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WPROWADZENIE I CEL BADAN

Duze nasilenie koncentracji uprawy ro$lin wokét zaktadow przetworczych oraz
skracanie rotacji roslin w ptodozmianie, jak réwniez coraz wigkszy udziat w nim roslin
okopowych i kapustowatych, wplywa na wzrost zagrozenia ze strony w/w chorob
i szkodnikéw dla upraw ziemniaka i buraka cukrowego. Groznym, kwarantannowym
szkodnikiem upraw ziemniaka jest mgatwik ziemniaczany Globodera rostochiensis,
powodujacy straty plonu dochodzace do 80%. Wsrod chordb bakteryjnych duze problemy
stwarzajag Clavibacter michganansis subsp. sepedonicus (Cms) sprawca bakteriozy
pierscieniowej ziemniaka oraz Pectobacterium sp. czynnik etiologiczny czarnej ndzki. Z kolei
duze zagrozenie dla buraka cukrowego stanowig Aphanomyces cochlioides i Rhizoctonia
solani, ktore sg ekspansywnymi patogenami porazajacymi siewki (zgorzel siewek buraka)
oraz doroste ro$liny (zgnilizny korzeni). Rizomania — to wazna pod wzgledem gospodarczym
choroba buraka cukrowego powodowana przez wirusa BNYVV, ktorego wektorem jest
grzybopodobny pierwotniak Polymyxa betae. Wymienione czynniki powoduja powazne straty
siggajace nawet do 50-80% plonu. Do wzrastajacej presji czynnikdw chorobotwoérczych
przyczynia si¢ takze wykorzystywanie nawozowe li§ci ro§lin okopowych.

Wdrazajac do praktyki ekologiczng ochrone roslin okopowych przed chorobami
wykorzystuje si¢ metode agrotechniczng, hodowlang i bazujaca na naturalnie wystgpujacych
substancjach bioaktywnych (Klimach i in. 1996, Géra 1996, Bartynska, Budzikur-Ramza
2001, Nowakowski 2002, Tyburski i in. 2004, Nowakowski 2013, Pastuszewska i in. 2013).

W ochronie przed rizomaniag duze znaczenie ma hodowla odpornosciowa, jednak
odporne odmiany buraka nie gwarantuja pelnego bezpieczenstwa plonu ze wzgledu na
patotypy coraz czeScie] przelamujace istniejaca odpornos¢. Wskazane jest zatem
poszukiwanie czynnikow, ktore mogtyby efektywnie ogranicza¢ rozwdj nosiciela choroby.
Najwieksze straty w plonie buraka cukrowego moze wywota¢ choroba grzybowa lisci —
chwoscik, powodowana przez Cercospora beticola. Poszukiwanie efektywnych w ochronie
ziemniaka 1 buraka cukrowego substancji bioaktywnych jest konieczne w warunkach
nasilonego wystepowania chorob 1 szkodnikdw oraz niewystarczajacej skutecznosci
i niewielkiej ilosci stosowanych dotad srodkow ochrony roslin. Brak dostatecznej wiedzy oraz
problemy organizacyjne i finansowe przy ksztattowaniu korzystnej pod wzgledem
fitosanitarnym agrotechniki, zbyt duza wrazliwo$¢ na patogeny odmian deklarowanych jako
odporne oraz ograniczenia w przepisach w zakresie stosowania dostepnych srodkéw ochrony
ros$lin rowniez zmuszajag do poszukiwania metod biologicznych ograniczania rozwoju
I wystepowania agrofagow. Dane literaturowe wskazuja na rosngce zainteresowanie
biologicznymi metodami zwalczania wymienionych patogendéw (Heijbroek i in. 1998,
Chitwood 2002, Naraghi i in. 2014). Udowodniono juz, Ze rosliny stosowane w uprawie jako
miedzyplon, np. niektére odmiany gorczycy biatej i rzodkwi oleistej, zmniejszaja liczebnos¢
nicieni oraz patogenow grzybowych w glebie (Heijbroek i in. 1998, Tyburski i in. 2004,
Blazevi¢ i in. 2010, Daub i Westphal 2011, Valdes i in. 2011, Nowakowski 2013). Zwiazki
aktywne tych roSlin, takie jak glukozynolany i produkty ich hydrolitycznego rozktadu, sa
opisywane jako silne czynniki o dziataniu antynicieniowym, przeciwgrzybowym,
przeciwbakteryjnym, a takze allelopatycznym (Vig i in. 2009). Interesujgce wyniki uzyskano
ponadto stosujac suche ekstrakty kilku innych ro$lin z rodziny kapustowatych w celu



zahamowania rozwoju populacji matwika ziemniaczanego (Aires 1 in. 2009).
Najskuteczniejsza okazata si¢ rukiew wodna. Z kolei bylica roczna (Artemisia annua L.)
znana jest jako ro$lina o udokumentowanym dzialaniu przeciwpierwotniakowym
I przeciwwirusowym, ale réwniez przeciwgrzybowym, przeciwbakteryjnym
I przeciwnowotworowym (Liu i in. 2001, Tu 2011, Lubbe i in. 2012). Substancja aktywna
W duzej mierze odpowiedzialng za obserwowane efekty jest artemizyna, ale synergistycznie
moga oddzialywa¢ pozostate sktadniki biomasy (Elfawal i in. 2012), m.in. flawonoidy czy tez
endofity. Wymienione rosliny lecznicze zostaty wtaczone do badan.

W ramach realizacji niniejszego projektu zaplanowano takze przeprowadzenie oceny
przydatnosci sanitarnej gatunku Solanum sisymbriifolium (psianka stuliszolistna), ktory jak
wykazaly wcze$niejsze badania, wyroznia si¢ duza efektywnosciag w zakresie ograniczania
rozwoju nicieni w glebie i posiada znaczny potencjal jako czynnik grzybostatyczny (Scholte
2000, Tyburski i in. 2005, Szymczak-Nowak i in. 2007, Nowakowski 2010).

Przeprowadzone wczedniej przez autoroOw projektu badania wskazuja na to, ze
ekstrakty z biomasy wybranych, testowanych roslin beda mogly zosta¢ wykorzystane
w praktyce rolniczej do ograniczenia nasilenia wystgpowania trudnych do zwalczania
grzybow polifagicznych, organizmow grzybopodobnych, bakterii chorobotwdrczych i nicieni
groznych dla buraka cukrowego i ziemniaka. Konieczne jest jednak potwierdzenie
uzyskanych wczesniej wynikoéw badan w kolejnym roku, umozliwiajacym powtdrzenie serii
doswiadczen.

Testy laboratoryjne i polowe, umozliwiajace selekcje ekstraktow z substancjami
bioaktywnymi zaplanowano w bydgoskim Oddziale Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roslin
— Pafnstwowy Instytut Badawczy we wspotpracy z Katedra Agroekosystemoéw na
Uniwersytecie Warminsko—Mazurskim (UWM) w Olsztynie. Wymieniona Katedra posiada
duze do$wiadczenie w zakresie ekologicznej uprawy i ochrony roslin okopowych (m. in.
z zastosowaniem Solanum sisymbriifolium), ktore sg przedmiotem badan we wnioskowanym
projekcie. Badana zostanie reakcja kolekcjonowanych izolatow i1 form agrofagdw na rézne
ekstrakty 1 ich stezenia. Do badania dziatania antynicieniowego wykorzystany bedzie test
zuzyciem ptytek wielodotkowych, barwienia fluorescencyjnego z uzyciem mikroskopu
fluorescencyjnego zaopatrzonego w zestaw specjalistycznych filtrow oraz metoda wazonowa.
Obserwacje zachowania nicieni beda prowadzone za pomoca mikroskopu odwroconego,
w okreslonych odstepach czasu po zadziataniu ekstraktu. Do$wiadczenie okreslajace dziatanie
przeciwgrzybowe 1 antybakteryjne substancji bioaktywnych przeprowadzone bedzie
Z uzyciem podlozy wzrostowych metoda dyfuzyjna i zatrutych podlozy. Efekt dziatania
ekstraktow na Polymyxa betae zostanie sprawdzony z zastosowaniem metod molekularnych -
w toku reakcji RT-PCR. Dodatkowo prowadzone bedg bezposrednie obserwacje
mikroskopowe przy uzyciu mikroskopu odwrdconego oraz  fluorescencyjnego -
doswiadczenia na wyizolowanych zoosporach.

W ramach realizacji projektu pt. ,,Wykorzystanie w ekologicznej uprawie naturalnych
substancji wspierajagcych zdrowotno$¢ roslin okopowych” wymienione wczesniej zespoly
pracownikow IHAR-PIB i UWM przeprowadzily badania polowe i laboratoryjne dotyczace
oceny dzialania ekstraktéw wybranych roslin sanitarnych w zakresie ograniczania rozwoju
grzybow, glonowcoéw grzybopodobnych, bakterii i nicieni.



Koncowym etapem badan autorow bedg prace majgce na celu przygotowanie
wdrozenia przyjaznej dla $rodowiska metody ochrony ziemniaka i buraka cukrowego,
z zastosowaniem wybranych, skutecznych i tanich substancji bioaktywnych. Potwierdzenie
pozytywnych efektow stosowania ekstraktu z wybranego gatunku/6w roslin pozwoli na
przygotowanie dokumentoéw do zlozenia przez zainteresowang instytucj¢ wniosku o uznanie
ekstraktu za substancj¢ podstawowa.

Celem projektu jest zatem opracowanie efektywnej, alternatywnej do chemicznej,
metody ochrony roslin buraka cukrowego przed R. solani, A. cochlioides, C. beticola i P.
betae, a takze ochrony ziemniaka przed Cms, Pectobacterium sp. i G. rostochiensis,
z wykorzystaniem ekstraktow roslinnych zawierajacych substancje hamujace rozwoj
agrofagow.

2. METODY, WARUNKI | ZAKRES BADAN

2.1. Metody badan

Wyniki prezentowane w niniejszym sprawozdaniu pochodza z badan realizowanych
w bydgoskim oddziale Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roslin — PIB we wspotpracy
z Katedra Agroekosystemow na Uniwersytecie Warminsko—Mazurskim w  Olsztynie.
Oceniana byta reakcja wybranych izolatow i form agrofagow ziemniaka i buraka cukrowego
na rézne ekstrakty roslinne 1 ich zréznicowane st¢zenia. Do badania dziatania
antynicieniowego ekstraktow wykorzystano test laboratoryjny =z uzyciem plytek
wielodotkowych oraz doswiadczenie wazonowe. Obserwacje zachowania nicieni byly
prowadzone za pomocg mikroskopu odwroconego, w okreslonych odstepach czasu po uzyciu
ekstraktu. Doswiadczenie okreslajagce dziatanie antybakteryjne 1 przeciwgrzybowe substancji
bioaktywnych przeprowadzono z uzyciem podtozy wzrostowych metoda zawiesinowa,
zatrutych podlozy i krazkowo-dyfuzyjna. Efekt dziatania ekstraktow na Polymyxa betae zostat
sprawdzony z zastosowaniem metod molekularnych - w toku reakcji RT-PCR. Dodatkowo
prowadzono bezposrednie obserwacje mikroskopowe przy uzyciu mikroskopu odwroconego,
podczas doswiadczen na wyizolowanych zoosporach.

Badania mialy umozliwi¢ ocen¢ wplywu substancji bioaktywnych pochodzacych
z gorczycy bialej, rzodkwi oleistej, katranu abisynskiego, pieprzycy siewnej, psianki
stuliszolistnej, rukwi wodnej, czosnku pospolitego, bylicy rocznej i barszczu Sosnowskiego
na ograniczenie rozwoju agrofagow: Cms, Pectobacterium sp., A. cochlioides, C. beticola, G.
rostochiensis, P. betae i R. solani. W eksperymentach sprawdzono rowniez oddziatywanie 17
olejkdéw eterycznych na zachowanie wyzej wymienionych mikroorganizméw i szkodnikow.

