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WPROWADZENIE

Skracanie rotacji ros$lin w plodozmianie oraz coraz wigkszy udzial w nim roslin
okopowych i kapustowatych, wptywa na wzrost zagrozenia ze strony chorob i szkodnikow dla
upraw ziemniaka i buraka cukrowego. Groznym, kwarantannowym szkodnikiem upraw
ziemniaka, pojawiajacym si¢ w uproszczonych ptodozmianach, jest matwik ziemniaczany
Globodera rostochiensis, powodujacy straty plonu dochodzace do 80%. Duze zagrozenie dla
buraka cukrowego stanowig natomiast Aphanomyces cochlioides i Rhizoctonia solani, ktére
sg ekspansywnymi patogenami porazajagcymi siewki (zgorzel siewek buraka) oraz doroste
ros§liny (zgnilizny korzeni). Rizomania z kolei — to wazna pod wzgledem gospodarczym
choroba buraka cukrowego powodowana przez wirusa BNYVV, ktérego wektorem jest
grzybopodobny pierwotniak Polymyxa betae. Wymienione czynniki chorobotwdrcze
powoduja powazne straty siggajace nawet do 50-80% plonu. Do wzrastajacej presji
czynnikow chorobotworczych przyczynia sie takze koncentracja uprawy ziemniaka i buraka
wokot zaktadow przetworczych oraz wykorzystanie nawozowe lisci roslin okopowych.

W ekologicznej ochronie roslin okopowych przed chorobami wykorzystuje si¢ metode
agrotechniczng, hodowlang 1 bazujaca na naturalnie wystepujacych substancjach
bioaktywnych (Nowakowski 2002, Nowakowski 2004, Nowakowski 2013, Pastuszewska i in.
2013). W ochronie przed rizomanig duze znaczenie ma hodowla odpornosciowa, jednak
odporne odmiany buraka nie gwarantujg pelnego bezpieczenstwa plonu ze wzgledu na
patotypy coraz czgsciej przetamujace istniejaca odporno$¢. Wskazane jest zatem
poszukiwanie czynnikow, ktoére moglyby efektywnie ogranicza¢ rozwdj nosiciela choroby.
Najwigksze straty w plonie buraka cukrowego moze wywota¢ choroba grzybowa lisci —
chwoscik, powodowana przez Cercospora beticola. Poszukiwanie efektywnych w ochronie
ziemniaka 1 buraka cukrowego substancji bioaktywnych jest konieczne w warunkach
nasilonego wystepowania chorob 1 szkodnikéw oraz niewystarczajacej skutecznosci i
niewielkiej ilosci stosowanych dotad srodkéw ochrony roslin. Brak dostatecznej wiedzy oraz
problemy organizacyjne 1 finansowe przy ksztalttowaniu korzystnej pod wzgledem
fitosanitarnym agrotechniki, zbyt duza wrazliwo$¢ na patogeny odmian deklarowanych jako
odporne oraz ograniczenia W przepisach w zakresie stosowania dostepnych $rodkéw ochrony
ro$lin réwniez zmuszaja do poszukiwania metod biologicznych ograniczania wyst¢gpowania
agrofagow. Dane literaturowe wskazuja na rosnace zainteresowanie biologicznymi metodami
zwalczania wymienionych patogenéw (Heijbroek i in. 1998, Chitwood 2002, Naraghi i in.
2014). Z drugiej strony wiadomo, ze rosliny stosowane w uprawie jako miedzyplon, np.
gorczyca biata 1 rzodkiew oleista, wykazuja dzialanie ochronne przeciwko nicieniom oraz
patogenom grzybowym w glebie (Heijbroek i in. 1998, Nowakowski 2004, Blazevi¢ i in.
2010, Daub 1 Westphal 2011, Valdes 1 in. 2011, Nowakowski 2013). Zwiazki aktywne tych
ro$lin, takie jak glukozynolany i produkty ich hydrolitycznego rozkladu, sa opisywane jako
silne czynniki o dziataniu antynicieniowym, przeciwgrzybowym, przeciwbakteryjnym,
przeciwoksydacyjnym, a takze allelopatycznym (Vig i in. 2009). Jednocze$nie gorczyca biata
i rzodkiew sa ro$linami wykorzystywanymi jako rosliny lecznicze, nawozowe i dostarczajace
olej.

W ramach realizacji zadania pt. ,,Wykorzystanie naturalnych substancji wspierajacych
zdrowotnos¢ w ekologicznej uprawie i ochronie roslin okopowych przed waznymi pod
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wzgledem gospodarczym chorobami 1 szkodnikami” zespot ztozony z pracownikow Instytutu
Hodowli i Aklimatyzacji Roslin — Panstwowy Instytut Badawczy (IHAR-PIB), Oddziat w
Bydgoszczy, przeprowadzit badania polowe i laboratoryjne dotyczace oceny dzialania
ekstraktow wybranych roslin sanitarnych w zakresie ograniczania rozwoju grzybow, bakterii i
nicieni.

Celem projektu jest opracowanie efektywnej i alternatywnej do chemicznej metody
ochrony roslin buraka cukrowego przed R. solani, A. cochlioides, C. beticola i P. betae oraz
ziemniaka przed G. rostochiensis, z wykorzystaniem ekstraktow roslinnych zawierajgcych
substancje hamujgce rozwdj agrofagdéw.

2. METODY, WARUNKI | ZAKRES BADAN

2.1. Metody badan

Wyniki prezentowane w niniejszym sprawozdaniu pochodza z badan realizowanych w
Instytucie Hodowli i Aklimatyzacji Ros$lin — Panstwowy Instytut Badawczy, Oddziat w
Bydgoszczy. Oceniana byta reakcja wybranych izolatéw i form agrofagéw na roézne ekstrakty
roslinne 1 ich stgzenia. Do badania dziatania antynicieniowego wykorzystano test z uzyciem
ptytek wielodotkowych. Obserwacje zachowania nicieni byly prowadzone za pomoca
mikroskopu odwréconego, w okreslonych odstgpach czasu po uzyciu ekstraktu.
Doswiadczenie  okreslajgce  dziatanie  przeciwgrzybowe  substancji  bioaktywnych
przeprowadzono z uzyciem podlozy wzrostowych metoda dyfuzyjng. Efekt dzialania
ekstraktow na Polymyxa betae zostat sprawdzony z zastosowaniem metod molekularnych - w
toku reakcji RT-PCR. Dodatkowo prowadzono bezposrednie obserwacje mikroskopowe przy
uzyciu mikroskopu odwrdoconego, podczas doswiadczen na wyizolowanych zoosporach.

Badania mialy umozliwi¢ ocen¢ wplywu substancji bioaktywnych pochodzacych z
odmian gorczycy biatej, rzodkwi oleistej i barszczu Sosnowskiego na ograniczenie rozwoju
agrofagow: A. cochlioides, C. beticola, G. rostochiensis, P. betae i R. solani.

2.2. Warunki i zakres badan

W potowie maja na polu do§wiadczalnym IHAR-PIB w Bydgoszczy wysiano po dwie
odmiany rzodkwi oleistej: Romesa i Colonel oraz gorczycy bialej: Bardena i Concetra (norma
wysiewu: 20 kg/ha gorczyce, 30 kg/ha rzodkwie) (rys.1). W okresie poczatku kwitnienia
danej odmiany pobrano material badawczy w celu przygotowania ekstraktow z czesci
nadziemnej i korzeni (rys. 3 i 4). Cze$¢ roslin pozostawiono na poletkach w celu zebrania
nasion.



Rys. 1. Poletka do§wiadczalne podczas wschodow gorczycy bialej i rzodkwi oleistej oraz w
okresie przed kwitnieniem roslin

Potowe kazdej proby materialu z czg$ci nadziemnej i korzeni roslin cig¢to na fragmenty
o dhugosci 2-3 cm i poddano suszeniu w temp. 30°C. Z pozostatej czgsci §wiezej masy
ro$linnej wycisnieto sok wyciskarka firmy Meku typ R32 (rys. 2).

