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Influence of temperature on mycelial growth and number of sclerotia
of Sclerotinia sclerotiorum the cause of Sclerotinia stem rot

Wptyw temperatury na wzrost grzybni i liczebnosc¢ sklerocjow
Sclerotinia sclerotiorum — grzyba powodujgcego zgnilizne twardzikowg

Andrzej Wéjtowicz'*, Ewa Jajor’, Marek Wéjtowicz®, Maria Pasternak’

Summary

The aim of the study was to determine the effect of temperature on mycelial growth of Sclerotinia sclerotiorum. Two isolates of
the pathogen collected in 2014 in two southern regions of Poland were used in the experiments. Sclerotia of both isolates were placed
on PDA (Potato Dextrose Agar) medium in Petri dishes and incubated at 10, 15, 20 and 25°C and number of days taken by mycelium to
fill Petri plate were recorded. Differentiating effect of isolate and temperature was observed in the study. The slowest mycelial growth
was observed at 10°C while the fastest at 25°C. Results of experiments were also used for determination of temperature on mycelial
growth with the use of exponential models.
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Streszczenie

Celem przeprowadzonych doswiadczen byto okreslenie wptywu temperatury na wzrost grzybni Sclerotinia sclerotiorum — sprawcy
zgnilizny twardzikowej. W badaniach zastosowano wybrane izolaty S. sclerotiorum, pochodzace z porazonych w roku 2014 roslin
rzepaku ozimego w wojewddztwach: opolskim i matopolskim. Sklerocja izolatéw umieszczano na pozywce PDA (Potato Dextrose Agar)
w temperaturze: 10, 15, 20 i 25°C i obserwowano wzrost patogena do dnia, w ktdrym stwierdzano zetkniecie grzybni z krawedzig
ptytki. Na podstawie uzyskanych wynikdw wykazano réznicujacy wptyw temperatury oraz izolatu na wzrost grzybni S. sclerotiorum.
Najwolniejszy wzrost odnotowano w temperaturze 10°C, a najszybszy w temperaturze 25°C. Wyniki przeprowadzonych doswiadczen
wykorzystano do matematycznego opracowania wptywu temperatury na rozwdj i wzrost S. sclerotiorum za pomocy réwnan
wyktadniczych.
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Wstep / Introduction

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary wystepuje
powszechnie na wielu kontynentach i charakteryzuje si¢
bardzo szerokim zakresem ro$lin gospodarzy. Poraza okoto
400 gatunkéw ro$lin (Purdy 1979). Stanowi powazne
zagrozenie dla roslin uprawnych o duzym znaczeniu
gospodarczym, takich jak: stonecznik, ziemniak, tyton,
pomidor, rodliny z rodziny bobowatych oraz kapusto-
watych, w tym rzepak (Boland i Hall 1994; Hegedus
i Rimmer 2005; Rimmer i wsp. 2007). Straty w plonach
wywolane porazeniem roslin przez S. sclerotiorum uza-
leznione s3 od stopnia podatnos$ci odmian oraz przebiegu
warunkéw meteorologicznych, z ktorych temperatura,
obok opadow oraz wilgotnosci powietrza i gleby odgrywa
kluczowa role (Koch i wsp. 2007; Wu i Subbarao 2008;
Wu i wsp. 2008). Wsrdd doniesien naukowych na temat
wplywu temperatury na rozwdj grzybni S. sclerotiorum
przewazaja opracowania pochodzace z 20. wieku (Coe
1944; Morgan 1952; Cappellini 1960; Porth 1966; Abawi
i Grogan 1975). W ostatnim dziesi¢cioleciu liczba publi-
kacji uwzgledniajacych t¢ tematyke jest znacznie skrom-
niejsza (Bolton i wsp. 2006). Wystepuja ponadto rdznice
w opiniach na temat optymalnej temperatury warunkujacej
przyrost grzybni. Wedlug jednych optymalna temperatura
dla rozwoju grzybni S. sclerotiorum nie przekracza 20°C
(Coe 1944; Morgan 1952), natomiast autorzy nowszych
prac uwazaja, ze jest zblizona do 25°C (Cuong i Dohroo
2006; Hoyte 2012). W zwiazku z powyzszym oraz z po-
wodu braku informacji o wplywie temperatury na rozwdj
grzybni wystepujacych w Polsce izolatow S. sclerotiorum
zasadnym wydaje si¢ ponowne podjgcie tej tematyki.

