ZNIO 2013, 21: 15-23

WPLYW NANOKOLOIDOW SREBRA I MIEDZI
ORAZ NADTLENKU WODORU
NA NIEKTORE PATOGENY GRZYBOWE WARZYW

THE INFLUENCE OF NANO-SILVER, NANO-COPPER
AND HYDROGEN PEROXIDE
ON VEGETABLE PATHOGENS

Maria Grzegorzewska, Beata Kowalska
Instytut Ogrodnictwa
ul. Konstytucji 3 Maja 1/3, 96-100 Skierniewice
Maria.Grzegorzewska@inhort.pl

Abstract

Silver nanoparticles used in concentration 100 ppm inhibited S. scleroti-
orum development on fresh cut carrot. The best results were obtained for nano-
silver with diameter 8 nm (when the spraying was done twice: before and after
fungus inoculation). Nano-copper and mixture of nano-silver and nano-copper
did not affect the disease development. It was found that none of used nanopar-
ticles (nano-silver, nano-copper, and mixture of nano-silver and nano-copper)
inhibited B. cinerea mycelium growth on fresh cut cabbage and fresh cut onion.
Huwa-San TR50 appeared to be effective against S. sclerotiorum if the patho-
gen inoculation was done after two and three days of vegetable spraying. Huwa-
San did not influence on B. cinerea growth on cabbage and onion.
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WSTEP

Nanotechnologia jest dziedzing nauki oparta na wykorzystaniu struk-
tur, ktérych co najmniej jeden wymiar jest wyrazony w nanometrach, czyli
na poziomie atoméw i czasteczek. Struktury te wykazuja osobliwe wia-
sciwosci fizyczne, chemiczne oraz biologiczne, zaleznie od rodzaju mate-
rialu uzytego do ich wytworzenia, wielko$ci czasteczek i st¢zenia roztwo-
ru. Nanokoloidalne roztwory metali to mate klastery zawieszone w wodzie
(Sokot 2012).

Technologia ta jest wykorzystywana w wielu sferach zycia cztowie-
ka m.in. w medycynie, przemysle tekstylnym i spozywczym, produkcji
opakowan, a takze w ogrodnictwie (Sharon i in. 2010; Rai 1 Bai 2011).
Nanotechnologia umozliwita wprowadzenie do upraw nowych, potencjal-
nie skutecznych, srodkéw ochrony roslin, regulatorow wzrostu i nawozoéw
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sztucznych (Sokot 2012). Szczegolnie duze zainteresowanie naukowcow
wzbudzaja nanokoloidy srebra (Prabhu i Poulose 2012; Abd-Elsalam
2013).