Rys. 2. Wyciskarka firmy Meku typ R32

Sok z roslin przesaczono przez sito o porach wielkosci 0,25 mm i zamrozono w temp. -20°C.
Swieza mase korzeni zmielono w mtynku laboratoryjnym, a nastepnie nawazki 20 g zalano 80
ml wody destylowanej lub 70% metanolem 1 wytrzasano 1 godzing.



Rys. 4. Rzodkiew oleista odmiana Romesa (po lewej) i Colonel (po prawej)



Rozdrobniony materiat roslinny czesci nadziemnej badanych odmian gorczycy biatej i
rzodkwi oleistej po wysuszeniu i zmieleniu podawano takze ekstrakcji w aparacie Soxhleta.
Odwazono po 4 g suchego materiatu roslinnego do celulozowych gilz. W trakcie ekstrakcji
uzyto 120 ml 99% chlorku metylenu. Czas ekstrakcji wynosit 4 godziny. Z otrzymanych
ekstraktéw odparowywano chlorek metylenu, a osad zawieszano w 3 ml 99% metanolu.
Otrzymane ekstrakty metanolowe zamrozono w temperaturze -20°C. Autorzy zdecydowali si¢
takze na ocen¢ sanitarnego dziatania substancji zawartych w biomasie barszczu
Sosnowskiego. Materiat badawczy przywieziono z okolicy miejscowosci Minikowo i
Chrzastowo, koto Nakta (rys. 5). Z uwagi na wielko$¢ i zdrewnienie ro$liny, do badan
wykorzystano ogonki lisciowe, z ktorych wyciskano sok. Cz¢$¢ ro§lin wysuszono, a nastepnie
zmielono i poddano ekstrakcji w aparacie Soxhleta, analogicznie jak to czyniono wczesniej w
przypadku gorczycy biatej i rzodkwi oleiste;.

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

Rys. 5. Rosliny barszczu Sosnowskiego, osiggajg wysoko$¢ do 3,5 m (zdjecie po lewej);
mtode rosliny, wykorzystane w badaniach, miaty wysokos¢ okoto 1 m (zdjgcie po prawej)

3. PRZEPROWADZONE BADANIA
3.1. Polymyxa betae

Do$wiadczenie celem oceny wptywu badanych ekstraktow na Polymyxa betae zatozono
w systemie imersyjno-piaskowym opracowanym i zastosowanym wcze$niej na potrzeby
realizacji Programu Wieloletniego IHAR-PIB na lata 2015-2020, zad. 2.4. System ten zostat
opisany po raz pierwszy przez Paul i in. (1993) do oceny odpornosci na rizomani¢ siewek
buraka cukrowego. W niniejszym doswiadczeniu inokulum stanowily korzenie ros$lin
zasiedlonych przez wektor przenoszacy wirusa nekrotycznego zotknigcia nerwdéw buraka
BNYVV, roztarte homogenizatorem r¢cznym w roztworze odzywczym Steinera w proporcji
0,3 ml korzeni na 200 pl roztworu. Roztarty materiat przenoszono nastepnie do 50 ml butelek,
do ktorych wprowadzano nieporazone ok. 3 tygodniowe siewki buraka cukrowego odmiany
Japola (5 roslin na butelke). W przypadku oceny wptywu badanych ekstraktow na patogeny
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wyzej opisane inokulum przed wprowadzeniem do butelki poddawano uprzedniemu
traktowaniu danym ekstraktem w objetosci od 50 ul do 1 ml, zaleznie od zastosowanego
ekstraktu/mieszaniny (50, 100, 200, 500, 1000 ul) przez 24h w 37 °C, a nastepnie takie
inokulum przenoszono do butelek do$wiadczalnych. Stosowano réwniez materiat z cze$ci
nadziemnych/korzeni ro$lin utarty w cieklym azocie w ilosci 0,3 g na inokulum.
Do$wiadczenia utrzymywano w klimatyzowanym pomieszczeniu laboratoryjnym przy
kontrolowanej temperaturze 22/17 °C (dzien/noc) przy fotoperiodzie naturalnym. Tabela 1
zawiera szczegOlowy wykaz kombinacji doswiadczen zastosowanych celem oceny wplywu
badanych ekstraktow na Polymyxa betae. Rosliny stanowigce materiat do pobrania inokulum
wysiewano w kuwetach do ziemi stanowiacej mieszaning 1:1:1 ziemi rizomaniowej (z
wektorem zasiedlonym glownie przez patotyp A wirusa), uniwersalnego podioza
ogrodniczego oraz wyautoklawowanego piasku. Korzenie pobierano po 1,5 miesigca wzrostu
w porazonej ziemi. Ro$liny odmiany Japola przeznaczone do traktowania ekstraktami w
butelkach doswiadczalnych wysiewano do podioza uniwersalnego w kuwetach.
Doswiadczenia kuwetowe utrzymywano w fotoperiodzie 12 h dzien/12 h noc przy
kontrolowanej temperaturze 22/17 °C (dziefi/noc). Po 3, 4 i 5 tygodniach od momentu
zalozenia doswiadczenia w warunkach porazenia pobierano nawazki korzenia ok. 100 mg do
dalszych analiz. Materiat pobrany wymrazano w ciektym azocie i przechowywano w - 80 °C.

Tab. 1. Zestawienie doswiadczen z pltynnymi ekstraktami pozyskanymi z roélin oraz
doswiadczen enzymatycznych (enzym mirozynaza + glukozynolan sinigryna)
Nazwa rosliny Typ ekstraktu / mieszaniny Dawka*
Sok z czg$ci nadziemnej rosliny/
Gorczyca biala, Ekstrakt metanolowy (75°C) z korzeni, 50 | 100 | 500 1000
odmiana ‘Bardena’ | Ekstrakt metanolowy z czgéci nadziemne;j pl pl pl pl
(aparat Soxhleta)
Gorczyca biala, Sok z czg$ci nadziemnej rosliny/ 50 | 100 | 500 1000
odmiana ‘Concerta’ Ekstrakt metanolowy (75°C) z korzeni pl pl pl pl
Sok z cze¢$ci nadziemnej rosliny/
Rzodkiew oleista, Ekstrakt metanolowy (75°C) z korzeni, 50 | 100 | 500 1000
odmiana ‘Colonel’ Ekstrakt metanolowy z cze¢$ci nadziemnej pl pl pl pl
(aparat Soxhleta)
Sok z cze¢$ci nadziemnej rosliny/
Rzodkiew oleista, Ekstrakt metanolowy (75°C) z korzeni, 50 | 100 | 500 1000
odmiana ‘Romesa’ | Ekstrakt metanolowy z cze$ci nadziemne;j pl pl pl pl
(aparat Soxhleta)
Gorczyca biala, Czgs¢ nadziemna/korzen utarty w cieklym 034
odmiana ‘Bardena’ azocie '
Gorczyca biala, Cze$¢ nadziemna/korzen utarty w cieklym 034
odmiana ‘Concerta’ azocie '
Rzodkiew oleista, Czgs¢ nadziemna/korzen utarty w cieklym 03
odmiana ‘Colonel’ azocie 9
Rzodkiew oleista, Czes$¢ nadziemna/korzen utarty w cieklym 03
odmiana ‘Romesa’ azocie 29
Mirozynaza + sinigryna 200 pM
X (inkubacja w 25 °C przez 1h) 1000




Mirozynaza + sinigryna 10 mM (inkubacja | 50 | 100 | 200 500 100

w 37 °C przez 1h) pl pl pl ul 0wl

Mirozynaza + sinigryna 17,5 mM 50 ul 100 200 500
(inkubacja w 37 °C przez 1h) H ul ul ul

* W przypadku obserwacji mikroskopowych stosowano objetosci 1/1 ekstrakt/zawiesina
Z00spor.

