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Abstract

Agro-Sorb Folium plant growth stimulator as well as Agro-Sorb L-Amino
and Agro-Sorb Radiculum fertilizers, containing as a main component various
amino acids at the concentrations from 1000 to 10000 pg-ml, were added in vitro
into a potato-glucose medium (PDA). Next, the rings of the medium overgrown
with the mycelium of Sclerotinia sclerotiorum isolate derived from bean were ap-
plied. The tested products inhibited the growth of pathogen at the concentration of
10000 pg-ml?, respectively, Agro-Sorb Folium (66.3%), Agro-Sorb L-Amino
71.7% and Agro-Sorb Radiculum (40.4%). Reduction of the concentration of the
tested compounds in the medium caused significant decrease in their effectiveness.
The study assessed the influence of Agro-Sorb Folium, Agro-Sorb L-Amino and
Agro-Sorb Radiculum, used four times at seven day intervals to spray bean grown
in a field, on the development of white mold symptoms. Agro-Sorb Folium and
Agro-Sorb L-Amino were applied at the concentrations of 0.25%, 0.5% and 1%.
Their efficacy ranged from 57.9% to 81.3%. An increase in the concentration of
the tested products caused an increase in their effectiveness. Agro-Sorb Radicu-
lum used at the concentration of 0.5% showed the effectiveness of 52.2%. None
of the tested products caused changes in the appearance of plants (phytotoxicity).

Key words: Sclerotinia sclerotiorum, snap bean, white mold, amino acids,
effectiveness, spraying

WSTEP
Zgnilizna twardzikowa powodowana przez grzyb Sclerotinia sclerotio-
rum (Lib.) de Bary jest jedng z najczesciej] wystepujacych i najgrozniejszych
chorob fasoli (Phaseolus vulgaris L.) w okresie uprawy oraz w czasie prze-
chowywania fasoli szparagowej. Grzyb, jako patogen jest notowany na
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361 gatunkach roslin nalezacych do 225 rodzajéow i 64 rodzin (Purdy
1979). Nasilenie objawoéw chorobowych wystepuje na zachwaszczonych
plantacjach fasoli w latach z czestymi opadami deszczu, ktore zwigkszaja
wilgotnos¢ powietrza wokot roslin i tym samym sprzyjaja rozwojowi pa-
togena. Szkody zwigzane z wystgpowaniem zgnilizny twardzikowe]
W uprawie fasoli moga sigga¢ 50% (Meyer i Campos 2009). Podstawowa
metodg ograniczenia wystepowania choroby jest stosowanie fungicydow
(McCreary i in. 2016). Jednak ograniczona liczba substancji aktywnych do-
puszczonych do stosowania w ochronie fasoli przed zgnilizng twardzikowa
niesie ryzyko powstawania odpornosci patogenow, stad celowe jest poszuki-
wanie innych metod ochrony.