Celem pracy bylo okres§lenie w warunkach kontrolowa-
nych wplywu temperatury na wzrost grzybni oraz liczeb-
no$¢ sklerocjow S. sclerotiorum.

Materialy i metody / Materials and methods

Ze zgromadzonych w Zakladzie Mikologii Instytutu
Ochrony Roslin — Panstwowego Instytutu Badawczego
w Poznaniu kilkudziesieciu kultur grzyba S. sclerotiorum
pochodzacych z réznych rejonéw uprawy rzepaku w Pols-
ce, do do$wiadczen wybrano dwa izolaty. Wytypowano je
na podstawie zroéznicowania pod wzgledem budowy
morfologicznej grzybni powietrznej i tempa wzrostu na
pozywce PDA (Potato Dextrose Agar, Difco) oraz pato-
geniczno$ci. Pierwszy izolat charakteryzowat si¢ bardzo
obfita, szybko rosnaca grzybnia, natomiast drugi izolat rost
na pozywce wolniej, a jego grzybnia powietrzna byta
bardzo uboga. Uzyte w badaniu izolaty w przeprowa-
dzonych wczeséniej testach z zakazaniem ro$lin rzepaku
wyrdzniaty si¢ wysoka patogenicznoscig. Izolaty zostaty
zebrane z ros$lin rzepaku ozimego w roku 2014 w miejsco-
wosci Kubice, wojewddztwo opolskie (izolat 1) oraz
w miejscowosci Sidzina, wojewodztwo matopolskie
(izolat 2). Izolaty inkubowano w temperaturze 18°C
(Cappelli 1 wsp. 1998), przez 15 dni na pozywce PDA
w celu uzyskania sklerocjow S. sclerotiorum. Powstale
sklerocja pobierano, nastgpnie odkazano przez 1 minute
w 5% roztworze podchlorynu sodu i plukano pod biezaca

woda. Po osuszeniu sklerocja wykladano w centralnym
punkcie szalki Petriego o $rednicy 90 mm, gdzie wcze$niej
rozlano pozywke PDA w ilosci 20 ml na plytke. Plytki
inkubowano w komorach fitotronowych, bez dostepu
$wiatla, przy 4 réznych wartosciach temperatur: 10, 15,
20 i 25°C. W kazdej z badanych temperatur oceniano
wzrost grzybni analizowanych izolatéw na pieciu plytkach
Petriego. W okresie od umieszczenia sklerocjow na
pozywce PDA do dnia, w ktérym nastepowalo zetkniecie
grzybni z krawedzig plytki Petriego, co 24 godziny
mierzono $rednice przyrastajacej grzybni z dokladnoscia
do 1 mm. Pomiary $rednicy kolonii wykonywano kazdo-
razowo wedlug dwoch prostopadtych linii. Wykonano
cztery serie doswiadczen. Wyniki opracowano statystycz-
nie, z zastosowaniem regresji oraz analizy wariancji,
a istotnos¢ rdéznic oszacowano na poziomie 0,05.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Na podstawie przeprowadzonych do$wiadczen wykaza-
no réznicujacy wpltyw temperatury i izolatu na wzrost
grzybni S. sclerotiorum (tab. 1). Srednia liczba dni od
umieszczenia sklerocjow izolatu 1 na pozywce do dnia,
w ktorym S$rednica grzybni osiggneta krawedz plytki
wynosita 5,4 dni i byta istotnie mniejsza o $rednio 0,5 dnia
od liczby dni, w ktorych wystgpowat wzrost grzybni
izolatu 2 (6,1 dni). Temperatura réwniez miala wptyw
i modyfikowala wzrost grzybni badanego patogena.
Najwolniejszy wzrost grzybni S. sclerotiorum odnotowano
w temperaturze 10°C. W tych warunkach $rednia liczba
dni od umieszczenia sklerocjow na pozywce do dnia,
w ktorym grzybnia docierata do krawedzi plytki wynosita
9,3 dnia i byla istotnic wyzsza od zarejestrowanej w po-
zostatych temperaturach prowadzenia do$wiadczenia.
Podwyzszenie temperatury do 15°C skutkowalo istotnym
skroceniem analizowanego okresu rozwoju grzybni obu
izolatéw do 5,5 dnia. Uzyskany w tych warunkach wynik
byt istotnie wyzszy od rezultatdw odnotowanych w tem-
peraturach 20 i 25°C, ktére nie roznily si¢ statystycznie
1 wynosity odpowiednio 4,4 i 3,6 dnia.