Do oceny porownawcze] warunkéw doswiadczenia zatozono roOwnocze$nie
nastepujace do§wiadczenia kontrolne:
1) kontrola pozytywna - rosliny rosngce w roztworze odzywczym Steinera w obecnosci
inokulum korzeni,
2) kontrola negatywna - ro$liny rosngce w roztworze odzywczym Steinera,
3) kontrola eksperymentalna ekstraktow - mieszanina substancji aktywnych wystepujacych w
badanych ekstraktach, tj. enzymu - mirozynazy (tioglukozydaza z Sinapis alba) oraz substratu
- sinigryny (SIGMA-ALDRICH).
Stezenia substratu oraz enzymu w mieszaninie kontrolnej zostaly ustalone eksperymentalnie
poprzez ocen¢ stopnia hydrolizy substratu na podstawie ilosci uwolnionej glukozy (reakcja
GOD-PAP, Aqua-med). Na rysunku 6 przedstawiono zastosowane stezenia efektywnie
przyczyniajace si¢ do wzrostu stezenia glukozy w do$§wiadczeniu kontrolnym. Ostatecznie
zastosowano wigksze stezenie komponentow reakcji (17,5 mM sinigryna), poniewaz
przyczynito si¢ ono do dalszego wzrostu absorbancji o okoto 28% wartosci poczatkowej,
podczas gdy stezenie czterokrotnie wicksze przyczyniaty si¢ do wzrostu jedynie o okoto 37%
w/w wartosci. 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
/ |
/ == Serie2
0,15 / —— Wykt. (Serie2)
0,1

0,05 200 uM B

O_H—I/’l/

0,0001 mg/ml 0,001 mg/ml 0,01 mg/ml 0,1 mg/ml

Rys. 6. Krzywa wzorcowa GOD-PAP dla reakcji kontrolnych (absorbancja dla dtugosci fali
500 nm wzgledem stezenia glukozy). Serie 1 reakcje badane - warto$ci absorbancji 0,0135
oraz 0,0151 dla 200 uM sinigryny oraz 0,388 dla 10 mM sinigryny. Serie 2 wzorzec glukozy.



3.1.1. Zakres badan
Analizy molekularne

Celem oceny wplywu badanych ekstraktow na zasiedlenie korzeni przez Polymyxa
betae i zdolno$¢ do przenoszenia BNYVV przez P. betae przeprowadzono molekularng
detekcje w/w patogenodw z korzeni roslin rosnagcych w obecnosci ekstraktow w toku reakeji
RT-PCR. Z ok. 100 mg nawazek korzeni wykonano izolacj¢ RNA metodg oczyszczania na
kolumienkach z zastosowaniem zestawu RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen), zgodnie z
protokotem producenta. Czystos¢ i stezenie RNA bylo oceniane spektrofotometrycznie z
zastosowaniem NanoDrop 2000c (Thermo Scientific). Jako$¢ oceniano 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 reakeji.
Pozostate komponenty reakcji stanowity: starter oligo(dT):s (Genomed), mieszanina dNTP 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 prowadzono z uzyciem 2 ul uzyskanej w pierwszym etapie matrycy cDNA
oraz nastepujacych substratow: MgCl, (Thermo Scientific; finalne st¢zenie: 3,125 mM),
dNTP (Thermo Scientific; finalne st¢zenie: 0,25 mM), startery (Genomed; 1,25 uM),
polimeraza DreamTaq (Thermo Scientific; 0,05 u/ul), 10x Taq bufor z (NH,).SO4 (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 na 1,5% zelu agarozowym wybarwionym bromkiem etydyny
(Promega; 0,5 pg/ml) przy napieciu 5V/cm zelu. Wielko$¢ produktéw szacowano w systemie
dokumentacji Gel DocTM 2000 (Bio-Rad Laboratories Srl) z zastosowaniem programu
Quantity One, wersja 4.0.3, przez odniesienie do markera wielkosci DNA 3000 bp DNA
Ladder (GenoPlast Biochemicals). Ocenie podlegata obecno$¢ specyficznych produktow
reakcji oraz wzgledna intensywno$¢ uzyskanych produktow w stosunku do kontroli
(kategorie: wyzsza, nizsza, poréwnywalna).

Obserwacje mikroskopowe

Dla zbadania wpltywu badanych ekstraktow na zachowanie P. betae uzyskano
zawiesing zoospor w roztworze odzywczym Steinera, zgodnie z metodyka opisang przez Paul
i in. (1993). Obserwacje prowadzono w mikroskopie odwréconym (OLYMPUS CK2) na
ptytkach hodowlanych 6-dotkowych (NEST). Tak uzyskang zawiesing zoospor poddawano
dziataniu uzyskanych ekstraktow w stosunku objetosciowym 1:1 i inkubowano przez 24h w
37 °C, a nastgpnie prowadzono obserwacje morfologii oraz ruchu zoospor w badanych
mieszaninach w komorach na szkietkach nakrywkowych Lab-Tek™ (Nunc™). Celem
weryfikacji obecnosci komorek z uszkodzong btona, prawdopodobnie podlegajacych $Smierci
prowadzono barwienie przyzyciowe bitekitem trypanu.

Na wstepnym etapie prowadzonych obserwacji prowadzono roéwniez znakowanie form
przetrwalnych na ptytkach hodowlanych 6-dotkowych przeciwcialem poliklonalnym
przeciwko BNYVV oraz koniugatem przeciwciala drugorzgdowego z alkaliczng fosfataza.
Detekcja nastegpowata przez dodanie substratu dla AP, fosforan paranitrofenylu pNPP
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(SIGMA-ALDRICH). Potwierdzenie obecno$ci form zywych, aktywnie poruszajacych sie,
czyli zoospor mozliwe byto na podstawie wybranych cech morfologicznych, w szczegdlnos$ci
natomiast wystgpowania wici oraz $redniej wielko$ci zgodnej z opisywana w przedziale 4-7
pm.

3.1.2. Wyniki badan

Analizy molekularne

Przeprowadzone doswiadczenia wskazuja, iz w poréwnaniu do doswiadczenia
kontrolnego po zastosowaniu badanych ekstraktow dochodzito do ograniczenia wykrywalnej
iloéci P. betae w wiekszo$ci przypadkow poza sproszkowanymi ekstraktami uzyskanymi z
badanych materiatéw roslinnych poprzez roztarcie w ciektym azocie. Najskuteczniejsze z
dotychczas przetestowanych ekstraktow byly mieszanina kontrolna mirozynaza z sinigryna
17,5 mM w dawce 500 pl oraz ekstrakty metanolowe z korzeni, jak rowniez §wieze soki (rys.
7). Ograniczenie wykrywalnej ilosci P. betae nie zawsze bylo jednak réwnoznaczne z
zapobiegni¢ciem infekcji wirusem BNYVV.
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Rys. 7. Wplyw badanych ekstraktow na detekcj¢ P. betae oraz BNYVV z korzeni roslin
utrzymywanych w roztworze odzywczym. Produkty typowe dla P. betae ok. 170 pz oraz BNYVYV ok.
545 pz.