Juz w drugiej potowie XX wieku zwrocono uwage, ze odmiany ja-
btoni podatne na Venturia inaequalis po wstrzyknigciu do ogonkow liscio-
wych aminokwasu — fenyloalaniny wykazaty odporno$¢ na tego patogena
(Ku¢ 1 in. 1959). Van Andel (1966) na podstawie badan roznych autorow
wskazuje na mozliwos¢ uzycia aminokwaséw w ochronie roslin przed
Aphanomyces euteiches, Botrytis fabae, Cladosporium cucumerinum, Col-
letotrichum lagenarium, Erysiphe cichoracearum, Phytophthora infe-
stans, P. cinnamomi, Puccinia recognita f. sp. tritici i P. graminis f. sp.
tritici. Takze pdzniejsze badania wskazuja na mozliwo$¢ wykorzystania
aminokwasow w ochronie przed Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum,
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, Pyricularia oryzae (Woltz i Jones
1970; Homma i in. 1973; Aly i in. 2010). Zastosowane w formie opryski-
wania aminokwasy sg tatwo absorbowane przez komorki stanowigc go-
towy produkt dla r6znych proceséw metabolicznych (El-Ghamry i in.
2009). Van Andel (1966) wyjasnia mechanizm oddziatywania aminokwa-
séw na czynniki chorobotworcze | wskazuje na ich dziatanie grzyboboj-
cze, obnizenie agresywnosci (wirulencji) patogenow, produkcje innych
zwigzkoéw w glebie lub roslinie, zaburzenia metabolizmu azotu, ingerencje
w ekspresje objawow, zwiekszenie odpornos$ci rosliny na patogena. Jones
1 Woltz (1969) wykazali, ze aminokwas — etionina obnizal wirulencje, ale
nie wzrost grzyba Fusarium oxysporum (Schlecht) f. sp. lycopersici
(Sacc.) Snyd. & Hans. rasy 2 hodowanego na pozywce bez obecnosci
siarki. Hasabi 1 in. (2014) na podstawie dostgpnej literatury wskazuja, ze
badania nad indukcja odpornos$ci roslin na patogeny przy uzyciu amino-
kwasow sa bardzo ograniczone. W badaniach nad rakiem bakteryjnym wy-
stepujgcym na cytrynie (Xanthomonas citri subsp. citri) oceniali wptyw
niektorych aminokwasow (L-argininy, L-ornityny i L-metioniny) na ogra-
niczanie rozwoju nekrozy powodowanej przez bakteri¢ oraz zawartos¢
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w tkankach roslinnych niektorych enzymoéw (katalazy, peroksydazy, amo-
niakoliazy fenyloalaniny, 1,3-p-glukanazy). Wykazali, ze z badanych ami-
nokwasow stosowanych do opryskiwania istotnie najwyzszg skuteczno$¢
W ograniczaniu nekrozy liSci powodowanej przez X. Citri subsp. citri wyka-
zywata L-metionina. Rowniez po aplikacji tego aminokwasu stwierdzono
najwyzszy wzrost enzymow katalazy, peroksydazy, amoniakoliazy fenylo-
alaniny i 1,3-B-glukanazy. Rola amoniakoliazy fenyloalaniny w indukcji
mechanizméw obronnych rosliny zwigzana jest z biosyntezg fitoaleksyn,
Z przemianami zwigzkow fenolowych do substancji ligninopodobnych,
z indukcja kwasu salicylowego — substancji zwigzanej z przekazywaniem
sygnatéw indukujacych miejscowa i systemowa odpornos¢ rosliny. Po-
ziom aktywnosci tego enzymu jest skorelowany ze stopniem odpornosci
ro$lin na infekcje oraz z agresywnoscia patogena (Gatazka 2013).

Pundir i in. (1991) wykazali, ze wydzieliny korzeniowe z odporne;j
odmiany soczewicy hamowaty wzrost kolonii, formowanie i kietkowanie
chlamydospor F. oxysporum f. sp. lentis, ale zaleznosci tej nie stwierdzono
w przypadku odmian podatnych. W analizie spektrofotometrycznej wy-
dzielin korzeniowych odpornej na fuzarioze odmiany soczewicy stwier-
dzono pewne aminokwasy, ktorych nie stwierdzono w przypadku odmiany
podatnej. Bakry i Rizk (1967) wykazali, ze aminokwasy w sposob bezpo-
sredni oddziatywaja na kietkowanie zarodnikow, wydtuzanie strzepki kiet-
kowej oraz synteze 1 aktywnos¢ niektorych enzymow odpowiedzialnych
za patogeneze Fusarium spp.

Celem badan byto okreslenie skutecznos$ci srodkow zawierajacych na-
turalne aminokwasy w ograniczaniu rozwoju zgnilizny twardzikowej fasoli
(Sclerotinia sclerotiorum), a takze ich wptywu na wzrost grzybni na pozywce.

MATERIAL | METODY

W badaniach nad ochrong fasoli przed zgnilizng twardzikowa
uwzgledniono $rodki, ktorych gtownym sktadnikiem sg wolne, naturalne
(L-a) aminokwasy (histydyna, seryna, arginina, glicyna, kwas asparagi-
nowy, kwas glutaminowy, treonina, alanina, prolina, cysteina, lizyna, ty-
rozyna, metionina, walina, izoleucyna, leucyna, fenyloalanina, tryptofan):
— stymulator wzrostu roslin Agro-Sorb Folium (aminokwasy ogotem
12%, w tym wolne aminokwasy 9,3% + azot catkowity (N) 2,1% + bor (B)
0,02% + mangan (Mn) 0,05% + cynk (Zn) 0,07%),
— nawo6z organiczny: Agro-Sorb L-Amino+ (aminokwasy ogéotem 10%,
W tym wolne aminokwasy 5% + azot catkowity (N) 2% + azot organiczny
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(Norg) 2% + wegiel organiczny (Corg) 4% + substancje organiczne w suchej
masie 65%)
— nawoéz organiczno-mineralny: Agro-Sorb Radiculum (aminokwasy
ogbélem 7%, w tym wolne aminokwasy 6% + azot catkowity (N) 2,9% +
fosfor (P.Os) 1% + substancje organiczne w suchej masie 70% + sucha
masa 20%).

