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BiOpreparat z wyciagu z grejpfruta — postep w biologicznej

B ochronie roslin przed chorobami

BioPl’eparate from Grapefruit Extract — Progress in Biological Control of Plant Diseases

Mimo ogromnego poste¢pu, jaki nastapil w minionym dziesigcioleciu w za-
i‘f?s.ie badan nad wykorzystaniem mikroorganizméw, kompostéw i wyciagéw
%Slinnych oraz niektérych nawozéw w zwalczaniu patogenéw glebowych i na-
rlsE“.YCh, biopreparaty stanowig ciagle niewielki udzial w programach ochrony
SOSlm, Warto$é biopreparatéw nie przekracza 1/30 og6tu sprzedawanych pe-
§chydf3w (Lisansky i Coombs 1994; Stetter1998). Ograniczenie stosowania
niOdkow chemicznych w wielu krajach przyczynia si¢ z pewnosScia do rozwija-
wa badan nad biologicznym zwalczaniem chor6b roslin. W Polsce zarejestro-
ano dotychczas kilkana$cie biopreparatéw i w grupie tej znajduje si¢ Bio-
iept '33 SL, zawierajacy jako substancj¢ biologicznie czynng 33% wyciagu
St€ipfruta (Citrus x paradisi Macfad). Badania nad wykorzystaniem tego wy-
48U W ochronie rodlin to okres minionych 10 lat. Angioni i in. (1998) oraz
i O¢dtke i in, (1999) stwierdzili bardzo silne hamowanie wzrostu in vitro Ba-
licuus Subtilis, Candida maltosa, Escherichia coli, Penicillium digitatum, P. ita-
™M, Proteus mirabilis, Serratia marcescens i Staphylococcus subtilis. W ba-
dniach whasnych wyciag z grejpfruta bardzo silnie hamowat wzrost strz¢pek
'Oridbni I?ODytis cinerea, form specjalnych Fusarium oxysporum, Myrothecium
¥ Um i grzybéw z rodzaju Phytophthora. Mniej wrazliwe na badany wyciag
zaty si¢ Alternaria alternata, Pythium ultimum i Rhizoctonia solani (Orli-



262 LESZEK B. ORLIKOWSKI, CZESEAW SKRZYPCZAK o

kowski, nie publik.). Zastosowanie wyciggu do opryskiwania roslin hamowal0
rozwoj Colletotrichum sp. na mg¢czennicy (Caceres i in., 1998) i Botrytis cineréd
na winorosli (Esterio i in., 1992). Doglebowe zastosowanie wyciagu z grejpP”
fruta w dawce 165 ug-cm? chronito co najmniej S0% gerbery przed Phytoph
thora cryptogea (Orlikowski i Skrzypczak, 2000).

Celem niniejszych badan byla ocena aktywnosci biologicznej wyciag¥
z grejpfruta w hamowaniu rozwoju fuzariozy naczyniowej gozdzika, szarej ple-
$ni tulipana, rdzy wierzby oraz plamistosci pierScieniowej difenbechii.

MATERIAL I METODA

Biopreparat. W badaniach stosowano preparat handlowy Biosept 33 SL (33% wyciag"
z grejpfruta) dostarczony przez firm¢ Cintamani — Polska. Stosowano go w dawkach od1
do 660 g substancji biologicznie czynnej na cm?.

Doswiadczenia szklarniowe i polowe

1. Ochrona gozdzika (Dianthus caryophyllus L.) przed fuzarioza naczyniowa. W 2 do—'
$wiadczeniach uzyto odmiang¢ Master wrazliwa na Fusarium oxysporum Schlecht.f. sp. diart
(Prill. & Del.) Sny. et Hans.(= Fod), izolat Gz 274. Do zakazenia substratu torfoweg0 &
przygotowano na pozywce z platkéw owsianych stosujac metodg¢ podang przez Orlikowski®
(1999). Przed sadzeniem goZzdzikéw oraz po 1, 2 i 4 tygodniach uprawy badano liczeb™ i
populacji patogena stosujac pozywke selektywna Komady (1975). Gozdziki sadzono do don!
czek o pojemnosci 1 dm?. Bezposrednio po sadzeniu rosliny podlano stosujac Biosept 33
w stezeniach 0,05 i 0,1% (50 cm® na pojemnik). Jako srodek standardowy uzyto Sarfun 3
(0,5 dm? karbendazymu/dm?). Doswiadczenie zalozono w ukladzie blokow kompletnie I "
wych w 4 powtdrzeniach po 10 roslin i powtérzono je dwukrotnie w odstepie 4 tygodni. Obsce.
wacje zdrowotnosci rolin prowadzono w odstgpach tygodniowych w ciggu trzymieSi‘?csz
uprawy. Po zakoficzeniu uprawy, gdy zwiedto wigkszo$¢ rolin kontrolnych przeprowd®s, o
analiz¢ porazenia wiazek przewodzacych gozdzikéw, mierzac diugosé nekrozy na PTZ"I“OJ
podhuznym pedu. ode-