A (1 - kontrola negatywna, 2 - kontrola pozytywna, 3 - sok Colonel 0,5 ml, 4 - sok Colonel 1 ml, 5 -
sok Romesa 50 pl, 6 - sok Romesa 100 pl, 7 - sok Romesa 0,5 ml, 8 - sok Romesa 1 ml, 9 - ekstrakt
metanolowy Concerta (korzen) 50 pl, 10 - ekstrakt metanolowy Concerta (korzen) 100 ul, 11- ekstrakt
metanolowy Concerta (korzen) 0,5 ml, 12- ekstrakt metanolowy Concerta (korzen) 1 ml);

B (1 - kontrola reakcji PCR, 2 - kontrola negatywna préba Al, 3 - kontrola pozytywna proba A2, 4 -
ekstrakt metanolowy Bardena (korzen) 50 pl, 5 - ekstrakt metanolowy Bardena (korzen) 100 pl, 6 -
ekstrakt metanolowy Bardena (korzen) 0,5 ml, 7 - ekstrakt metanolowy Bardena (korzen) 1 ml, 8 -
ekstrakt metanolowy Romesa (korzen) 50 pl, 9 - ekstrakt metanolowy Romesa (korzen) 100 pl, 10 -
ekstrakt metanolowy Romesa (korzen) 0,5 ml, 11 - ekstrakt metanolowy Romesa (korzen) 1 ml, 12 -
ekstrakt metanolowy Colonel (korzen) 50 ul, 13 - ekstrakt metanolowy Colonel (korzen) 100 pl, 14 -
ekstrakt metanolowy Colonel (korzen) 0,5 ml, 15 - ekstrakt metanolowy Colonel (korzen) 1 ml);

C (1 - kontrola pozytywna, 2 - kontrola negatywna, 3 - kontrola reakcji PCR, 4 - kontrola pozytywna
préba A2, 5 - kontrola negatywna proba Al, 6 - sok Bardena 50 pl, 7 - sok Bardena 100 pl, 8 - sok
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Colonel 50 pl, 9 - sok Colonel 100 pl, 10 - sok Bardena 1 ml, 11 - cze$¢ nadziemna utarta w ciektym
azocie Colonel 0,3 g, 12 - korzen utarty w cieklym azocie Colonel 0,3 g, 13 - mieszanina mirozynaza z
17,5 mM sinigryng 100 pl, 14 - mieszanina mirozynaza z 17,5 mM sinigryng 200 pl,

15 - mieszanina mirozynaza z 17,5 mM sinigryng 0,5 ml). Ze wzgledu na brak produktéw w jednej z
kontroli pozytywnych i wystepowanie produktu w jednej z kontroli negatywnych konieczne
powtdrzenie eksperymentu dla ostatecznej interpretacji uzyskanych wynikow.

Obserwacje mikroskopowe

Mikroskopowe obserwacje wydaja si¢ potwierdza¢ uzyskane wyniki molekularne,
wskazujac, ze:
1) w do$wiadczeniu kontrolnym w zawiesinie obserwowano obecno$¢ duzej ilosci zywych,
szybko poruszajgcych sie zoospor P. betae 0 typowej morfologii, posiadajacych wici (rys.
8A);
2) w doswiadczeniu kontrolnym na ptytkach hodowlanych 6-dotkowych obserwowano
tworzenie form spoczynkowych/przetrwalnych wykazujacych pozytywna reakcje na BNYVV
po barwieniu substratem alkalicznej fosfatazy (rys. 8B);
3) w wyniku zastosowania mieszaniny kontrolnej mirozynaza/17,5 mM sinigryna
najprawdopodobniej doszto do rozpadu komorek P. betae, by¢ moze wskutek $mierci
komorki - na ptytkach hodowlanych obserwowano glownie nieregularne fragmenty
komorkowe, brak zoospor zywych o typowej morfologii (rys. 8C);
4) pod wptywem sokow z todyg oraz ekstraktow metanolowych z korzeni i1 todyg badanych
odmian gorczycy biatej i rzodkwi oleistej dochodzito do znaczacego ograniczenia zdolnosci
do aktywnego przemieszczania si¢ zoospor, czgsto obserwowano komoérki o nieregularnym
ksztalcie, obkurczone oraz formy spoczynkowe, niejednokrotnie dochodzito do barwienia
komorek biekitem trypanu (rys. 8D-3M);
5) zastosowanie sokow 1 ekstraktéw metanolowych moglo przyczynia¢ si¢ do wzmozonego
tworzenia form spoczynkowych, ograniczenia zdolnosci do aktywnego przemieszczania si¢
wektora 1 $mierci komorki.

13



Rys. 8. Wplyw badanych ekstraktow na morfologi¢ i zachowanie zoospor P. betae. A - zawiesina
zoospor kontrolna, widoczne wici i znaczaca aktywno$¢ motoryczna, B - formy spoczynkowe na
ptytkach hodowlanych, reakcja kontrolna - detekcja BNYVV, C - reakcja kontrolna




mirozynaza/sningryna 17,5 mM, D, E, F, G - soki z todyg Bardena, Concerta, Colonel, Romesa, H -
wyciag metanolowy z korzenia Concerta.

Rys. 8. c.d. Wptyw badanych ekstraktow na morfologie i zachowanie zoospor P. betae. A - zawiesina
zoospor kontrolna, widoczne wici i znaczaca aktywno$¢ motoryczna, B - formy spoczynkowe na
plytkach hodowlanych, reakcja kontrolna - detekcja BNYVV, | - wyciag metanolowy z todygi
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Bardena, J - wycigg metanolowy z korzenia Bardena, K - wycigg metanolowy z todygi Colonel, L -
wycigg metanolowy z korzenia Colonel, L - wycigg metanolowy z lodygi Romesa, M - wyciag
metanolowy z korzenia Romesa.

3.1.3. Podsumowanie

1. Zoospory P. betae wykazaty si¢ wrazliwoscig na dziatanie wybranych sposrod badanych
ekstraktow, szczegodlnie w przypadku dawek zastosowanych bezposrednio na kulturg zoospor
(obserwacje mikroskopowe). Detekcja molekularna wskazuje, iz ograniczenie P. betae w
zawiesinie pod dziataniem ekstraktow jest mozliwe, ale ze wzgledu na niejednoznaczne
wyniki uzyskane dla niektérych prob wskazane jest powtdrzenie eksperymentu.

2. Zastosowanie ekstraktow gorczycy bialej i rzodkwi oleistej moze wptyngé na zmniejszenie
zasiedlenia korzeni buraka cukrowego przez P. betae, jednak poniewaz uzyskane wyniki
bazuja na pojedynczym eksperymencie badawczym konieczna jest dalsza ich weryfikacja,
jak rowniez ocena zasiedlenia korzeni w pozniejszym etapie od momentu traktowania.
Obserwacje mikroskopowe prowadzone w dluzszym czasie pozwola na bardziej precyzyjna
weryfikacje zakresu tworzenia form przetrwalnych/$mierci komorek.

3. Przed zastosowaniem wybranego ekstraktu jako preparatu doglebowego badz sktadnika
otoczki nasion buraka cukrowego konieczne jest opracowanie najbardziej skutecznej postaci.
Z przetestowanych mieszanin/ekstraktow najbardziej skuteczna wydaje si¢ mieszanina 17,5
mM sinigryny z mirozynaza.

3.2. Aphanomyces cochlioides, Cercospora beticola i Rhizoctonia solani
3.2.1. Dzialanie ekstraktow na A. cochlioides, C. beticola i R. solani

Eksperyment polegat na sprawdzeniu dziatania otrzymanych ekstraktow roslinnych
pozyskanych ze $wiezej masy czesci nadziemnych i korzeni, suchej masy czgsci nadziemnych
(metoda ekstrakcji w aparacie Soxhleta) oraz nasion na ograniczenie wzrostu wybranych
patogenéw w uprawie buraka cukrowego. Przygotowane wcze$niej ekstrakty rozmrozono i
wysterylizowano przez filtracje. Jako nos$nik wyciggu uzyto sterylne krazki z bibuly o
$rednicy 6 mm, na ktére naniesiono po 20 pl ekstraktu. W eksperymencie uzyto A.
cochlioides, R. solani AG2 i AG4 oraz C. beticola pozyskane z buraka cukrowego.
Do$wiadczenie przeprowadzono w szalkach Petriego. Patogeny pasazowano na pozywke
Potato Dextrose Agar (PDA) na ktore wylozono przygotowane krazki, nasgczone ekstraktem.
Szalki przetrzymywano w temp. 24°C. Co 24 ,48 i 72 godziny obserwowano wptyw badanego
ekstraktu na przerastajagce powierzchni¢ pozywki patogeny.