W warunkach in vitro oceniano wptyw badanych $rodkéw zawiera-
jacych aminokwasy, dodanych do pozywki ziemniaczano-glukozowej
(PDA) w dawce 0, 1000, 2500, 5000, 7500 oraz 10000 pg-ml?, na wzrost
grzyba Sclerotinia sclerotiorum pochodzacego z fasoli. Po 3—17 dniach
inkubacji w temperaturze 22 °C mierzono $rednic¢ i wyliczano pole po-
wierzchni kolonii.

Badania polowe prowadzono na fasoli odm. ‘Paulista’, na ktérej co-
rocznie wystepowata zgnilizna twardzikowa. Nasiona fasoli wysiano w 3
rz¢dach co 40 cm z miedzyrzedziem szerokosci 80 cm. W miarg potrzeby
rosliny podlewano za pomoca deszczowni. W celu zabezpieczenia plantacji
przed chwastami bezposrednio po siewie (faza BBCH 00-03) podtoze opry-
skano herbicydem Dual Gold 960 EC w dawce 1,3 dm®-hat. W pozniejszym
okresie w miar¢ potrzeby mechanicznie usuwano pojawiajace si¢ chwasty.
Rosliny zaczgto opryskiwaé po wystgpieniu objawoéw chorobowych, a na-
stepnie zabieg powtarzano 3-krotnie, co 7 dni. W przeprowadzonym do-
$wiadczeniu infekcja roslin wystapita w sposob naturalny. Srodkiem stan-
dardowym byt preparat Rovral Aquaflo 500 SC (500 g iprodionu w 1 dm?3).
Rosliny kontrolne opryskiwano woda, a pozostale badanymi $rodkami
w réznych stezeniach, zuzywajac 100 ml cieczy na 1 m?. Opryskiwanie
ro$lin wykonywano w godzinach rannych (8°°~9%) za pomoca opryskiwa-
Cza pneumatycznego o pojemnosci zbiornika 5dm? i ciénieniu cieczy
0,2 MPa. Podczas opryskiwania koncowke rozpylajacg prowadzono na
wysokosci 30 cm nad roslinami. Bardzo doktadnie pokrywano ciecza
gorng 1 dolng strong blaszek lisciowych. Przed rozpoczgciem doswiadcze-
nia oraz po 3 dniach od wykonania 2 i 4 opryskiwania wykonano obser-
wacje nasilenia objawow chorobowych w skali 0—7 (tab. 3). Obserwacje
dotyczace ewentualnej fitotoksyczno$ci badanych $rodkow prowadzono
po 3 dniach od wykonania kazdego opryskiwania. Podczas obserwacji
zZwracano uwage, czy nie wystapily objawy w postaci zotknigcia, zbrazo-
wienia tkanek roslinnych lub zahamowania wzrostu.

Doswiadczenia prowadzono na poletkach w ukladzie blokoéw
losowanych w 4 powtoérzeniach (6 m? powierzchni kazde powtérzenie), na
ktérych obserwowano 25 ro$lin. Do$wiadczenia laboratoryjne zakladano
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W 5 powtdrzeniach, traktujac szalke jako 1 powtorzenie. Uzyskane dane
opracowano statystycznie za pomocg analizy wariancji, a istotno$¢ réznic
miedzy S$rednimi oceniono testem Duncana przy poziomie istotnosci
p = 0,05. Nastgpnie obliczono procentowa skuteczno$¢ danego preparatu
na podstawie porazonej powierzchni liSci w stosunku do obiektu
kontrolnego (niechronionego), postugujac si¢ uproszczonym wzorem
Abbotta (Abbott 1925).