W literaturze naukowej mozna znalez¢ wiele doniesien na temat za-
stosowania nanokoloidow w ochronie roslin, jednakze w wiekszosci przy-
padkéw sa to badania laboratoryjne. W Chinach i1 Australii prowadzono
badania nad zastosowaniem nanosrebra do przedtuzenia trwatosci kwiatow
cietych. Wedlug Liu i in. (2009) moczenie todyg gerbery przez 24 godziny
W roztworze nanosrebra o stezeniu 5 mg-L'1 dwukrotnie przedtuza trwa-
to§¢ kwiatow, na skutek ograniczenia rozwoju bakterii na powierzchni
cigcia todygi. W badaniach Lu 1 in. (2010) traktowanie r6z nanosrebrem
o stezeniu 50 i 100 mg'L" wyraznie wydtuzylo ich trwato$é po zbiorze.
Stwierdzono, ze w tkance nastepuje czesciowe zamykanie aparatow szpar-
kowych, co powoduje zmniejszenie transpiracji. Li i1 in. (2012) dowiedli,
ze liczebno$¢ bakterii Pseudomonas flourescens, Aeromonas sp., Coma-
monas acidovorans 1 Chryseomonas luteola zmniejsza si¢ na powierzchni
ciecia todyg r6z po potraktowaniu nanosrebrem o stezeniu 5 mg-L'1 o ok.
80%, natomiast o stezeniu 100 mg-L" o 100%. Safavi i in. (2011) udo-
wodnili, ze dodatek koloidéw srebra do kultur tkankowych catkowicie
eliminuje skazenia mikrobiologiczne. Nanokoloidy srebra i chitozanu wy-
kazywaty istotne wilasciwosci antygrzybowe w stosunku do Rhizoctonia
solani, Aspergillus flavus 1 Alternaria alternata (Kaur 1 in. 2012). Nanoko-
loidy wegla okazaly sie natomiast skuteczne w ograniczaniu patogeniczne;j
bakterii Ralstonia solanacearum (Wang 1 in. 2013). Negatywny wplyw
nanokoloidow Ag na wzrost patogena warzyw — grzyba Sclerotium ce-
pivorum wykazali takze naukowcy z Korei (Jung 1 in. 2010; Kim 1 in.
2012). Do$wiadczenia wykonywano w warunkach laboratoryjnych, doda-
jac do pozywek mikrobiologicznych nanokoloid o roéznych stezeniach.
Najlepsze efekty grzybobdjcze (ok. 80-100%) otrzymano po zastosowaniu
nanokoloidu Ag o st¢zeniach 7 ppm, 10 ppm, 25 ppm, 50 ppm 1 100 ppm,
przy czym ich skuteczno$¢ wzrastala wraz ze wzrostem ste¢zenia. Ponadto,
w do$wiadczeniach szklarniowych po zastosowaniu nanokoloidow Ag,
wykazano pozytywny wplyw tych zwiazkow na wzrost $wiezej i suchej
masy roslin cebuli. Jo 1 in. (2009), na podstawie badan przeprowadzonych
w warunkach laboratoryjnych, wykazali ze nanoczasteczki srebra maja
toksyczny wpltyw na grzyby Bipolaris sorokiniana 1 Magnaporthe grisea.
Natomiast Wolny-Kotadka 1 in. (2013) stwierdzili wysokg toksyczno$¢
nanoczastek srebra w stosunku do grzybow Fusarium culmorum izolowa-
nych z pszenicy.
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Zgnilizna twardzikowa oraz szara plesn asg chorobami, ktére wywo-
tuja duze straty podczas przechowywania wielu gatunkow warzyw. Zro-
dlem zakazenia sg sklerocja zimujgce w glebie lub w przechowalniach na
$cianach, podtogach Iub opakowaniach. W czasie przechowywania wokot
zainfekowanych warzyw powstajg ogniska gnilne i nastepuje przenoszenie
choroby na zdrowe warzywa.

Celem badan byto sprawdzenie w warunkach laboratoryjnych
wplywu nanokoloidow srebra i miedzi na rozwoj zgnilizny twardzikowej
(Sclerotinia sclerotiorum) na marchwi oraz szarej plesni (Botrytis cinerea)
na kapuscie biatej i cebuli.

MATERIALY I METODY

Badania w formie biotestow przeprowadzono na trzech gatunkach
warzyw: marchwi odm. Perfekcja uprawianej na polu doswiadczalnym 10
w Skierniewicach, kapuscie glowiastej bialej odm. Kamienna Glowa 1 ce-
buli odm. Armstrong F; — zakupionych od producenta. Korzenie marchwi
umyto 1 pokrojono w plastry. Wewnetrzne liscie kapusty pokrojono
w kwadraty wielkos$ci ok. 2 x 2 cm. Cebule obrano z tusek suchych, a tu-
ski migsiste pokrojono na fragmenty wielkos$ci ok. 2-3 cm. Nastepnie wa-
rzywa wysterylizowano w 0,5% roztworze podchlorynu sodu 1 50% alko-
holu etylowym oraz przeplukano dwukrotnie w wodzie destylowane;.
W szalkach Petriego na zwilzonej bibule filtracyjnej umieszczano frag-
menty warzyw, po 4 sztuki w kazdej szalce. Nanokoloidy do badan zostaty
przygotowane w Katedrze Technologii 1 Chemii Materiatow Uniwersytetu
Lodzkiego.
Nastgpnie warzywa opryskano nastepujagcymi roztworami:
- nanokoloid srebra (rozmiar 8§ nm) — stezenie 100 ppm;
- nanokoloid srebra (rozmiar 35 nm) — st¢zenie 100 ppm;
- nanokoloid srebra (rozmiar 60 nm) — stezenie 100 ppm;
- nanokoloid miedzi (rozmiar 15 nm) — stezenie 100 ppm;
- nanokoloid srebra i miedzi (rozmiar 60 nm) — stezenie 50/30 ppm;
- nanokoloid srebra i miedzi (rozmiar 100 nm) — stezenie 50/90 ppm.