2.2. WarunKki i zakres badan

W potowie maja na polu doswiadczalnym IHAR-PIB w Bydgoszczy wysiano rzodkiew
oleistg odmiany Romesa, gorczyce biala odmiany Bardena, katran abisynski odmiany
Borowski oraz psianke stuliszolistng. W okresie poczatku kwitnienia danej odmiany pobrano
material badawczy w celu przygotowania ekstraktow z czesci nadziemnej (rys. 1, 2, 3 i 4).
Czg$¢ roslin pozostawiono na poletkach w celu zebrania nasion. W fitotronie wysiano



pieprzyce siewng, rukiew wodng oraz bylic¢ jednoroczng (temperatura 21°C, fotoperiod 14/10
dzien/noc) (rys. 5).

Rys. 3. Uprawa katranu abisynskiego odmiany Borowski



Rys. 5. Uprawa pieprzycy siewnej (lewa strona) i rukwi wodnej (prawa strona) w komorze
wegetacyjnej

Rys. 6. Pozyskiwanie soku wyciskarka firmy Meku typ R32



Material roslinny pobrany z poletek do§wiadczalnych cigto na fragmenty o dtugosci 2-3
cm 1 poddano suszeniu w temp. 30°C. Z pozostalej czesci §wiezej masy roslinnej wycisnigto
sok wyciskarkg firmy Meku typ R32 (rys. 6) oraz przeznaczono do traktowania wysoka
temperaturg (taznia wodna, 90°C, 20 min.) w celu aktywacji enzymu mirozynazy.

W kazdym przypadku otrzymany sok z ro$lin przesaczono przez sito o otworach 0,25 mm
i wirowano (8000 obr. min.?, 10 min.) (rys. 7). Otrzymany supernatant zamrazano
w temperaturze -20°C. Przed zastosowaniem ekstraktu poddano go sterylizacji mechanicznej,
przepuszczajac przez filtr strzykawkowy o srednicy porow 0,2 pm.

Rys. 7. Odwirowane soki z roslin rzodkwi oleistej, gorczycy bialej i katranu abisynskiego

Rozdrobniony material czg¢éci nadziemnej gorczycy bialej, rzodkwi oleistej, katranu
abisynskiego, rukwi wodnej, pieprzycy siewnej i psianki stuliszolistnej po wysuszeniu
i zmieleniu podawano ekstrakcji wodnej i w 50% alkoholu etylowym. Otrzymane ekstrakty
odwirowywano, zamrazano i Sterylizowano poprzez filtrowanie (filtr o $rednicy poréw 0,2
um). Przeprowadzono takze oceng sanitarnego dzialania substancji zawartych w biomasie
barszczu Sosnowskiego oraz czosnku pospolitego. Fragmenty roslin barszczu Sosnowskiego
przywieziono z okolicy miejscowosci Minikowo i Chrzastowo, koto Nakta (rys. 8). Do badan
wykorzystano ogonki liSciowe barszczu, z ktérych wyciskano sok. W przypadku ekstraktow
Z czosnku i barszczu postgpowano analogicznie jak opisano to wczesniej dla pozostatych
gatunkow roslin.

Szczegblowe warunki badan laboratoryjnych zostang przedstawione podczas
omowienia wynikow dotyczacych wplywu testowanych ekstraktow na poszczegodlne agrofagi
buraka cukrowego i ziemniaka.



Rys. 8. Mlode ro$liny barszczu Sosnowskiego, wykorzystane w badaniach, mialy wysokos¢
okoto 1 m (zdjgcie po lewej); starsze okazy osiggaja wysokosé ponad 3 m (zdjgcie po prawej)

3. PRZEPROWADZONE BADANIA
3.1. Polymyxa betae

Dos$wiadczenie celem oceny wptywu badanych ekstraktow na Polymyxa betae zatozono
w systemie imersyjno-piaskowym opracowanym i zastosowanym wczesniej na potrzeby
realizacji Programu Wieloletniego IHAR-PIB na lata 2015-2020, zadanie 2.4. System ten
zostal opisany po raz pierwszy przez Paul i in. (1993) do oceny odpornosci na rizomani¢
siewek buraka cukrowego. Inokulum stanowily korzenie ro$lin zasiedlonych przez wektor
przenoszacy wirusa nekrotycznego zoétknigcia nerwoéw buraka BNYVV, roztarte
homogenizatorem recznym w roztworze odzywczym Steinera. Nastgpnie, roztarty material
przenoszono do 50 ml butelek oraz wprowadzano do nich po 5 nieporazonych ok. 3
tygodniowych siewek buraka cukrowego odmiany Japola. Aby oceni¢ wplyw badanych
ekstraktow na patogeny wyzej opisane, inokulum przed wprowadzeniem do butelek
doswiadczalnych poddawano traktowaniu danym ekstraktem w objetosci od 200 pl do 1 ml,
zaleznie od zastosowanego ekstraktu/mieszaniny przez 24 h w 37°C. Dodatkowo, celem
weryfikacji wptywu koncentracji inokulum na efekt dziatania badanych ekstraktow
w wybranych przypadkach stosowano zwigkszong dwukrotnie dawke inokulum oraz
ekstraktu. Wyciagi metanolowe lub w chloroformie byly aplikowane przez nasaczenie
agrozelu. Doswiadczenia utrzymywano w klimatyzowanym pomieszczeniu laboratoryjnym
w temperaturze 22/17°C (dzief/noc) przy fotoperiodzie naturalnym. Tabela 1 zawiera wykaz
kombinacji do§wiadczen zastosowanych celem oceny rozwoju liczebno$ci Polymyxa betae.
Poza zastosowanymi w pierwszym roku badan gorczycg biata odmiany Bardena i rzodkwia
oleista odmiany Romesa w biezacym roku badano réwniez wptyw innych ekstraktow,
pozyskanych z psianki stuliszolistnej, barszczu Sosnowskiego oraz bylicy rocznej (rys. 9).
Dokonano réwniez wstepnej oceny wybranych wyciagdw pozyskanych z innych gatunkow
ro$lin i porostow (m.in. leczniczych uzyskanych w Katedrze Farmakognozji Uniwersytetu
Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu). Rosliny buraka stanowigce materiat



do pobrania inokulum (odmiany Japola lub Jarysa) wysiewano w kuwetach do ziemi
stanowigcej mieszaning 1:1:1 ziemi rizomaniowej (z wektorem zasiedlonym glownie przez
patotyp A wirusa), uniwersalnego podioza ogrodniczego oraz autoklawowanego piasku.
Korzenie pobierano po 1,5 miesigca wzrostu w porazonej ziemi. Rosliny odmiany Japola
przeznaczone do traktowania ekstraktami w butelkach doswiadczalnych wysiewano do
ogrodniczego podtoza uniwersalnego w kuwetach. Celem zapewnienia materiatu do analiz
molekularnych, po 4, 5 1 6 tygodniach od momentu zatozenia do§wiadczenia w warunkach
porazenia pobierano nawazki korzenia ok. 100 mg, po czym materiat wymrazano w ciektym
azocie i przechowywano w -80 °C.

Rys. 9. Rosliny bylicy rocznej Artemisia annua utrzymywane w doswiadczeniach
laboratoryjnych do stadium kwitnienia, celem pobrania ziela do sporzadzenia ekstraktow

Tab. 1. Zestawienie doswiadczen z plynnymi ekstraktami pozyskanymi z roslin oraz
doswiadczen enzymatycznych (enzym mirozynaza + glukozynolan sinigryna)

Nazwa rosliny Typ ekstraktu / mieszaniny Dawka*
Gorczyca biala, L . .
odmiana Bardena Sok z czgsci nadziemnej rosliny 250 ul 500 pl
Gorczyca biata Sok z czg$ci nadziemnej rosliny
odmiana Bardena z dodatkiem mirozynazy 250 ul 500 pl
Rzodkiew oleista, L. . o
odmiana Romesa Sok z czgsci nadziemnej rosliny 500 pl
RZOd_kIeW oleista, Sok z czc—;sc1_nad21_emnej rosliny 200 ul 500 ul
odmiana Romesa z dodatkiem mirozynazy
Psianka L . C
stuliszolistna Sok z czgéci nadziemnej rosliny 200 pl 500 pl
Barszcz . . .
Sosnowskiego Sok z czgéci nadziemnej rosliny 500 pl
Bylica roczna Macerat RT 500 ul 1000 pl
Bylica roczna Macerat 65 °C 500 pl 1000 pl
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Bylica roczna Macerat/chloroform 500 pl

Bylica roczna Swieze czg$ci nadziemne/roztwér wodny 500 pl

Bylica roczna Swieze czesci nadziemne/FeSO4 x 7H20 500 pl

Swieze czg$ci nadziemne/chloroform - 500 pl

Bylica roczna - . .
rozdzielone na 2 fazy przez wirowanie

Bylica roczna Swieze cze$ci nadziemne ekstrakt biatek 500 pl

Mirozynaza + sinigryna 17,5 mM
X (inkubacja w 37 °C przez 1h) 200l 375l 500 ul

* stosowana na podstawowg porcj¢ inokulum korzeni

W przypadku obserwacji mikroskopowych stosowano obje¢tosci 1:1 ekstrakt/zawiesina
Z00spor.

Zatozono réwnocze$nie nastgpujgce doswiadczenia  kontrolne dla  oceny
porownawczej:
1) kontrola pozytywna - ro$liny w roztworze odzywczym Steinera w obecnosci inokulum

korzeni,

2) kontrola negatywna - ro$liny w roztworze odzywczym Steinera,
3) kontrola eksperymentalna ekstraktow - mieszanina substancji aktywnych wystepujacych

w badanych ekstraktach opracowana na potrzeby eksperymentu, tj. enzymu - mirozynazy
(tioglukozydaza z Sinapis alba) oraz substratu - sinigryny (SIGMA-ALDRICH).

Stezenia substratu oraz enzymu w mieszaninie kontrolnej zostaty ustalone poprzez ocene
stopnia hydrolizy substratu na podstawie spektrofotometrycznego odczytu ilo$ci uwolnionej
glukozy (reakcja GOD-PAP, Aqua-med), co zostato szczegétowo opisane w ubiegtorocznym
sprawozdaniu. Na rysunku 10 przedstawiono zastosowane st¢zenia efektywnie przyczyniajace
si¢ do wzrostu stezenia glukozy w doswiadczeniu kontrolnym. Jednostki enzymu
dostosowano w oparciu o wskazania, iz 1 jednostka enzymu powoduje hydrolize 1 pmola
sinigryny w 1 minute (Shikita 1 in. 1999).

0,4 s 10mM
||
0,35
0,3
0,25
/ ——Seriel
0,2 ;
/ =fll—Serie?
0,15 ——Wykt. (Serie2)
0,1
OY: Absorbancja 500 nm
0,05 200 uM . )
0 M : : : : . OX: Stezenie glukozy mg/ml
0,0001 mg/ml 0,001 mg/ml 0,01 mg/ml 0,1 mg/ml |

Rys. 10. Krzywa wzorcowa GOD-PAP dla reakcji kontrolnych. Serie 1 reakcje badane -
wartosci absorbancji 0,0135 oraz 0,0151 dla 200 pM sinigryny oraz 0,388 dla 10 mM
sinigryny. Serie 2 wzorzec glukozy.
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3.1.1. Zakres badan

Analizy molekularne

Wptyw badanych ekstraktow na zasiedlenie korzeni przez Polymyxa betae i zdolnos¢
do przenoszenia BNYVV przez P. betae oceniono w toku molekularnej detekcji w/w
patogenow z korzeni roslin rosngcych w obecnos$ci ekstraktow w reakcji RT-PCR. Izolacje
RNA wykonano z ok. 100 mg nawazek korzeni przez oczyszczanie na kolumienkach
Z zastosowaniem zestawu RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen), zgodnie z protokolem producenta.
Czystos¢ i stezenie RNA oceniono spektrofotometrycznie z zastosowaniem NanoDrop 2000c
(Thermo Scientific), natomiast jako$¢ na 1,2% zelu agarozowym (DNA Gdansk) na bazie
TAE z dodatkiem 5% podchlorynu sodu (Aranda i in. 2012). Synteze¢ ¢cDNA prowadzono
z zastosowaniem 300 ng RNA w 20 pl objetosci reakcji, w obecnosci pozostatych
komponentow reakcji: starter oligo(dT)is (Genomed), mieszanina dANTP 10 mM kazdego
(Thermo Scientific), 5x RT bufor (Thermo Scientific), inhibitor RNaz RiboLock™ (Thermo
Scientific) oraz odwrotna transkryptaza RevertAid™ (Thermo Scientific) w stezeniach oraz
warunkach termicznych opisanych przez producenta.