WYNIKI | DYSKUSJA

W warunkach in vitro wykazano, ze Agro-Sorb Folium, Agro-Sorb
L-Amino i Agro-Sorb Radiculum dodane do pozywki ziemniaczano-glu-
kozowej ograniczaly wzrost Sclerotinia sclerotiorum (tab. 1). W zalezno-
$ci od badanego zwigzku oraz jego stezenia w pozywce skutecznos¢ wy-
nosita od 28,8% do 66,3% w przypadku Agro-Sorb Folium, od 4,8% do
71,7% dla Agro-Sorb L-Amino oraz od 1,5% do 40,4% dla Agro-Sorb Ra-
diculum (tab. 2). Nawoz Agro-Sorb Radiculum w najnizszym stezeniu
(1000 pg/ml) nawet stymulowat wzrost grzybni. Badania wykazaty, ze
W miar¢ obnizania stezenia Srodkdw w pozywce notowano spadek ich sku-
teczno$ci w ograniczaniu wzrostu grzybni. Fungicyd Rovral Aquaflo 500
SC w kazdym z badanych st¢zen catkowicie ograniczatl wzrost grzybni
S. sclerotiorum (tab. 2).

W warunkach in vivo po 2 tygodniach trwania doswiadczenia na ro-
slinach kontrolnych stwierdzono porazenia roslin w stopniu 5,46 (tab. 3).
Agro-Sorb Folium w stezeniu 0,25%, 0,5% oraz 1% wykazywal skutecz-
nos¢ od 73,8% do 78,9% w ograniczaniu rozwoju objawow chorobo-
wych, a Agro-Sorb L-Amino od 48% do 57,1%. Wzrost stezenia bada-
nego stymulatora wzrostu oraz nawozu uzytych do opryskiwania fasoli po-
wodowat wzrost skutecznosci. Nawoz Agro-Sorb Radiculum w stezeniu
0,5% wykazywal skuteczno$¢ 39,7% w ograniczaniu rozwoju objawow
chorobowych.

Po 4 tygodniach trwania do§wiadczenia na roslinach kontrolnych
stwierdzono stopien porazenia roslin wynoszacy 6,68 (tab. 3). Agro-Sorb
Folium w stezeniu 0,25%, 0,5% oraz 1%, wykazywal skuteczno$¢ od
77,1% do 81,3% w ograniczaniu rozwoju objawOow chorobowych.
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Tabela 1. Wplyw roznych stgzen Agro-Sorb Folium oraz Agro-Sorb L-Amino
i Agro-Sorb Radiculum na wzrost grzyba Sclerotinia sclerotiorum (po-
wierzchnia grzybni w mm?)

Table 1. The influence of different concentrations of Agro-Sorb Folium and

Agro-Sorb L-Amino and Agro-Sorb Radiculum on Sclerotinia scleroti-
orum growth (surface area in mm?)

Srodki Stezenie; Concentration (ug-ml™?)
Treatments 1000 2500 5000 7500 10000 0
Agro-Sorb Folium 3217,8¢c 2656,3b 24339b 1575,0a 1521,3a 4517,1d

Agro-Sorb L-Amino 5069,6 cd 5055,9 cd 4746,8c 26859b 1509,1a 5326,0d
Agro-Sorb Radiculum  5583,3¢ 52954 c 5294,3c 4446,7b 3202,1a 5376,3c
Stezenie; Concentration (ug-ml™?)
100 250 500 1000 2000 0
Rovral Aquaflo 500 SC Oa Oa Oa O0a Oa 43188 b

Srednie w wierszach oznaczone ta samg literg nie r6znig si¢ istotnie wedhug testu Dun-
cana przy p = 0,05.

Means followed by the same letter within lines are not significantly different (p = 0.05)
according to Duncan’s test.