Wyniki przeprowadzonych doswiadczen wykorzystano
do matematycznego opracowania wpltywu temperatury na
rozwoj grzybni S. sclerotiorum za pomoca nastepujacych
réwnan:

LdA = 3,351 +exp(3,793 + (-0,212) x T) (R*>=0,90)
LdB = 3,581 + exp(3,826 + (~0,198) x T) (R*=0,93)

LdA - liczba dni od umieszczenia sklerocjow na pozywce
do dnia, w ktoérym grzybnia izolatu 1 osigga srednicg 9 cm,
LdB - liczba dni od umieszczenia sklerocjow na pozywce
do dnia, w ktérym grzybnia izolatu 2 osigga Srednicg 9 cm,
T — temperatura,

R? — wspblezynnik determinacii.

Wykazane w niniejszej pracy zrdéznicowanie wzrostu
grzybni izolatow S. sclerotiorum koresponduje z wynikami
przedstawionymi przez Wu i Subbarao (2008), ktorzy
odnotowali istotne rdznice w karpogenicznym kietkowaniu
sklerocjow dwoch badanych izolatow tego patogena.
Szeroko zakrojone badania w tym zakresie przeprowadzili
Irani i wsp. (2011), ktorzy porownali 186 izolatow
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Tabela 1. Wplyw temperatury i izolatu Sclerotinia sclerotiorum na liczbe dni ($rednio) potrzebng na przerosnigcie przez grzybnig calej

powierzchni ptytki Petrirgo

Tablel. Effect of isolate of Sclerotinia sclerotiorum and temperature on number of days taken by mycelium to fill Petri plate
Doswiadczenie Temperatura — Temperature / Dni — Days
Experiment 25°C 20°C 15°C 10°C $rednio — mean
Izolat 1- Izolate 1 3,5 4,2 5,1 8,7 54a
Izolat 2 — Izolate 2 3,8 47 5,9 10,0 6,1 b
Srednio — Mean 36 A 44 A 55B 93C

Srednie oznaczone ta samg litera nie réznig si¢ istotnie wedtug testu Tukeya (p = 0,05). Male litery zastosowano do wyrazenia roznic w wierszach. Duze

do wyrazenia réznic w kolumnach

Means followed by the same letter are not significantly different according to Tukey’s test (p = 0.05). Significance of data differences in row are
expressed by small letters. Significance of data differences in column are expressed by capital letters

Tabela 2. Wplyw temperatury i izolatu Sclerotinia sclerotiorum na $rednia liczbg uzyskanych sklerocjow
Table 2. Effect of isolate of Sclerotinia sclerotiorum and temperature on number of sclerotia

Doswiadczenie Temperatura — Temperature / Liczba sklerocjow — Number of sclerotia
Experiment 25°C 20°C 15°C 10°C $rednio — mean
Izolat 1 — Izolate 1 27,7 30,8 27,2 13,1 247 a
Izolat 2 — Izolate 2 259 249 22,0 12,1 212a
Srednio — Mean 26,8 B 27,8 B 24,6 B 12,6 A