Dziatanie ekstraktow pozyskanych z suchego materiatu roslinnego cze$ci nadziemne;
przeprowadzono analogicznie jak dla sprawdzenia dziatania ekstraktu z korzeni badanych
roslin kapustowatych. Jako dodatkowy wariant do$wiadczalny zastosowano dodatek do
ekstraktéw syntetycznej mirozynazy. Kontrolg stanowil wariant z zastosowaniem pozywki
PDA bez dodatku ekstraktu roslinnego.
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3.2.2. Wyniki badan

Sposrdd testowanych ekstraktow wilasciwosci fungistatyczne wykazal ekstrakt z
rzodkwi oleistej odmiany Romesa (tab. 2). Przeprowadzone do$wiadczenie sprawdzajgce
dziatanie otrzymanych preparatow biologicznych wykazalo grzybostatyczne dziatanie
wyciagu ze §wiezej (rys. 9) i suchej czesci nadziemnej (rys. 10) tej odmiany, w odniesieniu do
grzyba C. beticola. W przypadku pozostatych ekstraktow nie stwierdzono jednoznacznego
wptywu na rozwoj A. cochlioides, R. solani i C. beticola. Rowniez stosowanie mirozynazy
nie poprawito w widoczny sposdb wiasciwosci grzybobdjczych badanych ekstraktow.

Wyniki badan ekstraktow z barszczu Sosnowskiego, z uwagi na bardzo duza
zmienno$¢ rejestrowanych efektéw, nie zamieszczono w sprawozdaniu. Autorzy planujg
powtorzenie testow, celem jednoznacznego okreslenia dziatania substancji zawartych w
biomasie tego gatunku rosliny na poszczegdlne patogeny buraka cukrowego.

Obserwacje poczynione podczas prowadzenia eksperymentow z okre§laniem dziatania
ekstraktow na badane patogeny sa zachecajace do kontynuowania prac i wykorzystania
zdobytej juz wiedzy. Roznorodnos¢ kazdego z patogenow sklania do przeprowadzenia
kolejnych badan z zastosowaniem zmodyfikowane] metodyki i bardziej zréznicowanej
koncentracji testowanych ekstraktow.

Rys. 9. Ekstrakt z swiezej masy cze$ci nadziemnej rzodkwi oleistej Romesa umieszczony na
grzybni C. beticola
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R. solani AG2 R. solani AG4

A. cochlioides C. beticola

Rys. 10. Ekstrakt z suchej masy cz¢$ci nadziemnej rzodkwi oleistej Romesa wprowadzony na
ptytki z badanymi patogenami buraka cukrowego

Tab. 2. Dziatanie ekstraktow otrzymanych z badanych odmian gorczycy biatej i rzodkwi
oleistej na patogeny buraka cukrowego: A. cochlioides, C. beticola i R. solani

Patogeny buraka cukrowego
Gatunek Odmiana
Ekstrakt R. solani A . C. beticola
cochlioides

. Bardena - - -
SEVETS’ZaéJktI’{lEZlSy CZQéCi GorCZyca blala Concerta - - -
nadziemnej Rzodkiew oleista Romesa . - +
Colonel - - N
. Bardena - - -
I’Ek'str'alfty ze Gorczyca biata Concerta - - -
SWICZG.]. masy Romesa . . a

korzeni Rzodkiew oleista
Colonel - - -
Ekstrakt Gorczvea biata Bardena - - -
metanolowy z zy Concerta - - -
suchej masy czesci . . Romesa - R +
nadziemnej Rzodkiew oleista Colonel - - -
Ekstrakt Gorezvea biala Bardena - - -
metanolowy z zy Concerta - - -
suchej masy . . Romesa - - -
Korzeni Rzodkiew oleista Colonel - - -
Mi i Gorczyca biata Bardena - - -
_|eszan|na 24 Concerta - - -
mirozynazy z Romesa - - -
sinigryna Rzodkiew oleista Colonel - . -

- brak dzialania; + dziatanie hamujace rozwodj patogena
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Przeprowadzono ponadto test zatrutego podloza z substancjami kontrolnymi
wplywajacymi na rozwoj grzybow. W tescie zastosowano nastepujace produkty: Miedzian
50WP i Siarkol Extra 80WP ($rodki ochrony roslin dopuszczone do stosowania w
ekologicznej uprawie roslin) oraz Amistar (Srodek ochrony roslin dopuszczony do stosowania
w tradycyjnej uprawie ziemniaka). Po 48 godzinach wszystkie trzy zastosowane $rodki
wykazaty hamujgce dziatanie na wzrost badanych patogenéw. W przypadku A. cochloides i
C. beticola nie zaobserwowano w ogéle wzrostu (rys. 11 i 12), natomiast w przypadku grzyba
R. solani przyrost grzybni byt wyraznie ograniczany przez zastosowane substancje (rys. 13).

Rys. 11. Test rozwoju A. cochlioides po zastosowaniu srodka Miedzian 50WP, Siarkol Extra
80WP i Amistar 250SC

Rys. 12. Test rozwoju C. beticola po zastosowaniu srodka Miedzian 5S0WP, Siarkol Extra
80WP i Amistar 250SC

19



Rys. 13. Test rozwoju R. solani po zastosowaniu srodka Miedzian 5S0WP, Siarkol Extra 80WP
i Amistar 250SC

3.2.3. Podsumowanie

Ekstrakty z czes$ci nadziemnej rzodkwi oleistej odmiany Romesa charakteryzowaty sig¢
wyraznym efektem ograniczania wzrostu grzyba C. beticola. W przypadku pozostatych
ekstraktéw nie udowodniono jednoznacznej reakcji testowanych grzybéw fitopatogennych na
roztwory uzyskane z biomasy badanych roslin i zastosowane ich stezenia.

Zastosowane jako obiekty kontrolne, chemiczne $rodki ochrony roslin dopuszczone do
stosowania w ekologicznej uprawie roslin (Miedzian 50WP i Siarkol Extra 80WP), hamowaty
rozwoj A. cochlioides, C. beticola i R. solani.

3.3. Globodera rostochiensis (matwik ziemniaczany)
3.3.1. Dzialanie ekstraktow na cysty G. rostochiensis

Eksperyment polegal na ocenie dzialania ekstraktow roslinnych na stymulacje wylegu
larw z cyst matwika ziemniaczanego. Przygotowane wcze$niej ekstrakty rozmrozono i
wysterylizowano przez filtracj¢ (filtr strzykawkowy, §rednica porow 0,22 um). W pierwszym
etapie badan uzyto 96-dotkowe plytki titracyjne (rys. 14), w ktérych umieszczono cysty
matwika i zalano 5-krotnie i 10-krotnie rozcienczonymi ekstraktami otrzymanymi ze $wiezej
masy badanych roslin. Jako kontrole¢ pozytywnag uzyto dyfuzat korzeniowy z pomidora,
kontrole negatywna stanowita proba z woda demineralizowang. Modyfikacja metody bylo
zastosowanie komor hodowlanych i woreczkow nylonowych, wykonanych z materiatu
nylonowego o wielkosci porow 0,22 mm (rys. 15), w ktorych zamykano po 20 sztuk cyst.
Woreczki umieszczano w komorach hodowlanych i zalewano 5-krotnie rozcienczonymi
sterylnymi ekstraktami. W odstepach 3-4 dniowych dokonywano przeniesienia woreczkéw z
cystami do nowego roztworu ekstraktu. Badania wykonano w dwoch powtdrzeniach.
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Obserwacje przeprowadzano przy pomocy mikroskopu odwroconego zliczajac larwy
inwazyjne, ktore wydostaly si¢ z cyst pod wptywem dzialania roztworu ekstraktu lub dyfuzatu
korzeniowego. Po 18 dniach eksperymentu sprawdzano zywa zawarto$¢ cyst zamknietych w
woreczkach.