RT-PCR realizowano na bazie uzyskanej w pierwszym etapie matrycy cDNA
Z uzyciem nastgpujacych substratow: MgCl, (Thermo Scientific; finalne stezenie: 3,125 mM),
dNTP (Thermo Scientific; finalne stezenie: 0,25 mM), startery (Genomed; 1,25 uM),
polimeraza DreamTaq (Thermo Scientific; 0,05 u/ul), 10x Taq bufor z (NH,4),SO,4 (Thermo
Scientific; 1x) oraz woda bez RNaz (GenoPlast Biochemicals) do 10 pl. W niniejszym
doswiadczeniu prowadzono amplifikacje sekwencji specyficznych wektora oraz wirusa
zgodnie z metodyka opisang przez Meunier i in. (2003).
Produkty reakcji rozdzielano przy napigciu 5V/cm na 1,5% zelu agarozowym wybarwionym
bromkiem etydyny (Promega; 0,5 pg/ml). Wielko$¢ produktéw zostata oszacowana
w systemie dokumentacji Gel DocTM 2000 (Bio-Rad Laboratories Srl), program Quantity
One, wersja 4.0.3, poprzez odniesienie do markera wielkosci DNA GeneRuler™ 100 bp Plus
(Thermo Scientific). Dokonano oceny obecnosci specyficznych produktow reakcji oraz
wzglednej intensywnosci produktow w stosunku do kontroli.

Obserwacje mikroskopowe

Wplyw ekstraktow na zachowanie P. betae badano roéwniez w zawiesinie zoospor
W roztworze odzywczym Steinera, uzyskanej zgodnie z metodyka opisang przez Paul i in.
(1993). Obserwacje prowadzono w mikroskopie odwroconym (OLYMPUS CK2) na ptytkach
hodowlanych 6-dotkowych (NEST) oraz w komorach na szkietkach nakrywkowych Lab-
Tek™ (Nunc™). Zawiesing zoospor poddawano dziataniu uzyskanych ekstraktow
W stosunku objetosciowym 1:1 1 inkubowano przez 24 h w 37°C, po czym prowadzono
obserwacje morfologii oraz ruchu zoospor w badanych mieszaninach. Dla weryfikacji
obecnosci komorek z uszkodzong btong, prawdopodobnie podlegajacych $mierci, wykonano
barwienie przyzyciowe blekitem trypanu.
W poczatkowym etapie obserwacji przeprowadzono rowniez znakowanie form przetrwalnych
na plytkach hodowlanych 6-dotkowych z zastosowaniem przeciwciat poliklonalnych
przeciwko BNYVV oraz koniugatu przeciwciala drugorzedowego z alkaliczng fosfatazg.
Detekcja nastgpowata przez dodanie substratu dla AP, fosforan paranitrofenylu pNPP
(SIGMA-ALDRICH). Obecnos¢ form zywych, aktywnie poruszajacych sie, czyli zoospor
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stwierdzano na podstawie wybranych cech morfologicznych, tj. wystepowania wici oraz
sredniej wielkos$ci zgodnej z opisywang w przedziale 4-7 um.

3.1.2. Wyniki badan

Analizy molekularne

Przeprowadzone do$wiadczenia wskazuja, iz po zastosowaniu badanych ekstraktow
W poroéwnaniu do do§wiadczenia kontrolnego dochodzito do ograniczenia wykrywalnej ilosci
P. betae, jednakze bylo to w znaczacym stopniu zalezne od zastosowanej wyjsciowej
koncentracji inokulum. Zwigkszenie proporcji inokulum w roztworze odzywczym, mimo
zastosowanej rownowaznej dawki ekstraktu, czesto wiazato si¢ z detekcja wyzszego poziomu
patogena, co stwierdzono przyktadowo w przypadku gorczycy bialej odmiany Bardena.
Najskuteczniejsze z dotychczas przetestowanych ekstraktow w ograniczaniu populacji P.
betae byly mieszanina kontrolna mirozynaza z sinigryng 17,5 mM w dawce 2 x 375 ul (byta
ona skuteczna nawet pomimo zwickszenia ilo$ci inokulum), soki z rzodkwi oleistej i gorczycy
biatej wzbogacone mirozynaza oraz soki z barszczu Sosnowskiego i psianki stuliszolistnej
(rys. 11A). Ograniczenie wykrywalnej ilosci P. betae nie zawsze bylo rownoznaczne
z zapobiegnigciem infekcji wirusem BNYVV. Jednakze, w przypadku zastosowania soku
z psianki analiza RT-PCR nie wykazata obecnosci wirusa, a na podstawie uzyskanych
wynikow stwierdzono, iz do zmniejszenia porazenia BNYVV mogto dochodzi¢ takze na
skutek dzialania mieszaniny mirozynazy z sinigryna, soku z rzodkwi Romesa oraz barszczu
Sosnowskiego. Wyrazny dawko-zalezny efekt ograniczenia populacji P. betae widoczny byt
rowniez w przypadku zastosowania maceratow z bylicy rocznej 1 ml w stosunku do 0,5 ml
(rys. 11B).
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Rys. 11. Wplyw badanych eckstraktow na detekcje P. betae oraz BNYVV z korzeni roslin
utrzymywanych w roztworze odzywczym. Produkty typowe dla P. betae ok. 170 pz oraz BNYVV ok.
545 pz. A 1 - kontrola reakcji PCR, 2 - kontrola negatywna, 3, 4 - kontola pozytywna, 5 - mieszanina
mirozynaza z sinigryng 200 pl, 6, 7 - mieszanina mirozynaza z sinigryng 500 pl, 8 - mieszanina
mirozynaza z sinigryng 2 x 375 pl, 9 - sok Romesa 500 pl, 10 - sok Romesa 200 pl + mirozynaza, 11 -
sok Romesa 500 pl + mirozynaza, 12 - sok Bardena 2 x 250 pl, 13 - sok Bardena 2 x 500 ul, 14 - sok
Bardena 2 x 250 pl + mirozynaza, 15 - sok Bardena 2 x 500 pl + mirozynaza, 16 - sok psianka
stuliszolistna 200 ul, 17 - sok psianka stuliszolistna 500 ul, 18 - sok barszcz Sosnowskiego 500 ul;

B 1 - kontrola reakcji PCR, 2, 3 - kontrola negatywna, 4, 5 - kontrola pozytywna, 6 - mieszanina
mirozynaza z sinigryng 500 ul, 7 - macerat bylica/chloroform, 8 - macerat bylica 65 °C 2 x 500 ul, 9 -
macerat bylica 65 °C 2 x 1000 ul, 10 - macerat bylica RT 2 x 500 ul, 11 - macerat bylica RT 2 x 1000
ul, 12 - ekstrakt wodny bylica 500 pl, 13 - ekstrakt bylicy swieze czgéci nadziemne/FeSO4 x 7H20
500 ul, 14 - ekstrakt bylica/chloroform/faza gorna 500 pl, 15 - ekstrakt bylica/chloroform/faza dolna
500 pl, 16 - ekstrakt biatek bylica 500 pl.

Obserwacje mikroskopowe

Mikroskopowe obserwacje wydaja si¢ potwierdza¢ uzyskane wyniki molekularne,
0 czym $wiadczg nastepujace spostrzezenia:
1) w doswiadczeniu kontrolnym w zawiesinie widoczna byla duza ilo§¢ zywych, szybko
poruszajacych si¢ za pomoca wici zoospor P. betae, o typowej morfologii (rys. 12A);
2) efektem zastosowania mieszaniny kontrolnej mirozynaza/17,5 mM sinigryna byt
najprawdopodobniej rozpadu komoérek P. betae, wskutek $mierci komoérki - na ptytkach
hodowlanych obserwowano gtéwnie nieregularne fragmenty komorkowe, nie stwierdzono
zoospor zywych o typowej morfologii (Rys. 12B); juz bezposrednio po dodaniu mieszaniny
do komorek obserwowano utrate zdolnosci do ruchu, bezwtadne unoszenie si¢ wici;
3) pod wptywem sokéw z todyg badanych odmian gorczycy biatej 1 rzodkwi oleistej, a takze
sokoéw z psianki stuliszolistnej oraz barszczu Sosnowskiego nastagpilo znaczace ograniczenie
zdolnosci do aktywnego przemieszczania si¢ zoospor, pojawialy si¢ natomiast czgsto komorki
o nieregularnym ksztalcie, obkurczone i formy spoczynkowe, oraz komoérki o przerwanej
ciggtosci btony (dochodzito do barwienia komorek biekitem trypanu) (rys. 12C-F); maceraty
i ekstrakty z bylicy rocznej powodowaty najprawdopodobniej $mier¢ komorek (obserwowano
liczne komorki obkurczone, intensywnie barwigce sie biekitem trypanu) (rys. 12G-H);
4) zastosowanie badanych ekstraktéw 1 mieszanin bezposrednio na populacje zoospor
patogena w postaci zawiesiny moglo przyczynia¢ si¢ do efektywnego ograniczenia zdolnosci
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do aktywnego przemieszczania si¢ wektora i $Smierci komorki, ale rowniez do tworzenia form
spoczynkowych.

Rys. 12. Wpltyw badanych ekstraktow na morfologi¢ i zachowanie zoospor P. betae. A - zawiesina
zoospor kontrolna, widoczne wici i znaczaca aktywno$¢ motoryczna, B - reakcja kontrolna
mirozynaza/sinigryna 17,5 mM, C - sok z todyg Bardeny, D - sok z todyg Romesy, E - sok z ogonkéw
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psianki stuliszolistnej, F - sok z barszczu Sosnowskiego, G - macerat suszu bylicy rocznej, H - swieze
ziele bylicy/roztwor wodny.

3.1.3. Podsumowanie

1. Zoospory P. betae wykazaty si¢ znaczagcg wrazliwoscig na dziatanie badanych ekstraktow,
szczegblnie w przypadku dawek zastosowanych bezposrednio na zawiesing zoospor, co
potwierdzono w toku obserwacji mikroskopowych. Detekcja molekularna wskazuje, iz
ograniczenie P. betae w zawiesinie pod dziataniem ekstraktow jest mozliwe, ale jest istotnie
zalezne od wyjsciowej ilosci inokulum (rownowazna dawka ekstraktu na inokulum
w przypadku jego wyzszej koncentracji nie zawsze zabezpiecza przez rozwojem patogena
W rownym stopniu) oraz mimo ograniczenia ilo§ci wektora nie zawsze mozliwe jest
roéwnoczesne uniknigcie infekcji wirusem. Przyczyng tego jest najprawdopodobniej trudnosé
penetracji badanych ekstraktow do glebszych partii korzeni stanowigcych inokulum -
zastosowane zrodto wektora - oraz mozliwos$¢ tworzenia form przetrwalnych przez czesé
populacji. Dlatego tez, celem weryfikacji tej hipotezy, wskazane byloby przeprowadzenie
inokulacji czystg zawiesing zoospor po traktowaniu ekstraktami.