Fragmenty opryskanych warzyw zainokulowano, przy uzyciu igly
preparacyjnej, grzybnig patogenicznych grzybdw, pochodzacych z kolekcji
patogenow Pracowni Mikrobiologii 10. Na kazdy plaster marchwi wylo-
zono fragment grzybni S. sclerotiorum, natomiast na fragmenty kapusty
1 cebuli — grzybni B. cinerea. Patogeny te namnazano na pozywce gluko-
zowo-ziemniaczanej przez 7 dni w temperaturze 25 °C.
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Po inokulacji warzywa opryskano ponownie tymi samymi roztwo-
rami. Obiekt kontrolny stanowily warzywa zainokulowane grzybami cho-
robotwdrczymi, ale nie traktowane preparatami.

Dodatkowo zastosowano roztwor preparatu Huwa-San TR50 w ste-
zeniu 1%, zawierajacy w 1 kg 493 g nadtlenku wodoru oraz 0,32 g koloi-
dalnego srebra rozpuszczalnego w wodzie. Wykonano inokulacje warzyw
patogenami w trzech terminach: bezposrednio po opryskiwaniu prepara-
tem Huwa-San TR-50; po 2 dniach od opryskiwania; po 3 dniach od opry-
skiwania.

Doswiadczenie przeprowadzono dwukrotnie, kazde zatozono
w 3 powtorzeniach. Jedno powtorzenie stanowily cztery fragmenty wa-
rzyw umieszczone w jednej szalce. Szalki umieszczono w inkubatorze
w temperaturze 25 °C. Po uptywie 3, 6, 9, 14 1 20 dni od momentu zaino-
kulowania patogenami fragmentéw warzyw, przeprowadzano obserwacje,
okreslajac wielko$¢ przerosnietej grzybni w stosunku do powierzchni wa-
rzywa. Do oceny zastosowano nastepujaca skale: 0 — 0%, 1 —0,1-25%, 2 —
25,1-50%, 3 — 50,1-75%, 4 — 75,1-100%. Wyniki opracowano statystycz-
nie za pomocg analizy wariancji. Do pordwnania istotno$ci Srednich zasto-
sowano test Neumana-Keuls’a (p = 0,05).

WYNIKI I DYSKUSJA

W biotestach rozwoj zgnilizny twardzikowej na marchwi nastepowat
duzo szybciej niz szarej plesni na kapuscie i1 cebuli. Wzrost grzybni
S. slerotiorum obserwowano na marchwi juz po uptywie 3 dni od inokula-
cji, natomiast wzrost grzybni B. cinerea — po uptywie 6 dni. Wyrazny
wzrost grzybni B. cinerea stwierdzono dopiero po 17 dniach na cebuli
120 dniach na kapuscie.

Efekt grzybobojczy nanokoloidow srebra stwierdzono na plastrach
marchwi w postaci zahamowania wzrostu grzybni S. sclerotiorum. Najko-
rzystniejsze dziatanie zaobserwowano w przypadku roztworu koloidéw
srebra o stezeniu 100 ppm i wymiarach 8 nm (tab. 1). Marchew zostata
porazona w stopniu 0,4, podczas gdy marchew nie traktowana w stopniu
3.,8. Po zastosowaniu koloidow srebra o st¢zeniu 100 ppm, a wymiarach
65 nm 1 35 nm — stopien porazenia wynosit odpowiednio — 1,6 1 2,2. War-
tosci te roznity sie istotnie od warto$ci uzyskanej dla obiektu kontrolnego.

Niestety nie wykazano fungistatycznego efektu roztworu nanokoloi-
du miedzi. Rozwdj zgnilizny twardzikowej na marchwi byl podobny jak
w obiekcie kontrolnym. Rowniez mieszanki koloidow srebra i miedzi
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o roznych wymiarach oraz st¢zeniach okazaly si¢ nieskuteczne w ograni-
czaniu rozwoju zgnilizny twardzikowe;.

