tozie grzyboéw
z rodzaju Phoma oraz Gloeosporium ampelophagum znanych z patogenicznych uzdol-
niefi w stosunku do pedéw winorosli Miricd, 1988; de Gruyter iin. 1998).

Na uwagg zastuguje ponadto uzyskiwanie licznych izolatéw grzyboéw z rodza-
ju Fusarium. W literaturze niewiele jest informacji o ich szkodliwosci dla pedéw
winorosli, pomimo czg¢stego wyosabniania Fusarium spp. z nadziemnych organéw tej
rosliny (Hewitt, 1988; Halleen iin. 2003).

Z kolei uzyskiwanie z tozy winorosli grzybéw z rodzaju Trichoderma, Glioc-
ladium oraz drozdzy, nalezy uzna¢ za zjawisko korzystne, bowiem gatunki te znane sg
z antagonistycznego oddzialywania na grzyby patogeniczne (Papavizas, 1985;
Fokkema, 1993; Krdél, 2004a).

Uzyskiwanie znacznie wigkszej liczby izolatéw grzybéw z lozy badanej po
przechowywaniu niz z tozy przed okresem przechowywania, przy takim samym skta-
dzie gatunkowym w obu terminach badari, wskazuje na intensywny wzrost i rozwaj
wiekszosci grzyb6éw na tozie w czasie jej przechowywania. Podobne zaleznosci zaob-
serwowali tez inni autorzy , ktérzy wraz z uplywem czasu badafi wyosabniali z r6z-
nych organéw winorosli coraz wigcej izolatéw grzybéw (Mostert i in. 2000;
Halleen iin. 2003).

Zaobserwowana w obecnych badaniach wigksza liczba izolatéw grzybow uzy-
skiwanych z tozy kopcowanej niz z przechowywanej w piwnicy wskazuje, ze pierw-
szy sposéb przechowywania nalezy uznaé¢ za mniej korzystny od drugiego. Prawdo-
podobnie duza wilgotnos¢ torfu sprzyjata rozwojowi wigkszosci grzybéw zasiedlajg-
cych lozy winorosli, aczkolwiek niektére z gatunkéw np.: Cladosporium cladospo-
rioides, Gliocladium spp. czy tez Phoma spp. czgsciej zasiedlaty tozy przechowywa-
ne w piwnicy niz kopcowane.
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Streszczenie

Celem badari prowadzonych w latach 2000 2002 bylo poznanie gatunkéw
grzybéw zasiedlajacych zdrowe tozy winorosli oraz sprawdzenie czy przechowywa-
nie tozy modyfikuje ich sktad ilosciowy i jakosciowy. Materiatl roslinny pobierano do
badari z 5 plantacji produkcyjnych potozonych w réznych regionach Polski, uwzgled-
niajac 8 najcze¢sciej uprawianych odmian winorosli. Z kazdej plantacji i odmiany
pobierano losowo po 20 sztuk tozy w dwoéch terminach: przed przechowywaniem
listopad/grudzieni (termin I) i po 3-4 miesigcach przechowywania marzec/kwiecien
(termin II). Wyniki wykazaly, ze z wizualnie zdrowej tozy wyosobniono 2746 izola-
tow grzybow reprezentujacych 23 gatunki, z ktérych wigkszos¢ pochodzilo z tozy
badanej po przechowywaniu. Wykazano, ze Phomopsis viticola jest zdolny do latent-
nego rozwoju w tkankach winorosli w warunkach Polski bowiem izolaty tego grzyba
uzyskiwano z pozornie zdrowych roslin we wszystkich badanych szkétkach i termi-
nach badan. Sposréd innych gatunkéw grzybéw zasiedlajacych tozy dominowaty:
Alternaria alternata i Fusarium spp. Ponadto, w obu terminach badan izolowano
dos¢ czgsto Botrytis cinerea, Phoma spp., Epicoccum purpurascens i Cladosporium
cladosporioides, a w terminie 1 takze Acremonium spp. Kazdorazowo uzyskiwano
réwniez izolaty Trichoderma spp. i Gliocladium spp. Stwierdzone w badaniach kolo-
nizowanie tozy winorosli przez rézne gatunki grzybéw, w tym fitopatogeny, wskazu-
je na niebezpieczenstwo przenoszenia czynnikow chorobotwérczych na nowe plan-
tacje wraz z materiatlem rozmnozeniowym.
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