Badanie metanolowego ekstraktu ze zmielonych korzeni gorczycy biatej i rzodkwi
oleistej przeprowadzono z uzyciem no$nikow bibutowych. W celu wykluczenia toksycznego
dziatania metanolu na cysty uzyto nos$nik ekstraktu w postaci bibuty o wymiarach 15 mm na
15 mm. Nosnik nasgczono 100 pl dwukrotnie rozcienczonego ekstraktu i powietrznie
wysuszono. Dziatanie ekstraktow z korzeni testowano w komorach hodowlanych do
obserwacji przyzyciowej. 20 sztuk cyst zamkni¢to w woreczkach nylonowych. Woreczki
umieszczano w komorach hodowlanych i zalano 1 ml wody demineralizowanej. Nastepnie
dodawano nosniki z ekstraktem. Kontrolg¢ pozytywna stanowit nosnik bibulowy nasaczony
dyfuzatem korzeniowym pomidora. Kontrole negatywna stanowila proba z nosnikiem
bibulowym bez dodatku ekstraktu/dyfuzatu. Woreczki z cystami przektadano do nowych
komor hodowlanych z dodatkiem nosnika nasgczonego ekstraktem/dyfuzatem w odstepach 1
tygodnia.

Dziatanie ekstraktow pozyskanych z suchego materiatu roslinnego czg¢sci nadziemnej
(z aparatu Soxhleta) testowano analogicznie jak przy sprawdzaniu dziatania ekstraktu z
korzeni badanych roslin kapustowatych. Jako kolejny wariant do$§wiadczalny zastosowano
dodatek do ekstraktow syntetycznej mirozynazy. W odstgpach 3 dniowych woreczki z
cystami przektadano do nowych komér hodowlanych i dodawano $wiezo przygotowany
no$nik z ekstraktem. Obserwacje komor hodowlanych prowadzono przy uzyciu mikroskopu
odwroconego. Jako kontrole pozytywna zastosowano no$nik bibutowy nasgczony dyfuzatem
korzeniowym pomidora. Kontrole¢ negatywng stanowil wariant z zastosowaniem no$nika
bibutlowego bez dodatku ekstraktu roslinnego.

3.3.2. Dzialanie ekstraktow na larwy inwazyjne G. rostochiensis

Dziatanie ekstraktow ze $§wiezej masy ro$lin na formy inwazyjne matwika
przeprowadzono w 96-dotkowych plytkach titracyjnych. Material doswiadczalny stanowity
larwy matwika ziemniaczanego otrzymane po dzialaniu dyfuzatu korzeniowego pomidora,
ktore przeniesiono do dotkéw ptytek titracyjnych. Nastepnie do zawiesin larw dodano
ekstrakty ze §wiezej masy badanych odmian gorczycy biatej 1 rzodkwi oleistej oraz barszczu
Sosnowskiego (cz¢$¢ nadziemna). Jako koncowe stezenie uzyto 5-krotnie i 10-krotnie
rozcienczone ekstrakty ze $wiezej masy. Kontrole pozytywna stanowity proby z dodatkiem
sinigryny i mirozynazy. Jako kontrol¢ negatywng zastosowano wode¢ destylowang. Ptytki
przegladano pod mikroskopem odwrdéconym po 1, 2, 3 i 7 dniach. Dzialanie metanolowych
ekstraktow roslinnych na larwy inwazyjne matwika ziemniaczanego przeprowadzono
analogicznie jak dla testowania dzialania ekstraktow na cysty. Komory hodowlane
przegladano po 1, 24 1 48 godzinach. Wyniki przedstawiono w procentach larw zywych.
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Rys. 14. Plytki titracyjne uzyte do testowania dzialania ekstraktow roslinnych na cysty i larwy
matwika ziemniaczanego

Rys. 15. Komory hodowlane do obserwacji przyzyciowej wykorzystane do testowania
dziatania ekstraktow roslinnych na cysty i larwy matwika ziemniaczanego

3.3.3. Wyniki badan

Wyniki badan dziatania ekstraktow otrzymanych ze $wiezych ro$lin, z uwagi na
szybkie narastanie zanieczyszczen biologicznych w dotkach plytek titracyjnych zalanych
ekstraktem nie daty jednoznacznych wynikow (nie zalaczono). Skuteczniejsza metoda
badania oddziatywania ekstraktow na cysty matwika okazata si¢ metoda z zastosowaniem
woreczkdw nylonowych umieszczanych w komorach hodowlanych do obserwacji
przyzyciowej. Metoda ta pozwolita na ograniczenie silnego namnazania mikroorganizméw w
przegladanych probach, co utatwito dokonywanie obserwacji. Otrzymane wyniki wskazuja na
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brak oddzialywania badanych ekstraktow otrzymanych ze swiezej masy na stymulacje wylegu
larw z cyst matwika ziemniaczanego (tab. 3). Jednoczesnie zastosowana metodyka pozwolita
stwierdzi¢ brak dziatania toksycznego badanych ekstraktow na zywa zawarto$¢ cyst.
Poréwnujac zachowanie si¢ cyst w roztworach wodnych ekstraktow roslinnych odnotowano
dziatanie hamujace wylag larw wzgledem kontroli negatywnej (woreczki z cystami w
wodzie).

Dziatanie ekstraktu metanolowego korzeni nie spowodowatlo wylegu larw z cyst
matwika. Podobnie jak w przypadku roztworow wodnych ekstraktow, wylag larw w kontroli
negatywnej byl wyzszy (tab. 4). Rowniez dziatanie ekstraktow otrzymanych z suchej masy
(aparat Soxhleta) nie spowodowaly wylggu larw z cyst matwika. Obserwacja zawarto$ci
woreczka po zakonczeniu eksperymentu nie potwierdzita dzialania toksycznego ekstraktow
na zywa zawartos¢ cyst (tab. 5).

Dziatanie ekstraktow otrzymanych ze $wiezej masy na larwy inwazyjne matwika
ziemniaczanego przedstawiono w tabeli 6. Po 1 dniu od dodania ekstraktu z czeSci
nadziemnej ros$lin kapustowatych do zawiesiny zawierajacej larwy matwika zarejestrowano
roznice w dziataniu badanych wyciggow. Najwiecej larw zywych obserwowano po dziataniu
ekstraktu z gorczycy biatej odmiana Bardena, najmniej po dodaniu ekstraktu z rzodkwi
oleistej odmiana Romesa. W 2, 3 dniu po dodaniu ekstraktéw do zawiesiny larw matwika we
wszystkich probach nie stwierdzono obecnosci larw zywych. Wyjatek stanowita proba z
dodatkiem ekstraktu z rzodkwi oleistej odmiany Romesa 10-krotnie rozcienczonego. Po 7
dniach nie byto juz larw zywych w badanych probach. Wodne ekstrakty z korzeni gorczycy
biatej i rzodkwi oleistej spowodowaly nieznaczny spadek ilo$ci zywych larw. Podobnie
obserwacje zanotowano po dodaniu wodnego ekstraktu z barszczu Sosnhowskiego do
studzienek z larwami matwika. Procent zywych larw w tych prébach wynosit okoto 90%.

Uzycie ekstraktow metanolowych otrzymanych z suchej masy czes$ci nadziemnej nie
wykazato dzialania biobdjczego na larwy matwika. Po 48 godzinach kontaktu nicieni z
ekstraktami wszystkie obserwowane larwy byly zywe (tab. 7).