2. Zastosowanie sokow z gorczycy bialej 1 rzodkwi oleistej wyraznie wplywa na
zmniejszenie zasiedlenia korzeni buraka cukrowego przez P. betae, w szczegdlnosci po
wzbogaceniu ich w enzym odpowiedzialny za hydroliz¢ glukozynolanéw - mirozynaze.
Zardwno obserwacje mikroskopowe, jak i analizy molekularne wskazuja na mozliwos¢
ograniczenia populacji patogena rowniez pod wplywem soku z barszczu Sosnowskiego oraz
psianki stuliszolistnej, a takze ekstraktow bylicy rocznej. Obserwacje mikroskopowe po
barwieniu bigkitem tryptanu potwierdzaja, ze po bezposrednim zastosowaniu ekstraktow
W zawiesinie w wiekszosci przypadkow dochodzi do $mierci zoospor.

3. Zastosowanie wybranego ekstraktu jako preparatu doglebowego badz sktadnika otoczki
nasion buraka cukrowego wymaga opracowania najbardziej skutecznej postaci.
Z przetestowanych mieszanin/ekstraktow znaczacg efektywnos¢ stwierdzono w przypadku
mieszaniny 17,5 mM sinigryny z mirozynaza (w dawce 2x 375 ul), jednakze porownywalna
efektywno$¢ mozna bylo uzyska¢ dla badanych ekstraktéw, co bylo jednak bardziej zalezne
od wyjsciowej koncentracji inokulum.

3.2. Rhizoctonia solani, Aphanomyces cochlioides i Cercospora beticola
3.2.1. Dzialanie sokéw, ekstraktéow i olejkow eterycznych na R. solani, A. cochlioides i C.
beticola

W trakcie doswiadczen badano oddziatywanie sokow i ekstraktow pozyskanych ze
Swieze] masy czesci nadziemnych wybranych gatunkow roslin (metoda wyttaczania
i destylacji z para wodng) oraz zakupionych zageszczonych olejow eterycznych, na
ograniczenie wzrostu mikroorganizmow chorobotworczych R. solani, A. cochlioides
i C. beticola, ktére powoduja duze straty w obsadzie i plonie buraka cukrowego.

Sok z barszczu Sosnowskiego, gorczycy biatej odmiany Bardena, rzodkwi oleistej
odmiany Romesa, katranu abisynskiego odmiany Borowski i czosnku pospolitego
uzyskiwano ze $wieze] masy roslinnej przy uzyciu wyciskarki firmy Meku typ R32.
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Otrzymany produkt odwirowywano (8000 obr. min™, 10 min.) i przepuszczano przez filtr
0 $rednicy porow 0,2 um.

Do wytworzenia ekstraktu z psianki stuliszolistnej, gorczycy biatej Bardena i rzodkwi
oleistej Romesa wykorzystano metodg destylacji. Po ogrzaniu wody i przejsciu pary wodnej
przez rozdrobniony material ro$linny, zostaje ona wraz z rozpuszczonymi sktadnikami
schtodzona. Niektore gatunki roslin zawierajag dodatkowo w biomasie olejki eteryczne, ktore
sg hydrofobowe, dzigki czemu mozna je oddzieli¢ od ekstraktu wodnego (rys. 13).

Zréodlo: http://www.oils-wellness.pl/o-olejkach-pl/wprowadzenie-pl/olejki-eteryczne-pl/

Rys. 13. Schemat zestawu laboratoryjnego do destylacji

Skuteczno$¢ sokoéw, ekstraktow i olejkow eterycznych w ograniczaniu wzrostu
liniowego badanych patogenéw oceniano metodg zatrutych podtozy (Kowalik R., Krechniak
E. 1961). Do ptynnej pozywki z agaru glukozowo-ziemniaczanego (PDA) dodawano
pozyskane z roslin roztwory w takich objgtosciach, by uzyska¢ koncentracje 10% dla sokow
roslinnych, 0,6% dla  ekstraktow/hydrolatow i 0,3% dla olejkow eterycznych. Tak
przygotowane podtoza rozlewano do plytek Petriego i po ich zestaleniu szczepiono krazkiem
agaru o Srednicy 9 mm, przero$nig¢tego grzybnia, osobno, kazdego z trzech w/w patogenow.
W kombinacji kontrolnej negatywnej A. cochlioides, C. beticola i R. solani hodowano na
pozywce niezawierajacej badanych substancji, natomiast w kontroli pozytywnej zastosowano
preparat Funguran A-Plus NEW 50 WP (substancja aktywna — miedz; dopuszczona
w produkcji ekologicznej) w ilosci 4 g/l. Plytki przetrzymywano przy stalej temperaturze
24°C. Aktywno$¢ badanych roztworéw W ograniczaniu wzrostu liniowego strzepek patogena
oceniano na podstawie pomiaréw ich przyrostu. Pomiary wykonywano co 24, 48, 72 1 168
godzin od wylozeniu krazkéw agaru. Obserwowano wplyw badanego ekstraktu na
przerastanie powierzchni pozywki przez patogeny. Eksperyment wykonano w3
powtorzeniach. Na podstawie uzyskanych wynikéw obliczono indeks tempa wzrostu
liniowego testowanych mikroorganizmow (ITW):
mw =20 b

D d, d
gdzie: A — érednia z pomiaréw $rednicy kolonii grzyba (mm), D — czas trwania do§wiadczenia (dni), bl...bx —
przyrost $rednicy kolonii (mm), d1...dx — liczba dni od ostatniego pomiaru.

X
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Dodatkowo wykonano test metoda dyfuzyjno-krazkowsa. Jako no$nik zageszczonego
olejku eterycznego zastosowano sterylne krazki bibuly o $rednicy 9 mm, na ktore naniesiono
po 30 ul olejku.

3.2.2. Wyniki badan

Skuteczno$¢ pozyskanych do badan sokéw i olejkéw eterycznych testowano na dwoch
izolatach R. solani nalezacych do AG 2 i AG 4, dwdch izolatach A. cochlioides oraz dwoch
izolatach C. beticola. Wymienione czynniki chorobotworcze wyizolowano w Pracowni
Hodowli Odpornosciowej i Technologii Produkcji Roslin  Korzeniowych IHAR-PIB
w Bydgoszczy, w wyniku analiz mikologicznych korzeni i liSci buraka cukrowego,
Z typowymi objawami porazenia dla danego patogena. Po oczyszczeniu izolaty byty
przechowywane w banku patogendow oddziatu IHAR-PIB w Bydgoszczy.

Przeprowadzone badania laboratoryjne pozwolity okre§lic bezposredni wptyw
badanych ekstraktow na dynamike wzrostu testowanych grzybow 1 glonowcow
grzybopodobnych (A. cochlioides).

Zastosowane soki, ekstrakty i olejki eteryczne modyfikowaty rozrost powierzchniowy
strzgpek, ktorego zroznicowanie bardzo dobrze jest widoczne w wynikach przedstawionych
jako ITW (tab. 2, 3 i 4). Przy czym poszczegdlne gatunki badanych patogenéw w rdzny
sposob reagowaty na udziat w podtozu poszczegodlnych ekstraktow roslinnych. Zrdéznicowane
dzialanie fungistatyczne uzaleznione bylo réwniez od koncentracji badanych substancji
W pozywce. Duze réznice w pomiarach przyrostu strzgpek, pomigdzy badanymi gatunkami
mikroorganizmow, spowodowane byty ich cechami genetycznymi, charakterystycznymi dla
danego gatunku. Z badan wynika, ze najwolniejszym tempem wzrostu charakteryzowaty sie¢
izolaty C. beticola, natomiast najszybszym A. cochlioides. Jednoczesnie A. cochlioides okazat
si¢ najbardziej wrazliwy na badane olejki eteryczne.

W testach z udziatem sokéw roslinnych (po wyttoczeniu) z barszczu Sosnowskiego,

gorczycy biatej odmiany Bardena, rzodkwi oleistej odmiany Romesa, katranu abisynskiego
odmiany Borowski i czosnku pospolitego o stgzeniach 10% (w pozywce), jedynie czosnek
pospolity catkowicie zatrzymat wzrost A. cochlioides oraz C. beticola, natomiast w przypadku
R. solani ograniczat wzrost grzybni. W celu okreslenia minimalnego, skutecznego st¢zenia na
ograniczenie wzrostu badanych grzybni przeprowadzono test soku z czosnku o takim samym
stezeniu, jak w przypadku olejkow, 0,3%. Przyrost grzybni byt na poziomie kontroli
negatywnej (tab. 2 i tab. 5). Czyli sok z czosnku o stgzeniu 0,3% nie ograniczyt wzrostu
badanych patogenow.
Burgiet i in. (2008) wykazali, ze metanolowy ekstrakt oraz olejek z owocow barszczu
Sosnowskiego odznacza si¢ znaczng aktywnos$cig fungistatyczna, hamujac rozwdj grzybow
z rodzajow Fusarium i Alternaria. Warto zatem przeprowadzi¢ W przysztosci dodatkowe
badania w celu sprawdzenia wptywu ekstraktow z nasion barszczu Sosnowskiego na wazne
gospodarczo agrofagi buraka cukrowego.
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Tab. 2. Fungistatyczne oddziatywanie sokéw roslinnych (stezenie 10%), otrzymanych
z wybranych gatunkow i odmian roslin, na patogeny buraka cukrowego: R. solani,
A. cochlioides i C. beticola, wyrazone $rednicg (w mm) grzybni patogena mierzong po 24, 48,
72 1 168 godzinach oraz wartoscig ITW

Barszcz Sosnowskiego

Gorczyca biata Bardena

Rzodkiew oleista Romesa

24 | 48 | 72 | 168 |ITW]| 24 | 48 | 72 | 168 |ITW| 24 | 48 | 72 | 168 [ITW
R. solani AG2 22 | 42 | 75 | 85 [805 46 | 75 | 85 |80,5 39 | 62 | 8 | 70,8
R. solani AG4 19 | 61 | 85 | 85 [88,0 51 | 80 | 85 |84,3 35 | 71 | 8 | 775
A. cochloides Acls | 52 | 85 | 85 | 85 |88,0| 48 | 85 | 85 | 85 |88,0 62 | 85 | 85 (88,0
A. cochloides Ac2s | 57 | 85 | 85 | 85 | 88,0 50 | 85 | 85 | 85 [88,0] 20 | 72 | 85 | 85 |88,0
C. beticola C35 0 | 12 | 17 | 42 | 24,8 12 | 16 | 35 | 22,0 12 | 16 | 30 |20,6
C. beticola C36 0 | 12 | 17 | 44 | 253 12 | 16 | 33 |214 12 | 14 | 30 [19.1

Katran abisynski Borowski Czosnek pospolity Czosnek pospolity 0,3%

24 | 48 | 72 | 168 [ITW| 24 | 48 | 72 | 168 |ITW| 24 | 48 | 72 | 168 | ITW
R. solani AG2 0 | 42| 72| 8 |783| O 0 0 17 | 49| 4 | 28 | 53 | 85 |64,0
R. solani AG4 O | 54 |79 | 8 |835| 0 | 14 | 17 | 71 |33,0( 15 | 43 | 70 | 85 | 76,8
A. cochloides Acls | 50 | 85 | 85 | 85 | 88,0 O 0 0 0 | 00] 36 | 8 | 8 | 8 |880
A. cochloides Ac2s | 50 | 85 | 85 | 85 | 88,0 0 0 0 0 | 00) 38| 8 | 8 | 8 |88,0
C. beticola C35 0 | 12 | 17 | 34 |225| O 0 0 0 |00 12 | 16 | 33 |214
C. beticola C36 0 | 12 | 16 | 36 |223| O 0 0 0 |00 12 | 16 | 36 | 223

ITW - indeks tempa wzrostu grzyba — opis w metodyce

W kombinacjach z ekstraktami wodnymi pozyskanymi z psianki stuliszolistnej, gorczycy
biatej i rzodkwi oleistej (tab. 3, rys. 14, 15 i 16) zahamowanie wzrostu grzybow byto
niezauwazalne i porownywalne z kontrola negatywna (tab. 5).