2. Ochrona difenbachii (Dieffenbachia Schott compacta) przed Myrothecium roridum T ¢
Kulture grzyba przygotowano na agarze ziemniaczano-glukozowym (10 dni inkubacji Wte,m,
peraturze 25°C). Krazki grzybni o $rednicy 3 mm nanoszono na liscie difenbachii 24 god?l
przed ich opryskaniem lub 2 godziny po opryskaniu roélin. Jako fungicyd standardowy b
Gwarant 500 SC (0,5 dm? chlorotalonilu w 1 dm?). Aby utrzymaé na parapecie wilgo™ o
wzgledna powietrza powyzej 92%, zakazone rosliny przykryto cienka folia. Pomiary gredn!
plam przeprowadzono po 7 i 14 dniach od inokulacji. Doswiadczenie, powtérzone d‘."“
nie, zalozono w podobnym ukladzie jak z gozdzikami w 4 powtérzeniach po 3 rosliny-:
kazdy lis¢ (3 liScie na roSlinie) naniesiono po 3 krazki grzyba. cwiad

3. Ochrona tulipanéw (Tulipa gesneriana 1.) przed Botrytis tulipae (Lib.)Lind. W dOs“(’)'éﬁﬂ
czeniu wykorzystano naturalnie zakazone rosliny odm. ‘Lustige Witwe’, Opryskiwanie e
w odstepach tygodniowych rozpoczeto okoto 14 dni przed kwitnieniem tulipanow i kon
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OWano je do kofica maja, gdy liscie zaczely z6tknaé od wierzchotkéw. Jako srodek standardo-
WY uzyto Rovral Flo 255 SC (225 cm? iprodionu w dm?). Obserwacje dotyczyly liczby nekro-
Yycznych plam na lisciach, powstatych wskutek zakazenia przez B. tulipae. Z kazdego poletka
0 powierzchni 2 m? pobierano losowo po 10 lisci celem wykonania takich obserwacii.

4. Ochrona wierzby iwy (Salix caprea L. ‘Pendula’) przed Melampsora epitea (Kunze et
Schm) Thuem. W doswiadczeniu wykorzystano rosliny naturalnie zakazone przez grzyba. Przed
T9Zpoczeciem ochrony policzono liczbe lisci na pedzie oraz okreslono liczbe blaszek liscio-
Wych z widocznymi, pomaranczowymi urediniami patogena. Nastepnie rosliny opryskano dwu-
krotnie co 7 dni stosujac obok wyciagu z grejpfruta rowniez Saprol 190 EC (190 cm® triforyny
W 1dm?) jako fungicyd standardowy. Po tygodniu od wykonania ostatniego zabiegu okreslono
Procentows liczbe porazonych lisci oraz procent zaschnigtych urediniéw M. epitea. Doswiad-

“Zenie zatozono w uktadzie blok6w losowych w 4 powtérzeniach (po 3 rosliny) i powtérzono je
rzykrotnie.

WYNIKI I DYSKUSJA

L. Ochrona gozdzika przed fuzarioza naczyniowa. Podlanie roslin bezpo-
Stednio po ich sadzeniu do substratu torfowego, zakazonego przez F. oxyspo-
um f.sp. dianthi (Fod), spowodowato drastyczny spadek liczebnosci patoge-
Na (tab, 1),