3.3.4. Podsumowanie

Przeprowadzone eksperymenty wykazaty niejednoznaczne dziatanie uzytych do badan
ekstraktow. Dotychczasowa wiedza dotyczaca wykorzystania ekstraktow roslinnych w
biologicznej ochronie roslin przed nicieniami jest niewielka. Doswiadczenie 1 umiejetnosci
praktyczne nabyte w trakcie testowania dziatania ekstraktow na cysty i larwy nicieni matwika
ziemniaczanego stanowig dobra baze¢ do prowadzenia dalszych badan w tym zakresie.
Trudnos$ci metodologiczne wynikajace z biologii nicienia oraz ograniczenia czasowe projektu
motywujag do przeprowadzenia kolejnych badan z zastosowaniem innych koncentracji
przygotowanych ekstraktow. Zasadne byloby rowniez uwzglednienie uzycia ekstraktow z
innych roslin oraz poszerzenie spektrum dziatania ekstraktéw na inne nicienie wystepujace w
uprawie ziemniakow.
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3.4. Dzialanie ekstraktéw roslinnych na bakterie Clavibacter michganansis subsp.
sepedonicus (Cms) i Pectobacterium wasabiae (Pwa)

Przeprowadzono dodatkowe, nieplanowane, doswiadczenie sprawdzajace dziatanie
otrzymanych ekstraktoéw (z suchej masy metoda ekstrakcji w aparacie Soxhleta) na wybrane
bakterie chorobotwoércze ziemniaka. Jako no$nik ekstraktu zastosowano sterylne krazki z
bibuty o $rednicy 6 mm, na ktoére naniesiono po 20 pl ekstraktu. W eksperymencie uzyto
bakterie Cms szczep NCPPB 4053 oraz srodowiskowy szczep Pwa wyosobniony z bulwy
ziemniaka (bank patogenéw w IHAR-PIB Mtochéw). Zawiesiny bakteryjne Cms i Pwa 0
koncentracji 2,5 x 10%jtk/ml wysiano na podtoze YPGA w postaci posiewu murawowego. Na
powierzchnie plytek wylozono przygotowane krazki, nasgczone ekstraktem. Obserwacje i
pomiar stref zahamowania zrostu bakterii dokonywano po 1 dniu (dla Pwa) i w 7 dniu od
posiania (Cms).

Rys. 16. Dziatanie ekstraktow roslinnych na bakterie Pectobacterium wasabiae
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Rys. 17. Dziatanie ekstraktow roslinnych na bakterie Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus

Zaobserwowano réznice dzialania ekstraktow na bakterie. Bakterie Pectobacterium
wasabiae wykazywaly duza odporno$¢ na dziatanie ekstraktow (rys. 16). Obecnos¢ krazka
nasgczonego eckstraktem nie wplywata na wzrost tych bakterii. W przypadku Cms
odnotowano wyrazne strefy zahamowania wzrostu w obrebie krazkow wylozonych na
pozywki (rys. 17). Kazdy z uzytych ekstraktow oddzialywat na Cms, przy czym najwigksze
promienie wokot krgzkow obserwowano dla ekstraktow z rzodkwi oleistej oraz barszczu
Sosnowskiego. Mata ilo$¢ przeprowadzonych powtorzen oraz brak okreslenia minimalnego
stezenia ekstraktu dzialajgcego hamujgco na bakterie nie pozwala na zestawienie wynikow w
postaci tabelarycznej. Wstepne wyniki potwierdzajg dziatanie bakteriobdjcze otrzymanych
ekstraktow i zachecaja do przeprowadzenia dalszych badan w tym zakresie.
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Tab. 3. Dziatanie ekstraktow otrzymanych ze §wiezej masy czesci nadziemnej i korzeni (roztwor wodny) gorczycy bialej (odmiana Bardena i Concerta) i
rzodkwi oleistej (odmiana Romesa i Colonel) na cysty matwika ziemniaczanego, 2 powtdrzenia [liczba larw w szt. |

Ekstrakty ze §wiezej masy czesci nadziemnej Ekstrakty ze $§wiezej masy korzeni wytrzasane w wodzie pszo;tg\(l)vlr?a n‘:;;;r\?vl:a
dzief Bardena Concerta Colonel Romesa Bardena Concerta Colonel Romesa p(cj))rlrfl?dzc?:a woda

3 0* 0* 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0

6 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 180 140 15 5

9 0 0 0 0 1 0 0 0 3 4 0 0 14 6 0 0 120 150 14 35

12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 4 1 0 50 40 16 20

15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 210 220 5 40

18 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7 17 0 0 43 25 3 3
suma 0 1 0 0 1 0 0 0 4 4 1 0 23 30 1 0 604 575 53 103

Zywa zawarto$é cyst
pozostata w 580 | 600 | 650 | 630 670 | 660 | 880 | 410 | 1210 | 870 | 1320 | 1350 | 770 830 890 1020 430 460 220 250
woreczku
Suma ZYWe] 580 | 601 | 650 | 630 671 | 660 | 880 | 410 | 1214 | 874 | 1321 | 1350 | 793 860 891 1020 1034 1035 | 273 353
zawartosclt cyst

*- wyniki w kolumnach stanowig powtorzenia

Tab. 4. Dziatanie ekstraktow otrzymanych ze §wiezej masy korzeni gorczycy biatej (odmiana Bardena i Concerta) i rzodkwi oleistej (odmiana Romesa i

Colonel) na cysty matwika ziemniaczanego (ekstrakty wytrzasane w metanolu w temp. 24°C)[liczba larw w szt.]

Ekstrakty ze §wiezej masy korzeni Kontrola Kontrola negatwna
tydzief pozytywna
Bardena Concerta | Colonel Romesa dyfpzat woda
pomidora
1 0 1 0 1 40 3
2 0 0 0 1 90 20
3 0 1 0 2 220 20
suma 0 2 0 4 350 43
Zywa zawartos¢ cyst 590 980 780 600 250 820
pozostata w woreczku
Suma zywej 590 982 780 604 600 863
zawartoscl cyst
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Tab. 5. Dziatanie ekstraktow otrzymanych z suchej masy czg¢éci nadziemnej badanych roslin kapustowatych i barszczu Sosnowskiego na cysty matwika
ziemniaczanego, dwa powtorzenia [liczba larw w szt.]

Ekstrakty z suchej masy czg¢$ci nadziemne;j Ekr:lt;:)ll(tozeoz\l)(vé(xej Ekstrakty z dsuchej_ masy. czgSci nadziemnej z Kontrola Kontrola
et lisciowych odatkiem mirozynazy pozytywna | negatywna
Bardena Concerta Colonel Romesa Barszc_z Bardena Concerta Colonel Romesa Dyf_uzat woda
Sosnowskiego Pomidora
3 0| 0| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 45 0
9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 40 0
suma 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 86 0
Zywa zawarto$é
cyst pozostataw | 900 | 570 | 730 | 1120 | 880 | 780 | 920 | 750 650 810 | 790 | 690 | 690 | 930 | 630 | 1090 | 660 840 700
woreczku
Suma Zywe) 900 | 570 | 730 | 1120 | 880 | 780 | 920 | 750 650 810 | 790 | 690 | 690 | 930 | 630 | 1090 | 660 926 700
zawarto$ci cyst
*- wyniki w kolumnach stanowia powtorzenia
Tab. 6. Dziatanie ekstraktow otrzymanych ze §wiezej masy czesci nadziemnej i korzeni badanych roslin kapustowatych i barszczu Sosnowskiego na larwy
inwazyjne matwika ziemniaczanego, rozcienczenie 5- i 10-krotne ekstraktu [% zywych larw]
Ekstrakt ze §wiezej Kontrola Kontrola
Ekstrakty ze Swiezej masy cz¢$ci nadziemnej Ekstrakty ze $wiezej masy korzeni wytrzasane w wodzie masy ogonkow
' liciowych pozytywna negatywna
dzien —
Bardena Concerta Colonel Romesa Bardena Concerta Colonel Romesa Barszc_z Sl_nlgryna woda
Sosnowskiego +mirozynaza
5x 10x 5x 10x 5x 10x 5x 10x 5x 10x 5x 10x 5x 10x 5x 10x 5x 10x - -
0 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 96 100 | 100 | 100 | 100 | 100 100 100 100 100
1 1 20 1 1 5 5 0 3 95 100 97 100 100 100 97 100 90 90 0 100
2 0 0 0 0 0 0 0 4 93 100 98 100 98 100 97 97 93 90 0 100
3 0 0 0 0 0 0 0 3 99 100 98 98 95 99 97 98 90 90 0 100
7 0 0 0 0 0 0 0 0 98 95 95 96 97 95 95 97 84 90 0 100
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Tab. 7. Dziatanie ekstraktow otrzymanych z suchej masy czgéci nadziemnej roslin kapustowatych i barszczu Sosnowskiego na larwy inwazyjne matwika
ziemniaczanego, 2 powtdrzenia (ekstrakty otrzymane z uzyciem aparatu Soxhleta) [% zywych larw]