Srednie oznaczone ta sama litera nie roznia si¢ istotnie wedtug testu Tukeya (p = 0,05). Male litery zastosowano do wyrazenia roznic w wierszach. Duze

do wyrazenia réznic w kolumnach

Means followed by the same letter are not significantly different according to Tukey’s test (p = 0.05). Significance of data differences in row are
expressed by small letters. Significance of data differences in column are expressed by capital letters

S. sclerotiorum pochodzacych z Azerberjdzanu oraz Iranu
i wykazali réznicujacy wplyw izolatu na tempo wzrostu
grzybni tego patogena. Hoyte (2012) natomiast wsrod
13 badanych izolatow S. sclerotiorum zaobserwowal
12 nier6znigcych si¢ istotnie pod wzgledem wzrostu
grzybni.

Przedstawione w pracy wyniki badan nad wplywem
temperatury na wzrost grzybni S. sclerotiorum sa zgodne
z rezultatami doswiadczen Cuonga i Dohroo (2006), ktorzy
analizujgc czas od nalozenia fragmentow grzybni S. scle-
rotiorum na pozywke PDA do osiagnigcia przez grzybnie¢
9 cm Ssrednicy w temperaturze wynoszacej: 10, 15,
20 i 25°C odnotowali odpowiednio nastepujace wyniki:
10, 7, 5, 4 dni. Podobne rezultaty badan zaprezentowali
Cappellini (1960) oraz Abawi i Grogan (1975), ktérzy
wykazali najwigkszy przyrost grzybni w temperaturze
20 i 25°C. Natomiast w do$wiadczeniach Coea (1944)
i Morgana (1952) optymalna temperatura przyrostu grzyb-
ni S. sclerotiorum miescila si¢ odpowiednio w zakresie
19-20°C oraz 15,5-20°C. Interesujace wyniki badan
ukierunkowanych na okre$lenie wptywu temperatury na
wzrost grzybni S. sclerotiorum przedstawit Porth (1966),
ktory poréwnat przyrost suchej masy grzybni w tempera-
turze 16, 20 oraz 24°C i wykazal, ze 6smego dnia od
umieszczenia grzybni na pozywce w temperaturze 24°C
sucha masa grzybni byfa 1,5 i 13 razy wigksza od uzys-
kanej w eksperymentach prowadzonych odpowiednio
w temperaturze 20 i 16°C. Miki¢ i wsp. (2014) porownujac
wplyw temperatury wynoszacej 15, 22 i 30°C na wzrost
S. sclerotiorum na pozywce PDA odnotowali istotne
réznice w rozwoju grzybni w zastosowanych tempera-
turach. Najszybszy przyrost grzybni wystapit w temperatu-
rze 22°C, a najwolniejszy w temperaturze 30°C. Istotny

zwigzek rozwoju grzybni S. sclerotiorum z temperatura
stwierdzit rowniez Hoyte (2012), ktory z zastosowaniem
modelu termodynamicznego okreslit warto$¢ optymalnej
temperatury rozwoju grzybni zastosowanego w badaniach
izolatu S. sclerotiorum wynoszaca 24,2°C. Réznicujacy
wplyw temperatury na wzrost grzybni S. sclerotiorum
potwierdzili rowniez Wu 1 wsp. (2008), ktorzy wykazali
przyspieszenie rozwoju grzybni w nastepstwie podwyz-
szania temperatury w zakresie od 5 do 25°C oraz zwolnie-
nie analizowanego procesu w efekcie zastosowania tempe-
ratury wynoszacej 30°C. Na podstawie wynikoéw tych
doswiadczen Wu i wsp. (2008) zaproponowali wiclomian
drugiego stopnia do opisania wplywu temperatury na
przyrost grzybni w okresie 24 godzin od umieszczenia
grzybni na pozywce. Nieliniowy charakter przyrostu
grzybni S. sclerotiorum wykazany przez Wu i wsp. (2008)
oraz Hoyte (2012) koresponduje z matematycznym opisem
analizowanych czynnikdw przedstawionym w niniejszej
pracy z wykorzystaniem rownania wyktadniczego.
Przeprowadzone obliczenia statystyczne wykazaly
rowniez roznicujacy wptyw temperatury na liczbg skleroc-
jow badanego patogena (tab. 2). Najwiecej sklerocjow
($rednio 24,6-26,8 sztuk) uzyskano w temperaturze odpo-
wiednio 15-25°C. Mniej o polowg tych form przetrwal-
nikowych ($rednio 12,6 sztuk) powstalo w temperaturze
10°C, a ich liczba roznita si¢ istotnie od stwierdzonych
w do$wiadczeniach przeprowadzonych przy wyzszych
wartosciach temperatur. Wykazany na podstawie wynikow
przeprowadzonych eksperymentéw wplyw temperatury na
liczbe sklerocjow wskazuje na rosngce prawdopodo-
bienstwo pogorszenia stanu fitosanitarnego gleby i zwigk-
szenia zagrozenia roslin zywicielskich porazeniem przez
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S. sclerotiorum w nastgpstwie przewidywanego ocieplenia
klimatu.