Po 7 i 14 dniach liczebnos¢ Fod w podiozu byta co najmniej o 74% nizsza
anizeli w torfie podlanym tylko woda oraz o 60% nizsza anizeli w substracie
Potraktowanym karbendazymem. Po 4 tygodniach liczebno$¢ patogena wzro-
$ta, ale byla ona ciagle istotnie nizsza anizeli w podiozu kontrolnym. Nie
st_wierdzono istotnych réznic pomig¢dzy st¢zeniem wyciggu uzytego do podla-
a podtoza a jego aktywno$cia w stosunku do Fod (tab. 1). Zastosowanie
doglebowe wyciagu z grejpfruta, do ochrony gozdzikow przed Fod spowodo-
Walo, 7¢ pierwsze symptomy choroby pojawily si¢ 4 tygodnie p6zniej, anizeli
N2 roglinach kontrolnych. Po 12 tygodniach wyciag chronit co najmniej 3/5
80ZdzikGw przed Fod, podczas gdy karbendazym 2/5 (tab. 2). St¢zenie bio-
Preparatu nie miato istotnego wplywu na jego aktywnos¢ biologiczna. Anali-
% Zmiany zabarwienia wigzek przewodzacych gozdzika pod wplywem pato-
8cna wykazala, ze Fod rozprzestrzenial si¢ w roslinach podlanych wyciagiem
“ grejpfruta znacznie wolniej (o okoto 43%) anizeli w goZdzikach chronio-
Nych karbendazymem (tab. 2).

2. Ochrona difenbachii przed Myrothecium roridum Zastosowanie wycia-
8u 2 grejpfruta w stezeniu 330 pg/cm® po 24 godzinach od zakazenia lisci
PfZCZ patogena, spowodowato zahamowanie rozwoju nekrotycznych plam na
S¢iach o okoto 50% (tab. 3).
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Tab. 1. Wplyw wyciagu z grejpfruta na dynamike liczebnosci populacji Fusarium oxysporu
f.sp. dianthi w substracie torfowym; % zmniejszenia liczebnosci grzyba; populacja inicjaln:
1420 jednostek propagacyjnych w 1 g pow. suchego torfu
Influence of grapefruit extract on population dynamic of Fusarium oxysporum f.sp. dianthi
in peat; decrease of colony forming units number (in %); initial population: 1420 colony
forming units- g of air dry peat

Kombinacja ug subst. Tygodnie od zastosowania
Treatment biolog. czynnej na cm® Weeks after treatment
ug of a.i. per cm? 1 , 4
Kontrola Control - 0a 0a 0a
NS S EIoTHIS 167 87 b 81 b 48 b
Grapefruit extract
Wysiag;z grejpiruta 330 86 b 82 b 52 b
Grapefruit extract
Wirjage grcjpfrata 660 74 b 77 b 33 b
Grapefruit extract
Bamhendazm 500 10 a 17 b 0a
Carbendazim
Uwaga: Srednie w kolumnach oznaczone ta sama litera nie réznia si¢ istotnie (5% Wg testd
Duncana).
Note: Means followed by the same letter do not differ significantly (5% according to Dot
can’s test) i A PSR

Tab. 2. Aktywnos¢ biologiczna wyciagu z grejpfruta w ochronie gozdzika
przed Fusarium oxysporum f.sp. dianthi
Biological activity of grapefruit extract in the control
of Fusarium oxysporum f.sp. dianthi on carnation ’

4‘_./‘ |
Kombinacja ug subst. biolog. Liczba porazonych ro§lin - Dhugos¢ zbrazowienid
Treatment czynnej nacm®  (n=10) po 12 tygodniach wiazek przewodz. (mm) i
ug of a.i. per cm®* Number of diseased plants ~ Length of vessels
(n=10) after 12 weeks discoloration (mm) ‘
Kontrola Control - T8 6 54,6 ¢
Wyciag z grejpfruta 165 40 a 295 a |
Grapefruit extract |
Wyciag z grejpfruta 330 375 a 322 a 4
Grapefruit extract .
bt 500 575 b 408 b
Carbendazim
Uwagi: Patrz tab. 1; Note See Tab. 1 1 Ao SE

B
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Tab. 3. Wplyw preparatu Biosept 33 SL zastosowanego do jednorazowego opryskiwania,
na rozwdj nekrozy na lisciach difenbachii zakazonych przez Myrothecium roridum;
S§rednica nekrozy w mm po 7 dniach
Influence of Biosept 33 SL, applied once as spray on the necrosis development
on dieffenbachia leaves inoculated with Myrothecium roridum:;
diam of necrosis (mm) after 7 days

Kombinacja g subst. biol. Zakazenie 2 godz. Zakazenie 24 godz.
Treatment czynnej na cm? po opryskaniu przed opryskaniem
pg of a.i. per cm? Inoculation 2 hr Inoculation 24 hr
after spraying before spraying
Kontrola Control - 128d 128d
W . .
yciag z g.rejpfruta 165 116 d 69b
Grapefruit extract
W . .
yciag z grejpfruta 330 9.1 ¢ 5.1 ab
Grapefruit extract
Chlorotalonil 1000 51 ib 1%