Tab. 3. Fungistatyczne oddziatywanie hydrolatow roslinnych (stezenie 0,6%), otrzymanych
z wybranych gatunkéw i odmian ro$lin, na patogeny buraka cukrowego: R. solani,
A. cochlioides i C. beticola, wyrazone $rednicg (w mm) grzybni patogena mierzong po 24, 48,
72 1 168 godzinach oraz warto$cig I[ITW

Psianka stuliszolistna

Gorczyca biata Bardena

Rzodkiew oleista Romesa

24 | 48 | 72 | 168 |[ITW| 24 | 48 | 72 | 168 |ITW| 24 | 48 | 72 | 168 | ITW
R. solani AG2 35 | 60 | 83 | 8 [865| 38 | 64 | 83 | 85 |865| 32 | 55 | 77 | 85 | 82,0
R. solani AG4 19 | 49 | 79 | 85 |835] 21 | 52 | 84 | 85 |873| 21 | 49 | 78 | 85 | 828
A. cochloides Acls | 54 | 85 | 85 | 8 |88,0| O 85 | 85 | 85 [88,0| 19 | 85 | 85 | 85 |88,0
A. cochloides Ac2s | 55 | 85 | 85 | 85 |88,0| 62 | 85 | 85 | 85 | 88,0 64 | 85 | 85 | 85 |88,0
C. beticola C35 12 | 15 | 37 | 21,8 12 | 16 | 39 [ 231 13 | 16 | 37 | 22,6
C. beticola C36 10 | 14 | 44 | 231 11 | 18 | 43 | 258 12 | 17 | 44 | 253
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J

C. beticola C35 A;»@&lljoidesfﬂcl s R. solani AG2

C. beticola C36

Rys. 14. Efekt zastosowania 0,6% hydrolatu pozyskanego ze swiezej masy czes$ci nadziemne;j
psianki stuliszolistnej po 72h(powolny, niezalezny od hydrolatu przyrost strzepek C. beticola)

C. beticola C35

( o

C. beticola C36

Rys. 15. Efekt zastosowania 0,6% hydrolatu pozyskanego ze $swiezej masy czes$ci nadziemne;j
gorczycy Bardena po 72h (powolny, niezalezny od hydrolatu przyrost strzepek C. beticola)

) i q’*
/ *' 8 ¥/
C. beticold 035/ Akgmh%o es A -

C. beticola C36

Rys. 16. Efekt zastosowania 0,6% hydrolatu pozyskanego ze $wiezej masy cze$ci nadziemne;j
rzodkwi Romesa po 72h (powolny, niezalezny od hydrolatu przyrost strz¢pek C. beticola)
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Bardzo wysokg aktywno$cig w zakresie hamowania rozwoju badanych agrofagow
buraka cukrowego charakteryzowaly si¢ zaggszczone olejki eteryczne: lemongrasowy,
cynamonowy (rys. 17), geraniowy, z gozdzikowca korzennego, majerankowy oraz
lebiodkowy, ktore przez okres trwania testow catkowicie ograniczaty wzrost wszystkich
badanych patogenoéw. Skutecznym w ograniczaniu wzrostu mikroorganizméw byt réwniez
olejek anyzowy i mietowy, ktore catkowicie wstrzymaty rozrost A. cochlioides i C. beticola
oraz znacznie ograniczaty przyrost R. solani AG 2. Olejek drzewa herbacianego, pod koniec
testu pozwolit rozpocza¢ wzrost jedynie C. beticola oznaczonej jako C36. Natomiast
zakupiony ekstrakt migtowy 0 takim samym stezeniu co olejek mietowy, w 0gole nie wykazat
wlasciwosci ograniczania przyrostu patogendéw. Olejki szatwiowy (rys. 18), imbirowy
I lawendowy catkowicie ograniczaly wzrost izolatow grzybopodobnego glonowca
A. cochlioides i w zr6znicowanym stopniu pozostate grzyby (tab. 4).

Tab. 4. Fungistatyczne oddziatywanie wybranych olejkéw eterycznych (stgzenie 0,3%) na
patogeny buraka cukrowego: R. solani, A. cochlioides i C. beticola, wyrazone $rednica
(w mm) grzybni patogena mierzong po 24, 48, 72 i 168 godzinach oraz wartoscig ITW

Lemongrasowy Bergamotowy Szalwiowy

24 | 48 | 72 | 168 |[ITW| 24 | 48 | 72 | 168 |ITW| 24 | 48 | 72 | 168 | ITW
R.solani AG2 0 0 0 0 |00] O 0 3 73 [231| O 0 0 | 48 | 137
R.solani AG4 0 0 0 0 |00] O 0 0 70 20,0 O 7 9 72 | 27,3
A.cochloides Acls | O 0 0 0 |00] O 0 0 0 |00] O 0 0 0 |00
A.cochloides Ac2s | 0 0 0 0 |00] O 0 0 0 |00] O 0 0 0 |00
C. beticola C35 0 0 0 0 |00] O 9 9 19 [12,2] O 8 8 | 20 | 11,7
C. beticola C36 0 0 0 0 |00] O 8 8 27 |13,7( O 2 2 21 | 75

Imbirowy Cynamonowy Rozmarynowy

24 | 48 | 72 | 168 [ITW| 24 | 48 | 72 | 168 |ITW| 24 | 48 | 72 | 168 | ITW
R. solani AG2 0 12 | 21 | 66 |346(| O 0 0 0 |[00] O 0 11 | 85 |325
R. solani AG4 0 15 | 25 | 58 {353 O 0 0 0 |00] O 0 8 | 63 |24,0
A. cochloides Acls | O 00] O 0 0 0 |00] O 0 0 0 |00
A. cochloides Ac2s | 0 00| O 0 0 0 |[00] O 0 0 0 |00
C. beticola C35 0 11 | 14 | 22 |168| O 0 0 0 |[00] O 0 0 12 | 34
C. beticola C36 0 12 | 15 | 30 | 19,8 O 0 0 0 |[00] O 0 0 18 | 51

Anyzowy Cyprysowy Cedrowy

24 | 48 | 72 | 168 |ITW]| 24 | 48 | 72 | 168 |ITW| 24 | 48 | 72 | 168 [ITW
R. solani AG2 0 0 0 8 [ 23] 0 18 | 32 | 85 [48,3| O 12 | 16 | 34 |21,7
R. solani AG4 0 0 0 0 |00 4 | 23 | 34 | 8 [498( O 14 | 18 | 35 | 235
A. cochloides Acls | 0 0 0 0 |00] O 30 | 85 46,8 O 0 14 | 26 | 17,9
A. cochloides Ac2s | 0 0 0 0 |00] O 21 | 85 |[40,0] O 12 | 27 | 16,7
C. beticola C35 0 0 0 0 |00] O 10 | 14 | 27 18,2 O 11 | 12 | 21 | 150
C. beticola C36 0 0 0 0 |00] O 11 | 15 | 32 |204( O 11 | 13 | 24 | 16,6
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Lawendowy Geraniowy Z drzewa herbacianego

24 | 48 | 72 | 168 |ITW| 24 | 48 | 72 | 168 |ITW| 24 | 48 | 72 | 168 | ITW
R. solani AG2 0 0 0 1,71 0 0 0 0 |00] O 0 0 0 |00
R. solani AG4 0 0 0 20 O 0 0 0 |00] O 0 0 0 |00
A. cochloides Acls | O 0 0 00] O 0 0 0 |00] O 0 0 0 |00
A. cochloides Ac2s | 0 0 0 00] O 0 0 0 |00] O 0 0 0 |00
C. beticola C35 0 0 0 |10 |29 0 0 0 0 |[00] O 0 0 0 |00
C. beticola C36 0 0 0 | 18|51 0 0 0 0 |[00] O 0 0 4 111

Z gozdzikowca korzennego Mietowy Majerankowy

24 | 48 | 72 | 168 |ITW| 24 | 48 | 72 | 168 |ITW| 24 | 48 | 72 | 168 | ITW
R. solani AG2 0 0 0 0 |00] O 0 0 |2 |00] O 0 0 0 |00
R. solani AG4 0 0 0 0 |00] O 0 0 0 |[00] O 0 0 0 |00
A. cochloides Acls | 0 0 0 0 |00] O 0 0 0 |[00] O 0 0 0 |00
A. cochloides Ac2s | 0 0 0 0 |00] O 0 0 0 |[00] O 0 0 0 |00
C. beticola C35 0 0 0 0 |00] O 0 0 0 |[00] O 0 0 0 |00
C. beticola C36 0 0 0 0 |00] O 0 0 0 |[00] O 0 0 0 |00

Jatowcowy z jagod Lebiodkowy (oregano) Ekstrakt migtowy

24 | 48 | 72 | 168 |ITW]| 24 | 48 | 72 | 168 |ITW| 24 | 48 | 72 | 168 [ITW
R. solani AG2 0 | 13 |18 | 51 |281| O 0 0 0 | 00) 13 | 30 | 56 | 85 |66,3
R. solani AG4 0 | 15 | 20 | 70 |350| O 0 0 0 | 00) 124 | 39 | 60 | 85 |693
A. cochloides Acls | 0 0 21 |60 O 0 0 0 | 00) 43 | 8 | 8 | 8 |88,0
A. cochloides Ac2s | 0 0 0 |00] O 0 0 0 | 00) 42 | 8 | 8 | 8 |88,0
C. beticola C35 0 | 11 |12 | 20 |147| O 0 0 0 |00] O | 13| 16 | 34 |217
C. beticola C36 0 | 11 | 14 | 29 |188| O 0 0 0 |00 13 | 18 | 37 | 24,1

N

C. beticola C35

A

'C. beticola C36

R. solani AG2

Rys. 17. Efekt zastosowania 0,3% olejku eterycznego cynamonowego po 168 godzinach od
zatozenia doswiadczenia (dla zadnego z patogendw nie zaobserwowano wzrostu strzepek)
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C. beticola C35 A. cochlioides Acl R. solani AG2

C. beticola C36 A. cochlioides Ac2 R. solani AG4

Rys. 18. Efekt zastosowania 0,3% olejku eterycznego szatwiowego po 168 godzinach od
zalozenia do$wiadczenia (znaczne roéznice przyrostu strzepek, pomiedzy badanymi gatunkami
mikroorganizmow).

Tab. 5. Wplyw warunkéw kontroli negatywnej, bez ekstraktow i kontroli pozytywnej,
z zastosowaniem Funguranu w ilosci 4 g/l, na rozwdj patogendw buraka cukrowego:
R. solani, A. cochlioides i C. beticola, wyrazony $rednica (w mm) grzybni patogena mierzong
po 24, 48, 72 i 168 godzinach oraz wartoscig I[TW

Kontrola negatywna (bez ekstraktow) Kontrola pozytywna (Funguran)

24 48 72 168 IT™W 24 48 72 168 IT™W
R. solani AG2 34 57 85 67,0 0 12 28 78 43,3
R. solani AG4 53 79 85 83,5 0 0 9 32 15,9
A. cochloides Acls 40 85 85 85 88,0 0 0 0 0 0,0
A. cochloides Ac2s 42 85 85 85 88,0 0 0 0 0 0,0
C. beticola C35 0 12 17 35 22,8 0 0 0 0 0,0
C. beticola C36 0 13 20 42 27,0 0 0 0 0 0,0

Przeprowadzony dodatkowo z udziatem olejkéw eterycznych test krazkowo-dyfuzyjny okazat
si¢ mniej przydatny w prowadzonych badaniach. Nie wykazal on rzeczywistego
zréznicowania w dziataniu fungistatycznym pomiedzy zakupionymi olejkami. Opary
unoszace si¢ ze swobodnie potozonych na pozywce krazkéw, w znacznej wigkszosci
hamowaty wzrost badanych patogendw, przez co utrudniona byla mozliwo$¢ poréwnania
uzyskanych efektow na badanych obiektach.
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3.2.3. Podsumowanie :

1. Silne zahamowanie wzrostu R. solani, A. cochlioides oraz C. beticola wykazano na
podtozach zawierajacych 0,3% olejku eterycznego - lemongrasowego, badz tez
cynamonowego, geraniowego, z gozdzikowca korzennego, majerankowego lub
lebiodkowego.