W przeprowadzonych badaniach nie stwierdzono
roznic w liczbie sklerocjow miedzy badanymi izolatami.
Uzyskane wyniki s3 w czesci zgodne z rezultatami badan
Cuonga i Dohroo (2006), ktérzy poréwnali liczbe
sklerocjow w temperaturze: 5, 10, 15, 20 oraz 25°C i nie
wykazali istotnych roznic miedzy wynikami eksperymen-
tow przeprowadzonych w temperaturze w zakresie od
10 do 25°C. Podobne rezultaty badan przedstawili Abawi
i Grogan (1975), ktérzy stwierdzili najwickszg liczebnos¢
sklerocjow w temperaturze 20 i 25°C.

Wykazany w pracy wpltyw podwyzszenia temperatury
w zakresie 10-25°C na S. sclerotiorum pozwala zakladac,
ze przewidywane zmiany warunkéw klimatycznych beda
oddziatywa¢ stymulujaco na rozwdj tego patogena, co jest
zgodne z tezami prezentowanymi przez Siebold i Tiede-
manna (2012), ktérzy prognozuja wczesniejsze o 5—7 dni
kietkowanie sklerocjow na wiosne w nastepstwie podwyz-
szenia temperatury o 2°C.

Omawiajac znaczenie ocieplenia klimatu Siebold i Tie-
demann (2012) zwracaja jednoczes$nie uwage na dominu-
jaca rolg warunkow wilgotnosciowych w ksztaltowaniu
zasiggu 1 nasilenia zgnilizny twardzikowej. Powyzsza

ktorzy wykazali istotny wzrost liczby kietkujacych
sklerocjow w efekcie podwyzszenia potencjalu wodnego
z —0,3 do —0,01 MPa. Podsumowujac rozwazania na temat
wplywu ocieplenia klimatu na zagrozenie rzepaku przez
S. sclerotiorum mozna zaklada¢ wzrost znaczenia
zgnilizny twardzikowej, zwlaszcza w sezonach charaktery-
zujacych si¢ warunkami wilgotnosciowymi speltniajacymi
wymagania patogena.

Whioski / Conclusions

1. Odnotowany w doswiadczeniach wpltyw temperatury
otoczenia na wzrost grzybni i liczebno$¢ sklerocjow
S. sclerotiorum wskazuje na znaczenie temperatury
w epidemiologii zgnilizny twardzikowe;.

2. Wysoka warto$¢ wspolczynnika determinacji réwnan
matematycznych opisujacych wpltyw temperatury na
wzrost grzybni S. sclerotiorum $wiadczy o dobrym
dopasowaniu opracowanych modeli do danych empi-
rycznych.

3. Uzyskane wyniki pozwalaja prognozowac szybsze
tempo wzrostu grzybni S. sclerotiorum w nastgpstwie
przewidywanego podwyzszenia temperatury otoczenia.

opinia jest zbiezna z wynikami Wu i Subbarao (2008),
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