Chlorothalonil

UWagi: Patrz tab. 1; Note: See Tab. 1

Aktywno$¢ biologiczna biopreparatu w tym stgzeniu byla podobna jak
Skuteczno$¢ chlorotalonilu. Zastosowanie biopreparatu profilaktycznie, 2
80dziny przed inokulacja lisci przez M. roridum, spowodowalo réwniez istot-
e ograniczenie rozwoju choroby. Lepsze wyniki uzyskano, gdy biopreparat
Uzyto w nizszym stezeniu (tab. 3).

3. Ochrona wierzby iwy przed Melampsora epitea. Grzyb, powodujacy
Idze, rozwijat si¢ bardzo szybko na roslinach. W ciagu 3 tygodni od rozpocze-
Cia doswiadczenia, liczba porazonych lisci na pedach nie chronionych (kon-
trola) wzrosta ponad dwukrotnie (tab. 4).

Gdy roéliny opryskano dwukrotnie wyciagiem z grejpfruta lub triforyna,
Tdza rozwijata si¢ na lisciach tylko sporadycznie. Analiza urediniéw na chro-
Nionych lisciach wykazata, ze zar6wno biopreparat jak réwniez i fungicyd po-
Wodowaly brgzowienie i wykruszanie si¢ okolo 1/4 skupien zarodnikéw
(tab. 4). Na liSciach ro§lin kontrolnych zaschnigte uredinia wystgpowaly tylko
Sporadycznie.

4. Ochrona tulipanéw przed Botrytis tulipae. Wykonanie 5 opryskiwan
tulipan6w, naturalnie zakazonych przez B. tulipae, spowodowalo istotne za-
hamowanie rozwoju szarej ple$ni na liSciach, zaréwno przy stosowaniu wycia-
8U z grejpfruta, jak i iprodionu (ryc. 1). W ochronie przed szara plesnia bar-
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—
Tab. 4. Aktywnos¢ biologiczna wyciagu z grejpfruta w ochronie wierzby iwy
przed Melampsora epitea; 2 opryskiwania co 7 dni; obserwacja: 2 tygodnie
po ostatnim opryskaniu
Effectiveness of grapefruit extract in the control of rust (Melampsora epitea)
on Salix caprea ‘Pendula’; 2 spraying at weekly intervals; observation: 2 weeks
after last spray
B
Kombinacja ug subst. biol. Inicjalny % % porazonych % zaschnigtych
Treatment czynnej nacm®  porazenia lisci lisci urediniow
ug of a.i. na pedzie % of diseased % of withering
per cm? Initial % of leaves uredinia
diseased leaves
per shoot
Kontrola Control - 41 b 9120 0,3 a
ibanll R e Y 35 ab 415 a 215 b
Grapefruit extract
THpa 285 29 a 472 a 272 b
Triforine

Uwagi: Patrz tab. 1; Note: See Tab. 1. S

20 d I
18 [ GE = wyciag z grejpfruta/grapefruit extract
c
9% 16
23 14 .
T a12 B
-
¥ Srelo .
38 s i (ol
© 3 6 ab G YOl S
= a
38 4 o B
w =
(0] -
Kontrola/Control Iprodione 500 GE 660

Stezenie - Concentration pg-cm?

Ryc. 1. Aktywnos¢ biologiczna wyciagu z grejpfruta w ochronie tulipanéw przed Botryis

tulipae; opryskiwanie co 7dni

Biological activity of grapefruit extract in the control of Botrytis tulipae on tulips;

spraying at 7-day-intervals

pr
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dzo istotne okazalo si¢ stezenie biopreparatu. Istotnie najwyzszy efekt
Ochronny uzyskano, gdy biopreparat zastosowano w stez. 0,2%, bowiem jego
aktywnosé biologiczna byta nawet wyzsza anizeli iprodionu (ryc. 1).