2. Stwierdzono, ze fungistatyczna aktywnos$¢ ekstraktu zalezy nie tylko od gatunku
i odmiany rosliny z jakiej pochodzi, ale rowniez od metodyki przygotowania ekstraktu
oraz jego koncentracji.

3.3. Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus i Pectobacterium sp.

3.3.1. Dzialanie sokow, ekstraktéw roslinnych i olejkow eterycznych na Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus i Pectobacterium sp.

W doswiadczeniu oceniajacym wpltyw bioaktywnych skladnikéw roslinnych na
bakterie Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus i Pectobacterium sp. wykorzystano
sok roslinny pozyskany ze $wiezej masy, ekstrakt wodny i alkoholowy otrzymany z suchej
masy oraz sok ro$linny wycisniety z ro$lin traktowanych wysoka temperaturg (20 min.,
90°C). Podczas badan przetestowano rowniez oddziatywanie 17 olejkéw eterycznych na
wzrost badanych bakterii. Metodami uzytymi w okres$laniu dziatania biobojczego byty
metody: zawiesinowa 1 krazkowo-dyfuzyjna. W metodzie zawiesinowej wykorzystano ptytki
titracyjne oraz technike posiewu kroplowego. W metodzie dyfuzyjno-krazkowej jako nos$nik
ekstraktu/olejku zastosowano sterylne krazki z bibuly o $rednicy 9 mm, na ktére nanoszono
po 30 pl badanej substancji pochodzenia roslinnego. W eksperymencie uzyto bakterie:
Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus (Cms) szczep NCPPB 4053 oraz izolaty
Pectobacterium wasabiae (Pw) i Pectobacterium atrosepticum (Pa) (bank patogenow
w IHAR-PIB Mtochéw) o koncentracji 2,5 x 10° jtk/ml.

3.3.2. Wyniki badan

W studzienki ptytki titracyjnej umieszczono po 160ul ekstraktow w dwoch stezeniach
i dodano po 20 ul zawiesiny bakterii. Do tak przygotowanych mieszanin dodano 20 ul wody
lub roztworu mirozynazy (2,5 U/ml). Po czasie 5 1 30 min dzialania ekstraktu wykonano
posiew bakterii na podtoze YPGA.

W przypadku dziatania ekstraktow ze §wiezej masy roslin dziatanie ograniczajace
wzrost kolonii bakterii Cms stwierdzono dla ekstraktu otrzymanego z gorczycy bialej
w czasie 5 i 30 minut. Pozostate ekstrakty nie wykazywaly dziatania biobojczego (tab. 6).
Podobnie brak dzialania antybakteryjnego stwierdzono dla ekstraktow otrzymanych
z suszonych ro$lin, zarowno w probach z dodatkiem i bez mirozynazy (tab. 7).

Efekt biobojczy ekstraktow ros§linnych na wybrane patogeny bakteryjne ziemniaka
zaobserwowano w wyniku uzycia ekstraktow otrzymanych z ro$lin traktowanych wysoka
temperaturg i dodatku egzogennej mirozynazy (tab. 8). Po 30 minutach dziatania ekstraktu
stwierdzono wyrazng redukcj¢ liczby bakterii Cms we wszystkich uzytych ekstraktach
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rozcienczonych 2-krotnie z dodatkiem mirozynazy. W przypadku bakterii z rodzaju
Pectobacterium sp. dziatanie redukujace zanotowano dla ekstraktow z dodatkiem mirozynazy
otrzymanych z gorczycy biatej oraz ekstraktu z pieprzycy siewnej. Wydluzenie czasu
dziatania ekstraktow z pieprzycy siewnej rozcienczonych 2-krotnie z dodatkiem mirozynazy
spowodowato inaktywacje bakterii Cms. W przypadku bakterii bedacych sprawca czarnej
nozki wydluzenie dziatanie ekstraktu nie prowadzito do pelnej eliminacji bakterii. Metoda
krazkowo-dyfuzyjna z uzyciem ekstraktow wodnych 1 alkoholowych z suszonych roslin oraz
ze $wieze] masy nie potwierdzita dzialania biobodjczego badanych wyciggéw (wyniki nie
zamieszczone).

Wyniki dziatania olejkow eterycznych przedstawiono w tabeli 9. Na powierzchnie
ptytek wylozono przygotowane krazki, nasaczone ekstraktem. Obserwacje i pomiar stref
zahamowania wzrostu bakterii dokonywano po 1 dniu (dla Pw) i w 7 dniu od posiania dla
bakterii Cms. Z uwagi na lotny charakter wielu substancji czynnych w badanych olejkach
autorzy zdecydowali si¢ zastosowa¢ dodatkowo metode — zawiesinowa, dwa rozcienczenia
i dwa czasy dziatania.

Cztery olejki (szatwiowy, anyzowy, cyprysowy, lawendowy) nie powodowaly stref
oddzialywania na bakterie Cms i Pw. Dla bakterii Pw brak stref zahamowania wzrostu kolonii
stwierdzono rowniez dla olejku bergamotowego, imbirowego, rozmarynowego, cedrowego,
migtowego, jatowcowego z jagdd. Najsilniejsze oddziatywanie na bakterie Cms powodowaty
olejki lemongrasowy, imbirowy powodujac catkowite zahamowanie wzrostu na pozywce.
Olejki cynamonowy, cedrowy, z gozdzikowca korzennego, geraniowy, rozmarynowy
i lebiodkowy powodowaly zahamowanie wzrostu sprawcy bakteriozy pierscieniowej
ziemniaka wynoszace odpowiednio 25, 14, 12,7 6 i 5 mm. Bakterie Pw wykazywaly wieksza
odporno$¢ na dzialanie olejkow eterycznych przejawiajace si¢ mniejszymi strefami
zahamowania wzrostu w poblizu krazkow nasaczonych olejkiem. Dla olejkow
cynamonowego, lebiodkowego, z drzewa herbacianego, lemongrasowego, geraniowego
I majerankowego strefy oddziatywania ksztattowaty si¢ w przedziale 1-9 mm (rys. 19).

W metodzie zawiesinowej u obu bakterii stwierdzono zalezno$¢ dziatania hamujgcego
olejku od jego stezenia i czasu dziatania na testowany mikroorganizm. Dla bakterii Cms
jedynie olejek anyzowy w obu stezeniach nie spowodowat inaktywacji bakterii po czasie 60
min. W tym samym czasie dziatania olejki lemongrasowy, cynamonowy, geraniowy,
z gozdzikowca korzennego i1 lebiodkowy w obu badanych stezeniach wykazaly dziatanie
biobojcze na bakterie Cms i Pw.
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Rys. 19. Przyktadowe strefy oddziatlywania olejkow eterycznych na bakterie Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonius (lewa strona) i Pectobacterium wasabiae (prawa strona)
oznaczenia na szalkach: 5- olejek cynanonowy, 6- olejek rozmarynowy, 7- olejek anyzowy,
8- olejek cyprysowy, 13- olejek z gozdzikowca korzennego, 14- olejek migtowy
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Tab. 6.

Dziatanie ekstraktow, otrzymanych ze Swiezej masy roslin, rozcienczonych w wodzie, na bakterie Cms, Pw i Pa (czas dziatania 5 i 30 min.)

5 minut 30 minut
o Bakterie/ stezenie mirozynazy Bakterie/ st¢zenie mirozynazy
Ekstrakt / stgzenie
Cms Pw PaO Cms Pw PaO
M1 K+ M1 K+ M1 K+ M1 K+ M1 K+ M1 K+
pieprzyca siewna | 10X + + + + + + + + + + + +
siewki 100x + + + + + + + + + + + +
] 10x +/- +/- + + + + +/- + + + + +
gorczyca biala
100x + +/- + + + + + + + + + +
. . 10x + + + + + + + + + + + +
rzodkiew oleista
100x + + + + + + + + + + + +
) ) 10x + + + + + + + + + + + +
katran abisynski
100x + + + + + + + + + + + +
ps|anka 10x + + + + + + + + + + + +
stuliszolistna 100x + + + + + + + + + + + +
10x + + + + + + + + + + + +
czosnek
100x + + + + + + + + + + + +
barszcz 10x + + + + + + + + + + + +
Sosnowskiego | 100x + + + + + + + + + + + +

+ wzrost kolonii bakterii, +/- ograniczony wzrost kolonii bakterii, - brak wzrostu kolonii bakterii (skuteczne bakteriobdjcze dziatanie ekstraktu),
K+ kontrola bez dodatku mirozynazy, M1 stezenie 0,25 U/ml mirozynazy,
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Tab. 7. Dziatanie ekstraktow, otrzymanych z suchej masy roslin, rozcienczonych w wodzie, na bakterie Cms, Pw i Pa (czas dziatania 5 i 30 min)

5 minut 30 minut
o Bakterie/ st¢zenie mirozynazy Bakterie/ st¢zenie mirozynazy
Ekstrakt / stgzenie
Cms Pw Pa Cms Pw Pa
M1 K+ M1 K+ M1 K+ M1 K+ M1 K+ M1 K+
pieprzyca 20x + + + + + + + + + + + +
siewna
nasiona 100x + + + + + + + + + + + +
pieprzyca 20x + + + + + + + + + + + +
siewna siewki 100x + + + + + + + + + + + +
i 20x + + + + + + + + + + + +
gorczyca biata
100x + + + + + + + + + + + +
rzodkiew 20x + + + + + + + + + + + +
Oleista 100x + + + + + + + + + + + +
ps|anka 20x + + + + + + + + + + + +
stuliszolistna | 100x + + + + + + + + + + + +

+ wzrost kolonii bakterii, +/- zahamowany wzrost kolonii bakterii, - brak wzrostu kolonii bakterii (skuteczne bakteriobojcze dziatanie ekstraktu),
K+ kontrola bez dodatku mirozynazy, M1 st¢zenie 0,25 U/ml mirozynazy,
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Tab. 8. Dziatanie ekstraktow, otrzymanych z roslin traktowanych wysoka temperaturg, rozcienczonych w wodzie, na bakterie Cms, Pw i Pa (czas
dziatania 5, 30 i 60 min.)