Autorzy prowadzacy badania na kwiatach cigtych (Liu 1 in. 2009, Lu
i1in. 2010, Li i in. 2012) nie odnosza si¢ do wymiaréw nanoczastek, ale
wskazujg na wyrazne roznice w dziataniu nanokoloidéw w zalezno$ci od
zastosowanego stezenia roztworu. Rowniez negatywny wptyw koloidow
Ag, w zalezno$ci od zastosowanego stezenia, na wzrost S. cepivorum wy-
kazali Jung i in. (2010) oraz Kim 1 in. (2012). O toksycznym wplywie jo-
néw 1 nanoczastek srebra na grzyby patogeniczne donosili takze Jo 1 in.
(2009) oraz Wolny-Kotadka i in. (2013).

W doswiadczeniach, opryskiwanie roztworami nanoczasteczek Ag
1 Cu kapusty glowiastej i cebuli zainfekowanych B. cinerea nie przyczyni-
fo si¢ do ograniczenia rozwoju szarej plesni. W przypadku koloidu
o rozmiarze 100 nm Ag i Cu i stezeniu 50/90 ppm rozrost strzgpek grzyba
byt intensywniejszy niz w obiekcie kontrolnym (tab. 1).

Obserwowano roznice w rozwoju S. sclerotiorum na plastrach mar-
chwi traktowanych 1% roztworem preparatu Huwa-San TR50, w zalezno-
sci od czasu w jakim wykonano inokulacje patogenem. Na marchwi inoku-
lowanej bezpo$rednio po opryskaniu preparatem Huwa-San TR50 stwier-
dzono intensywny wzrost grzybni S. sclerotiorum po szesciu dniach. Na
plastrach zainokulowanych dopiero po dwdch lub trzech dniach nie zano-
towano wzrostu grzybni (tab. 2). Moze to $wiadczy¢ o wlasciwosciach
profilaktycznych preparatu Huwa-San TR50 w ochronie marchwi przed
zgnilizng twardzikowa. Wedlug Wojdyty (2012) nadtlenek wodoru zawar-
ty w preparacie Huwa-San TR50 moze indukowa¢ odpornos¢ na choroby
przez odktadanie kalozy w sciankach komorkowych, formowanie broda-
wek utrudniajacych infekcje patogena oraz wzrost produkcji hydroksypro-
piny 1 zwigzkéw fenolowych.

Opryskiwanie preparatem Huwa-San TRS50 nie mialo wptywu na
ograniczenie rozwoju B. cinerea na kapuscie i cebuli, zarowno w przypad-
ku wecze$niejszej, jak 1 pdzniejszej inokulacji fragmentéw warzyw pa-
togenem.

Uzyskane wyniki nie pokrywaja si¢ z obserwacjami przeprowadzo-
nymi przez Bill 1 Orlikowskiego (2012), ktorzy stwierdzili, ze dwukrotne
opryskanie chryzantem 1 wrzoséw preparatem Huwa-San TR50 w steze-
niach 0,05 i 0,1% spowodowatlo znaczne ograniczenie rozwoju szarej ple-
$ni na pedach sadzonek i starszych roslin. Pozytywne efekty tego $rodka
w ochronie roslin ozdobnych przed patogenami nalistnymi wykazat takze
Wojdyta (2012).
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Wedtug Sharona i in. (2010) oraz Ghormade i in. (2011) nanokoloi-
dy srebra znajda w przysztosci zastosowanie w ochronie roslin przed cho-
robami grzybowymi i bakteryjnymi. Sg to $rodki przyjazne srodowisku
imoga przyczyni¢ si¢ do zmniejszenia zuzycia $rodkéw chemicznych.
Wyniki uzyskane w niniejszej pracy zostang wykorzystywane w kolejnych
badaniach, nad zastosowaniem w praktyce ogrodniczej nanokoloidow
srebra w ochronie roslin przed patogenami.

WNIOSKI

1. Nanokoloidy srebra skutecznie ograniczyly wzrost S. sclerotiorum na
plastrach marchwi w temperaturze 25 °C.

2. Nanokoloidy srebra i miedzi oraz ich mieszanki nie mialy wptywu na
wzrost grzybni B. cinerea na fragmentach liSci kapusty glowiastej
biatej 1 tuskach migsistych cebuli.

3. Opryskiwanie preparatem Huwa-San TR50 hamowalo wzrost grzybni
S. sclerotiorum na plastrach marchwi, w przypadku gdy inokulacje
patogenem przeprowadzono po 2 i1 3 dniach od zabiegu.
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