Z dotychczasowych badat in vitro i in vivo aktywnoSci biologicznej wycia-
8u z grejpfruta wynika, ze kilka zwiazkéw zawartych w owocach Citrus x para-
disi, w tym triclosan, chlorek benzetoniny i 7-geranokumaryna, moze hamo-
Wa¢ rozwdj bakterii i grzybow (Angioni i in. 1998, Woedtke i in. 1999). Istotne
$3 réwniez wyniki badan Esterio i in. (1992) wskazujace, ze skutecznos¢ wy-
Ciggu z grejpfruta w ochronie winorosli przed B. cinerea byla podobna jak
fungicyd6w zawierajacych w swoim sktadzie benomyl i winklozoling. Badania
(Orlikowskiego 2001) nad mechanizmem oddzialywania badanego bioprepa-
Tatu na Phytophthora cryptogea, wniosly szereg nowych danych, dotyczacych
aktywnosci biologicznej wyciagu. Dodany do pozywki juz w dawce 40 pug-cm?
Ograniczat wzrost grzybni o okoto 50%. W koncentracji pigciokrotnie nizszej
Wyciag z grejpfruta hamowat bardzo drastycznie formowanie si¢ zarodni ptyw-
kowych P. cryptogea oraz kietkowanie zoospor. Przy wzroscie stgzenia do
200 ug-cm™ badany wyciag powodowat rozpad strzgpek grzybni patogena.
Efektem tego bezposredniego oddzialywania wyciagu na badany gatunek
grzyba jest drastyczne zahamowanie jego rozwoju. Znajduje to potwierdze-
Nie po wprowadzeniu wyciagu z grejpfruta do podioza, zakazonego przez P.
cnyptogea. Juz w ciggu pierwszego tygodnia liczebnos¢ patogena spada o oko-
10 80% i stan ten utrzymuje si¢ w ciagu nastepnych 3 tygodni. W praktyce, ten
efekt oddzialywania biopreparatu na patogena widoczny jest w co najmniej
50% ograniczeniu rozwoju fytoftorozy (Orlikowski i Skrzypczak, 2000). W ni-
Niejszych badaniach, drastyczny spadek liczebnosci jednostek propagacyjnych
F. oxysporum f.sp. dianthi w substracie torfowym, podlanym wyciagiem z grej-
Pfruta, mégt byé spowodowany, obok zahamowania wzrostu grzybni, ograni-
Czeniem formowania si¢ zarodnikéw konidialnych oraz chlamydospor. O bez-
Posrednim oddzialywaniu biopreparatu na grzyba moga réwniez Swiadczy¢
Wyniki uzyskane z ochrong tulipanéw przed B. tulipae. Wzrost aktywnosci bio-
10giczncj biopreparatu wraz z podnoszeniem jego stgzenia moze byc zwiaza-
Ny z hamowaniem tworzenia si¢ nowych strzgpek grzybni oraz zarodnikéw
konidialnych B. tulipae. Ich brak lub tylko niewiclkie zarodnikowanie patoge-
Na wplywato zapewne na jego sporadyczne rozprzestrzenianie si¢ w nasadze-
Niach tulipanéw. Na bezposrednie oddziatywanie wyciagu z grejpfruta na grzy-
by chorobotwoércze dla roslin wskazuja réwniez dane z ochrona wierzby przed
Melampsora epitea. Juz po dwukrotnym opryskaniu roSlin roztworem biopre-
Paratu zbrunatniato i wykruszylo si¢ okoto 1/4 urediniéw patogena. Jest praw-

.
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dopodobne, ze proces ten postgpuje w czasie. Podobne oddziatywanie nd
omawianego patogena obserwowano réwniez przy zastosowaniu do ochrony
wierzby azoksystrobiny (Orlikowski i Marasek, 2000).

Analizujac mechanizm oddzialywania wyciagu z grejpfruta na grzyby cho-
robotwoércze nie mozna réwniez wykluczy¢ indukowania przez niego odpor
nosci roslin na patogeny. Zagadnienie to bedzie przedmiotem dalszych ba”
dan.
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SUMMARY

Biological activity of grapefruit extract (a.i. of Biosept 33 SL) against Fusarium oxyspo-
"um f.sp. dianthi on carnation, Myrothecium roridum on dieffenbachia, Melampsora epitea on
Willow and Botrytis tulipae on tulip was evaluated. The biopreparate was applied as peat drench
Or as plant spray at conc. from 165 to 660 ug-cm™. When applied as peat drench grapefruit
EXtract drastically reduced the number of colony forming units of F. oxysporum f.sp. dianthi in
Peat and protected at least 60% of carnations. Application of the product as plant spray strong-
y inhibited the development of Myrothecium leaf spot of dieffenbachia, willow rust and tulip
8rey mould.