5 minut 30 minut 60 minut
Ekstrakt / Cms Pw Pa Cms Pw Pa Cms Pw Pa
stezenie

¢ M1 | M2 | K+ | M1 | M2 | K+ | M1 M2 | K+ | M1 | M2 | K+ | M1 | M2 | K+ | ML |M2| K+ | ML | M2|K+|ML|M2|K+|ML|M2|K+
rukiew 2X + + + + + + + + + +/- | bd | + + bd | + + b.d + +/- | bd | + + bd | + + bd | +
wodna 10x | + + + + + + + + + + bd | + + bd | + + b.d + + bd | + + bd | + + bd | +
rzodkiew 2X + + + + + + + + + +/- | bd | + + | bd| + + | bd]| + | +-|bd| + + | bd | + + | bd | +
oleista 10x | + + + + + + + + + +/- | bd | + + bd | + + b.d + +/- | bd | + + bd | + + bd | +
gorczyca 2X + + + + + + + + + +- | +H- |+ | +/- + + | +/- + + +- | H- |+ | H- + + | +/- + +
biata 10x | + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
pieprzyca 2X + + + + + + + + + +- | - + | /- + + | +/- + + - +- | + | +/- + + | +/- + +
siewna 10x | + + + + + + + + + +- | + + | 4| + + | +H-| + + | 4+ + + |+ + + | +H-| + +

+ wzrost kolonii bakterii, +/- zahamowany wzrost kolonii bakterii, - brak wzrostu kolonii bakterii (skuteczne bakteriobdjcze dziatanie ekstraktu),
K+ kontrola bez dodatku mirozynazy, M1 st¢zenie 0,25 U/ml mirozynazy, st¢zenie 0,05 U/ml mirozynazy
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Tab. 9. Dziatanie olejkow eterycznych i ekstraktow roslinnych na bakterie Cms i Pw badane metodg krazkowo-dyfuzyjng (rozcienczenie olejkow 10x) i
zawiesinowg (rozcienczenie olejkow 100x 1 200x)

Cms Pw
Olejek eteryczny/ekstrakt meto‘_ia quzkowo-dyfuzyjna Metoda zawiesinowa metoqa quzlfowo-d){fuzyjna Metoda zawiesinowa
promien odziatywania [mm] 5 min 60 min promien odzialywania [mm] 5 min 60 min
rozcienczenie olejkow 10x 100x | 200x | 100x | 200x rozcienczenie olejkow 10x 100x 200x | 100x | 200x

1 Lemongrasowy catkowity brak wzrostu na plytce - - - - 2 + - -
2 Bergamotowy 1 - - 0 + + +/- +
3 Szatwiowy 0 - - 0 + + +/- +
4 Imbirowy catkowity brak wzrostu na ptytce - - - - 0 + + + +
5 Cynamonowy 25 - - - - 9 - - - -
6 Rozmarynowy 6 - - 0 + + +/- +
7 Anyzowy 0 + + + 0 + + + +
8 Cyprysowy 0 - - - - 0 + + + +
9 Cedrowy 14/23* + - - 0 + + + +
10 Lawendowy 0 - - 0 + + + +
11 Geraniowy 7/14 - - - - 1 - - - -
12 Z drzewa herbacianego 2 + + - - 3/6 + + - +
13 | Z gozdzikowca korzennego 12 - - - - 0/22 - - - -
14 Migtowy 2 +/- + - - 0 +- + - +
15 Majerankowy 2 + + - - 1 +/- + - +
16 Jatowcowy z jagod 1 + + - - 0 + + + +
17 Lebiodkowy (oregano) 5/11 - - - - 3/21 - - - -
18 Hydrolat migtowy 0 + + + + 0 + + + +
19 Czosnek** 5 + + + + 7 + + + +
20 Bylica** 0 + + + + 0 + + + ¥
*warto$¢ po ukosniku oznacza strefe spowolnionego wzrostu bakterii ** dla czosnku i bylicy rozcienczenie 5x i 10x, + wzrost kolonii bakterii, +/-

ograniczony wzrost kolonii bakterii, - brak wzrostu kolonii bakterii (skuteczne bakteriobojcze dziatanie ekstraktu)




3.4. Globodera rostochiensis

3.4.1. Dzialanie ekstraktow roslinnych i olejkéw eterycznych na larwy i cysty matwika
ziemniaczanego

W badaniu ekstraktow roslinnych na larwy matwika ziemniaczanego uwzgledniono
ekstrakty pozyskane ze $wiezych roslin, roslin po wysuszeniu i rozpuszczeniu w wodzie oraz
wyciaggi pozyskane z ro$lin uprzednio traktowanych wysoka temperaturg. Wariantem
doswiadczenia byl dodatek do mieszaniny ekstraktu i larw matwika egzogennej mirozynazy.
Badania przeprowadzono w plytkach titracyjnych obserwujgc zachowanie larw pod
mikroskopem (rys. 20).

W doswiadczeniu okreslajacym wpltyw ekstraktow roslinnych na jaja i1 larwy
w cystach matwika wykorzystano ekstrakty z wysuszonego materialu roslinnego.
Eksperyment polegal na ocenie dziatania ekstraktow ros§linnych na stymulacj¢ wylegu larw
zZcyst matwika ziemniaczanego. Przygotowane wczesniej ekstrakty rozmrozono
I przepuszczono przez filtr strzykawkowy o $rednica poréow 0,22 pm. W badaniach uzyto
komory hodowlane i woreczki nylonowe, wykonane z materialu o wielko$ci otworow 0,22
mm, w ktérych zamykano po 20 sztuk cyst. Woreczki umieszczano w komorach
hodowlanych i zalewano 25-krotnie rozcienczonymi sterylnymi ekstraktami. W odstepach 3-4
dniowych dokonywano przeniesienia woreczkdw z cystami do nowego roztworu ekstraktu.
Badania wykonano w dwoch powtdrzeniach. Obserwacje przeprowadzano przy pomocy
mikroskopu odwrdoconego zliczajac larwy inwazyjne, ktére wydostaly si¢ z cyst pod
wpltywem dziatania roztworu ekstraktu lub dyfuzatu korzeniowego. Po 18 dniach
eksperymentu sprawdzano zywag zawarto$¢ cyst zamknietych w woreczkach stosujac
stymulacj¢ wylegu dyfuzatem korzeniowym z pomidora. W ocenie liczby larw, ktore wylegly
si¢ z jaj 1 wydostaty si¢ poza cyste zastosowano 6-cio stopniowa skale.

Przeprowadzono rowniez eksperyment okre$lajacy dziatanie suchych ekstraktow
roslinnych na porazenie ro$lin ziemniaka uprawianych w wazonach (Rys. 21). Do§wiadczenie
wykonano w fitotronie. Do wazonow z posadzong bulwag ziemniaka wtozono woreczek
nylonowy z cystami matwika ziemniaczanego. Liczka jaj 1 larw w woreczku wynosita 2500
szt. stanowigc inokulum. Po 3 tygodniach od wysadzenia ziemniakéw na powierzchnie
podioza uprawnego w wazonie wprowadzono wysuszony ekstrakt roslinny (5 g/wazon). Po
okresie wegetacji ziemniakoéw pobrano po 100 ml podloza z wazonow w celu okreslenia
ilosci jaj 1 larw w powstatych cystach. Jako kontrole pozytywna zastosowano srodek Vydate.
Kontrole negatywna stanowily wazony bez dodatku wysuszonego materiatu roslinnego.
Doswiadczenie przeprowadzono w trzech powtodrzeniach. Wyniki podano w liczbie jaj 1 larw
z cyst wyekstrahowanych z 100 ml préb.

Wsrod substancji pochodzenia roslinnego do badan uzyto rowniez olejki eteryczne.
W studzienkach ptytek titracyjnych umieszczono larwy matwika ziemniaczanego patotyp Rol
1 Ro5 1 zalano rozcienczonymi 100x olejkami eterycznymi. Obserwacje prowadzono pod
mikroskopem w okreslonych odstepach czasu.

31



Rys. 20. Larwy matwika ziemniaczanego (strona lewa - kontrola, bez dodatku ekstraktu,
strona prawa - pobudzone dziataniem ekstraktu)

-

Rys. 21. Doswiadczenie wazonowe okreslajace dziatanie suchej masy ro$lin z rodziny
kapustowatych na matwika ziemniaczanego

3.4.2. Wyniki badan

Wyniki eksperymentow oceniajacych wptyw ekstraktow na cysty i larwy matwika
ziemniaczanego stanowig uzupetnienie wynikow uzyskanych w 2016 roku w ramach badan
podstawowych na rzecz rolnictwa ekologicznego.

Zaden z badanych ekstraktow roélin z rodziny kapustowatych nie powodowat
stymulacji wylegu larw z cyst (tab. 10). Ekstrakty z suchej masy z pomidora czgsci
nadziemne] 1 korzeni powodowaly wyleg larw w stopniu zblizonym do dyfuzatu
korzeniowego ziemniaka. Zaobserwowano dziatanie ekstraktu z pieprzycy siewnej na larwy
i jaja w cystach matwika ziemniaczanego patotypu Rol i Ro5 przejawiajgce si¢ brakiem
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wylegu larw po przeniesieniu woreczkéw z cystami do zawiesiny dyfuzatu korzeniowego
pomidora.

Wykazano brak dziatania eckstraktow ze $wiezej masy ro$lin na larwy matwika
ziemniaczanego patotyp Rol po 1,5-godzinnym okresie przebywania larw w ekstrakcie 10
I 40-krotnie rozcienczonym. Po 24 godzinach zywe larwy stwierdzano w ekstraktach
z katranu abisynskiego, gorczycy bialej, rzodkwi oleistej i rukwi wodnej. W tym samym
czasie dzialania ekstraktow martwe larwy matwika ziemniaczanego obserwowano po
zastosowaniu wyciagu z pieprzycy siewnej i czosnku pospolitego (tab. 11).

Podobne dziatanie na larwy matwika ziemniaczanego stwierdzono po zastosowaniu
ekstraktow z suchej masy (tab. 12). Po 1,5 godzinie dziatania ekstraktow 100% larw byto
zywych. Wydluzenie czasu przebywania larw w ekstraktach do 24 godzin spowodowato
$mier¢ larw w ekstraktach z pieprzycy siewnej 1 z nasion pieprzycy siewnej z dodatkiem
enzymu mirozynazy. W pozostatych przypadkach larwy zachowaty zywotnos$¢.

Wicgksza skuteczno$¢ dziatania biobojczego wykazano dla ekstraktow otrzymanych
zro$lin traktowanych wysoka temperaturg (tab. 13). Dziatanie antymatwikowe
zaobserwowano juz po 10 minutach przebywania larw w ekstrakcie z pieprzycy siewnej
z dodatkiem mirozynazy. Po czasie 1,5 godziny przebywania larw w ekstraktach z gorczycy
bialej i pieprzycy siewnej liczba zywych larw oscylowata w zakresie 5%. Po 24 godzinach we
wszystkich uzytych wyciagach nie stwierdzono obecnos$ci zywych larw.

Analizujac wyniki prob gleby pobranych z wazondéw doswiadczalnych, do ktérych
aplikowano zmielong biomase ros§lin z rodziny kapustowatych zaobserwowano rdznice
w ilosci pozyskanych cyst i zywej zawartosci cyst (jaj i larw) z zalezno$ci od uzytego gatunku
rosliny (tab. 14). W przypadku dodatku do gleby sproszkowanego materiatu roslinnego
otrzymanego z rukwi wodnej, rzodkwi oleistej] odmiany Colonel 1 gorczycy bialej odmiany
Bardena stwierdzono wysoka liczbe jaj i larw w cystach (w 100 ml gleby) powstatych na
korzeniach ziemniaka. Dodatek do podloza sproszkowanej biomasy z gorczycy bialej
odmiany Concerta, rzodkwi oleistej odmiany Romesa i pieprzycy siewnej zaobserwowano
wyrazny spadek liczby jaj i larw w pobranych prébach.

Dziatanie olejkow eterycznych na larwy matwika ziemniaczanego patotyp Rol i Ro5
byto zréznicowane (tab. 15). Pig¢ olejkéw (lemongrasowy, cynamonowy, anyzowy,
z gozdzikowca korzennego 1 lebiodkowy) dziatalo matwikobdjczo juz po 1 godzinie
przebywania larw w roztworach olejkow rozcienczonych 100-krotnie. Po 48 godzinach
dzialania wszystkie olejki eteryczne wykazaty dzialanie toksycznie na larwy matwika
z wyjatkiem olejku z drzewa herbacianego na Rol 1 olejku lawendowego na RoS5.

3.4.3. Podsumowanie

1. Wykazano duze zréznicowanie podatnosci bakterii Cms i z rodzaju Pectobacterium sp.
na pozyskane substancje pochodzenia roslinnego. Wigksza wrazliwo$cia na soki roslinne,
ekstrakty i olejki eteryczne uzyte w badaniach cechowal si¢ sprawca bakteriozy
pierscieniowej ziemniaka - Cms.