. . . . Ekstrakt z suc/hej Kontrola Kontrola
Ekstrakty z suchej masy czg¢$ci nadziemne;j masy ogonkow
godziny lisciowych pozytywna negatywna
Bardena Concerta Colonel Romesa Barszcz Sl_nlgryna woda
+mirozynaza
0 100* | 100* | 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 0 100
24 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 0 100
48 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 0 100

*- wyniki w kolumnach stanowig powtorzenia
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4. STWIERDZENIA | WNIOSKI

Wykazano potencjal cytotoksyczny mieszaniny kontrolnej  enzym-substrat
(mirozynaza z sinigryng), jak rowniez badanych ekstraktow na P. betae w stadium
zoospor. Uzyskane wyniki sugerujg zatem, ze zastosowanie ekstraktow gorczycy
bialej i rzodkwi oleistej moze wptyna¢ na zmniejszenie zasiedlenia korzeni buraka
cukrowego przez Polymyxa betae, jednak wskazana jest dalsza weryfikacja w toku
kolejnych powtdérzen. Ocena zasiedlenia korzeni ro§lin przez wektora BNYVV w
pézniejszym etapie od momentu traktowania, jak rowniez bardziej precyzyjna
ilosciowa weryfikacja zakresu tworzenia form przetrwalnych/$mierci indukowane;j
ekstraktami moze pozwoli¢ na wybranie najbardziej skutecznej postaci oraz dawki
ekstraktu do dalszych zastosowan.

Ekstrakt ze §wiezej 1 z suchej masy cze$ci nadziemnej rzodkwi oleistej odmiany
Romesa odznaczat si¢ wlasciwosciami grzybostatycznymi w stosunku do C. beticola.
Stwierdzono dziatanie hamujgce rozwoj A. cochlioides, C. beticola i R. solani po
zastosowaniu roztworow zawierajacych Miedzian 50WP lub Siarkol Extra 80WP.

Zarejestrowane dziatanie antymagtwikowe ekstraktow ze S$wiezej masy cze$ci
nadziemnych roslin z rodziny kapustowatych motywuje do skupienia wigkszej uwagi
na efekcie biobojczym wyciagow roslinnych na larwy inwazyjne nicieni w glebie, niz
na mechanizmie stymulujacym wyleg larw z cyst. Stanowi ono poza tym dobra
merytoryczng podstawe do dalszych prac badawczych poszerzajacych zakres wiedzy
w danej tematyce prowadzacej do przyjaznych dla §rodowiska zastosowan z zakresu
ochrony ro$lin w produkcji ziemniaka.

Uzyskane w 2016 roku wyniki badan autorow projektu wskazujg na to, ze ekstrakty z
biomasy wybranych, testowanych roslin bedg mogty zosta¢ wykorzystane w praktyce
rolniczej do ograniczenia nasilenia wystgpowania trudnych do zwalczania grzybow
polifagicznych, bakterii chorobotworczych i nicieni groznych dla buraka cukrowego i
ziemniaka. Konieczne jest jednak potwierdzenie uzyskanych, pozytywnych i
negatywnych wynikéw badan w kolejnym roku, umozliwiajacym powtoérzenie serii
doswiadczen i opracowanie zalecanych dla rolnikow skutecznych stezen roztwordw, a
takze przygotowanie do wdrozenia nowych metod ochrony roslin do praktyki
rolniczej.

W trakcie kontynuacji i dalszych badan celowym byloby przetestowanie dziatania
réznych stezen uzyskanych ekstraktow z roslin kapustowatych i selerowatych
(baldaszkowatych) na badane juz agrofagi, a takze na Cms i inne nicienie wystepujace
w uprawie roslin okopowych.

29



CYTOWANE PISMIENNICTWO

Aranda P.S., LaJoie D., Jorcyk C.L. 2012. Bleach gel: A simple agarose gel for analyzing RNA
quality. Electrophoresis 33: 366-369.
Blazevi¢ 1., Radoni¢ A., Masteli¢ J., Zeki¢ M., Skocibusi¢ M., Maravi¢ A. 2010. Hedge mustard

(Sisymbrium officinale): chemical diversity of volatiles and their antimicrobial activity.
Chemistry & Biodiversity; 7:2023-2034.

Chitwood D.J. 2002. Phytochemical based strategies for nematode control. Annu. Rev. Phytopathol.;
40: 221-249.

Daub M., Westphal A. 2011. Integriertes Nematodenmanagement in Fruchfolgesystemen mit
Zuckerriiben. Sugar Industry; 9:41-50.

Heijbroek W., Munning R.G., Swinkels L.P.J.C. 1998. The effects of trap crops, flower mixtures and
bare fallow, grown as a rotational set aside on nematodes and fungal pathogens in soil. In: 61st
IIRB Congress, 11-12 February 1998, Brussels, Belgium. Abstract book: 71-85.

Meunier A., Schmit J.-F., Stas A., Kutluk N., Bragard C. 2003. Multiplex reverse transcription-PCR
for simultaneous detection of Beet Necrotic Yellow Vein Virus, Beet Soilborne Virus, and Beet
Virus Q and their vector Polymyxa betae KESKIN on sugar beet. Appl. Environ. Microbiol. 69:
2356-2360.

Naraghi L., Heydari A., Askari H., Pourrahim R., Marzban R. 2014. Biological control of Polymyxa

betae, fungal vector of rhizomania disease of sugar beets in greenhouse conditions. J Plant Prot
Res; 54:109-114.

Nowakowski M. 2002. Proekologiczna technologia uprawy buraka cukrowego. W: Wdrazanie nowych
proekologicznych technologii w zakresie produkcji ro§lin uprawnych. Mat. 84/02 IUNG Putawy;
41-84.

Nowakowski M. 2004. Miedzyplony Scierniskowe o dziataniu antymatwikowym (20-24). Nawozenie
(30-39). W: Ekologiczna uprawa buraka cukrowego. Red. J. Tyburski. Wyd. Krajowe Centrum
Rolnictwa Ekologicznego Radom. ISBN 83-89060-69-8: 63 ss.

Nowakowski M. 2013. Przydatno$¢ gorczycy biatej i rzodkwi oleistej jako mulczu, nawozu i czynnika
ochrony fitosanitarnej w uprawie buraka cukrowego. Monografie i Rozprawy Naukowe IHAR-
PIB Nr 43, ISBN 83-891172-67-4: 150 ss.

Pastuszewska T., Franke K., Nowakowski M. 2013. Badanie wptywu uprawy gorczycy bialej na
zaggszczenie populacji matwika ziemniaczanego (Globodera rostochiensis) w glebie. Biul.
IHAR; 269: 141-148.

Paul H., Henken B., Scholten O.E., Lange W. 1993. Use of zoospores of Polymyxa betae in screening
beet seedlings for resistance to beet necrotic yellow vein virus. Neth. J. Plant Path., 99
Supplement 3: 151-160.

Shikita M., Fahey J.W., Golden T.R., Holtzclaw W.D., Talalay P. 1999. An unusual case of
‘uncompetitive activation' by ascorbic acid: purification and kinetic properties of myrosinase from
Raphanus sativus seedlings. Biochem. J. 341: 725-732.

Valdes Y., Viaene N., Perry R.N., Moens M. 2011. Effect of the green manures Sinapis alba, Brassica
napus and Raphanus sativus on hatching of Globodera rostochiensis. Nematology,; 13(8): 965—
975.

Vig A.P., Rampal G., Thind T.S., Arora S. 2009. Bio-protective effects of glucosinolates—A review.
LWT-Food Sci Technol; 42:1561-1572.

30