2. Z uwagi na trudno$ci stosowania w praktyce rolniczej substancji pochodzenia roslinnego
i niedostateczng wiedz¢ na temat ich dziatania antymatwikowego nalezy w kolejnych
badaniach prowadzi¢ réwniez stala obserwacje zachowania si¢ nicieni matwika
ziemniaczanego w S$rodowisku glebowym po aplikacji uzyskanych ekstraktow
roslinnych.
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Tab. 10. Dziatanie ekstraktow wodnych otrzymanych z suchej masy cze¢sci nadziemnej, nasion pieprzycy siewnej i korzeni pomidora na cysty

matwika ziemniaczanego Rol i Ro5 [liczba larw w stopniach]

Ekstrakty z suchej masy cz¢éci nadziemnej wytrzasane w wodzie Nasiona Korzenie pl:;;tt;\?vlr?a nl:;;[t;wmr?a
Dzien Rukiew wodna Ple_przyca Pyanl_<a Pomidor Plgprzyca Pomidor nyuz_at woda
siewna stuliszolistna siewna ziemniak
Rol Ro5 Rol Ro5 Rol Ro5 Rol Ro5 Rol Ro5 Rol Ro5 Rol Ro5 Rol Ro5
3 0/0* 0/0 0/0 0/0 0/0 0/2 0/0 0/0 1/1 0/1 0/0 0/0 1/1 2/1 1/1 2/0
6 0/1 0/1 0/0 0/0 0/0 0/0 1/0 1/2 1/1 0/2 3/2 2/3 2/2 3/3 2/1 2/3
9 0/0 0/0 0/0 0/0 0/1 0/0 0/0 0/3 1/0 1/0 2/1 2/4 3/3 4/4 1/2 2/2
12 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 2/2 2/3 1/0 0/0 4/2 5/5 3/3 3/3 2/2 3/3
15 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/1 2/1 2/3 0/0 0/0 3/3 3/2 3/3 4/4 2/2 2/2
18 0/0 0/0 0/0 0/0 0/1 0/0 5/5 0/3 0/0 0/0 3/4 3/4 4/3 5/4 2/1 2/1
) . 5° 20/14 13/10 0/0 0/0 12/18 5/14 0/17 10/8 21/21 7/8 25/21 716 5/15 5/2 22/20 | 10/11
Zywa zawartos¢ cystw [T o 515 [ g/1] 0/0 0/0 14/6 | 86 | 20/13 | 8/4 79 | 6/8 | 5/7 | 9/12 | 5/6 | 6/13 | 8/10 | 4/10
StOp”'Iacr." %0 ]E’O”‘t""’“ym 3° | 5/4 8/9 0/0 0/0 4/6 713 100 | 6/10 | 2/0 | 5/7 | 02 | 58 | 10/7 | 8/7 | 0/0 | 79
Zigfz'gmgv\‘j;; o 2° | 000 0/0 0/0 0/0 0/0 0/7 0/0 00 | 0/0 | 52 | 0/0 | 000 | 7/2 | 6/0 | 0/0 | 000
pomidora 1° 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 7/0 0/0 0/0 3/0 0/0 0/0 0/0
0° 0/0 0/0 30/30 30/30 0/0 10/0 0/0 6/8 0/0 0/5 0/0 8/4 0/0 5/8 0/0 9/0

*- wyniki po ukos$niku stanowig powtorzenia

Stopnie: 0°— 0, 1° — (1-5), 2°-(6-20), 3°-(21-50), 4° -(51-100), 5°- >100

Tab. 11. Dzialanie ekstraktu ze §wiezej masy roslinnej bez traktowania wysoka temperaturg i bez dodatku mirozynazy na larwy matwika
ziemniaczanego Rol [% zywych]

Czas al!»(i::::snki Gorczyca biata Ré?;';gw Pls?traj\:\fr)ga Rukiew wodna Czosnek KO””QI? pozytywna
obserwacji Pomidor Woda (s!nlgryna *
10x 40x 10x 40x 10x 40x 10x 40x 10x 40x 10x 200x mirozynaza)
10 min 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 0
1,5h 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 0
24 h >70 100 3 80 5 30 0 0 80 80 0 0 100 100 0
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Tab. 12. Dziatanie wodnych ekstraktow z suchej masy czesci nadziemnej badanych roslin i nasion pieprzycy siewnej na larwy matwika

ziemniaczanego Rol [% zywych]

v | ooy
obserwacji |0 | 1ox+M* | 10x | 10x#M | 10x | 10x+M | 10x | 10x+M | 10x | 10x+ M 10x Pomidor mirogy)rqaza)
10 min 100| 100 | 100 | 100 |100| 100 | 100 | 100 | 100 | 100 100 100 100 0
15h 100| 100 | 100 | 100 |100| 100 | 100 | 100 | 100 | 100 100 100 100 0
24h 40 | 40 40 40 0 0 40 0 90 90 90 100 100 0

M* - stezenie 0,25 U/ml mirozynazy,

Tab. 13. Dziatanie ekstraktow otrzymanych z roslin traktowanych wysoka temperaturg rozcienczonych w wodzie na larwy matwika ziemniaczanego

Rol [% zywych]

. Pieprzyca Rzodkiew .
Obsif \?vz ; Gorezyca biata | .0 S oleista Rukiew wodna Woda Kong(i)r:?g?%ztzwna
10x | 10x+M* | 10x | 10x+M | 10x | 10x+ M 10x 10x+ M mirozynaza)
10 min 100 100 100 50 100 b.d. 100 b.d 100 0
1,5h 100 5 100 5 100 b.d 100 b.d 100 0
24 h 0 0 0 0 0 b.d 0 b.d 100 0

M* - stezenie 0,25 U/ml mirozynazy,

35




Tab. 14. Wyniki oceny zywej zawarto$ci w cystach matwika ziemniaczanego Rol w probach 100 ml gleby z doswiadczenia wazonowego

Powtorzenia .
Mediana
Obiekt _ Poczgtkgwa 1 2 3
liczba jaj i larw [|jczba jaj[ Liczba |Liczbajaj| Liczba |[Liczbajaj| Liczba |Liczbajaj| | .
. . . . Liczba cyst
i larw cyst i larw cyst i larw cyst i larw
Rukiew wodna 2500 250 4 3090 35 2280 25 2280 25
Rzodkiew - Colonel 2500 2410 25 810 9 3340 37 2410 25
Rzodkiew -Romesa 2500 470 7 340 4 1420 16 470
Gorczyca - Concerta 2500 220 3 330 6 420 5 330
Gorczyca - Bardena 2500 1420 14 3260 48 1993 28 1993 28
Pieprzyca siewna 2500 940 20 890 15 810 15 890 15
Vydate pozytywna 2500 130 3 30 1 130 3 130 3
Kontrola negatywna 2500 660 13 2800 41 1460 20 1460 20
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Tab. 15. Dziatanie olejkow eterycznych rozcienczonych 100x na larwy matwika
ziemniaczanego Rol i Ro5 [% zywych]

] Rol Ro5
Lp. Nazwa olejku m 28h 1h 28h
1 Lemongrasowy 0 0 0 0
2 Bergamotowy 5 0 5 0
3 Szalwiowy 0 0 5 0
4 Imbirowy 30 0 50 0
5 Cynamonowy 0 0 0 0
6 Rozmarynowy 80 0 80 0
7 Anyzowy 0 0 0 0
8 Cyprysowy 100 0 100 0
9 Cedrowy 100 0 100 0
10 | Lawendowy 100 0 100 10
11 | Geraniowy 70 0 80 0
12 | Z drzewa herbacianego 0 5 0 0
13 | Z gozdzikowca korzennego 0 0 0 0
14 | Migtowy 100 0 100 0
15 | Majerankowy 5 0 5 0
16 | Jatlowcowy z jagod 100 0 100 0
17 | Lebiodkowy (oregano) 0 0 0 0
18 | Hydrolat migtowy-butgarski 100 0 100 0
19 | Woda+ etanol 100 10 100 100
20 | Dyfuzat z pomidora 100 100 100 100
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4. STWIERDZENIA | WNIOSKI

1. W toku przeprowadzonych badan potwierdzono dziatanie cytotoksyczne mieszaniny
kontrolnej enzym-substrat (mirozynaza z sinigryng), jak rowniez badanych ekstraktow
na P. betae w stadium zoospor. Uzyskane wyniki §wiadczg o tym, ze zastosowanie
ekstraktow gorczycy bialej, rzodkwi oleistej, psianki stuliszolistnej, barszczu
Sosnowskiego oraz bylicy rocznej moze wptyna¢ na zmniejszenie zasiedlenia korzeni
buraka cukrowego przez Polymyxa betae, jednak dzialanie ochronne jest istotnie
zalezne od wyjsciowej koncentracji inokulum patogena. W przypadku wybranych
wyciagoéw, np. bylicy rocznej wykazano wyrazny efekt dawko-zalezny, w przypadku
innych, tj. psianki stuliszolistnej, stwierdzono réwniez mozliwo$¢ ograniczenia
BNYVV. Na obecnym etapie wskazane byloby przeprowadzenie dalszych analiz po
bezposredniej inokulacji zawiesing zoospor wektora BNYVV w doswiadczeniach
laboratoryjnych oraz ocen¢ wpltywu wybranych mieszanin/ekstraktow jako
komponentoéw otoczki nasion na stopien zasiedlenia korzeni w/w patogenami, jak
réwniez doswiadczenia w warunkach polowych.

2. Najskuteczniejsze dziatanie fitosanitarne, catkowicie ograniczajace rozwoj
testowanych izolatow R. solani, A. cochlioides oraz C. beticola stwierdzono po
zastosowaniu 0,3% roztworu olejku lemongrasowego, badz tez cynamonowego,
geraniowego, z gozdzikowca korzennego, majerankowego lub lebiodkowego.

Istotny wplyw na ograniczenie rozwoju R. solani, A. cochlioides oraz C. beticola ma
nie tylko gatunek czy odmiana rosliny z jakiej pochodzi ekstrakt, ale rowniez metoda
jego przygotowania i koncentracja.

3. Przeprowadzone badania wykazaty, ze skuteczno$¢ biobojczego dziatania ekstraktow
na agrofagi ziemniaka uzalezniona jest od metodyki ich przygotowania. Ekstrakty
otrzymane z ro$lin traktowanych wysoka temperaturg odznaczaty si¢ szybszym
dziataniem zaréwno bakteriobojczym jak i nicieniobdjczym.

4. Analizujac dzialanie ekstraktow pozyskanych z roslin nalezacych do rodziny
kapustowatych, stwierdzono, zZe najlepszym dzialaniem biobdjczym, w kazdym
badanym wariancie dotyczacym ochrony biologicznej ziemniaka, charakteryzowaty
si¢ wyciagi z pieprzycy siewne;j.

5. Uzyskane pozytywne efekty dziatania fitosanitarnego ekstraktow w warunkach
laboratoryjnych 1 w doswiadczeniu wazonowym wymagalyby potwierdzenia
w kolejnym roku badan oraz ustalenia minimalnych skutecznych w ochronie ro$lin
stezen. Kolejnym, koniecznym etapem badan byloby przeprowadzenie do$wiadczen
polowych z uwzglednieniem wptywu czynnikow $rodowiskowych na dziatanie
fitosanitarne ekstraktow. Po zakonczeniu badan wdrozeniowych ekstrakty z biomasy
niektdrych testowanych roslin beda mogly zosta¢ wykorzystane w praktyce rolniczej
do ograniczenia nasilenia wystegpowania trudnych do zwalczania grzybow
polifagicznych, bakterii chorobotwoérczych 1 nicieni groznych dla buraka cukrowego
I ziemniaka.
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