Tabela 2. Skuteczno$¢ roznych stezen stymulatora wzrostu ro§lin Agro-Sorb Fo-

lium oraz nawozdéw Agro-Sorb L-Amino i Agro-Sorb Radiculum

w hamowaniu wzrostu kultury grzyba Sclerotinia sclerotiorum (w %)

Table 2. The percentage effectiveness of different concentrations of Agro-Sorb

Folium stimulator and Agro-Sorb L-Amino and Agro-Sorb Radiculum
fertilizers in Sclerotinia sclerotiorum growth inhibition

Srodki Stezenie; Concentration (ug-mil™?)
Treatments 1000 2500 5000 7500 10000
Agro-Sorb Folium 28,8 41,2 46,1 65,1 66,3
Agro-Sorb L-Amino 4,81 51 10,9 49,5 71,7
Agro-Sorb Radiculum +3,85 15 1,53 17,3 40,4

Stezenie; Concentration (ug-ml™)
100 250 500 1000 2000
Rovral Aquaflo 500 SC 100 100 100 100 100
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Tabela 3. Skuteczno$¢ stymulatora wzrostu roslin Agro-Sorb Folium oraz na-
wozow Agro-Sorb L-Amino i Agro-Sorb Radiculum w ograniczaniu
rozwoju zgnilizny twardzikowej fasoli odm. ‘Paulista’ uprawianej
w polu (skala 1-7). Poczatek doswiadczenia 24.06.2016, porazenie
wstepne 0,25

Table 3. The effectiveness of Agro-Sorb Folium, Agro-Sorb L-Amino and Agro-
Sorb Radiculum in limiting the development of white mold on snap bean
cv. ‘Paulista’ grown in a field (scale 1-7). Experiment start date 24 June
2016, initial degree of infection 0.25

Stopien porazenia

) ‘ Stezenie rodlin S]};ute_cznos'é
b I Do Eleeenes
shrubs infection
(%)
2 4 2 4
Kontrola; Control - 5,46 ¢ 6,68 f - -
Agro-Sorb Folium 0,25 1,43Db 153b 73,8 77,1
Agro-Sorb Folium 0,5 1,25a 1,31a 77,1 80,4
Agro-Sorb Folium 1 1,15a 1,25a 78,9 81,3
Agro-Sorb L-Amino 0,25 2,84¢e 2,81d 48,0 57,9
Agro-Sorb L-Amino 0,5 247¢cd  256¢C 54,8 61,7
Agro-Sorb L-Amino 1,0 2,34c¢c 245¢c 57,1 63,3

Agro-Sorb Radiculum 0,5 3,29 f 3,19¢e 39,7 52,2
Rovral Aquaflo 500 SC 0,2 2,61d 245¢c 52,1 63,3

Srednie w kolumnach oznaczone ta sama litera nie roznig sig istotnie wedtug testu Dun-
cana przy p = 0,05.

Means followed by the same letter within columns are not significantly different
(p = 0.05) according to Duncan’s test.

Skala porazenia: 0 — brak objawow, 1 —od 0,1 do 1% powierzchni liSci pokrytej plamami,
2-o0d1,1do 6%, 3-o0d6,1 do 15%, 4 — od 15,1 do 30%, 5 — od 30,1 do 50%, 6 — od
50,1 do 80%, 7 — od 80,1 do 100% powierzchni liSci pokrytej plamami.

Disease index: 0 — no symptoms, 1 — from 0,1 to 1% leaf surface covered with spots, 2 —
from 1,1 to 6%, 3 — from 6,1 to 15%, 4 — from 15,1 to 30%, 5 — from 30,1 to 50%, 6 —
from 50,1 to 80%, 7 — from 80,1 to 100% leaf surface covered with spots.

Agro-Sorb L-Amino w stezeniu 0,25%, 0,5% oraz 1% wykazywat
skuteczno$¢ od 57,9% do 63,3% w ograniczaniu rozwoju objawoéw choro-
bowych. Wzrost st¢zenia badanego nawozu uzytego do opryskiwania fasoli
wigzat si¢ ze wzrostem jego skutecznosci. Agro-Sorb Radiculum w stgze-
niu 0,5%, wykazywatl skuteczno$¢ 52,2% w ograniczaniu rozwoju obja-
wow chorobowych.
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Badania wykazaty mozliwo$¢ bezposredniego dziatania badanych
zwigzkow zawierajagcych aminokwasy na grzyb S. sclerotiorum. Otrzy-
mane wyniki sg potwierdzeniem wczesniej przeprowadzonych badan na
Fusarium (Bakry i Rizk 1967). W badaniach polowych wykazano stosun-
kowo wysoka skuteczno$¢ badanych zwigzkow w ograniczaniu zgnilizny
twardzikowej na fasoli. Wyniki sugeruja nie tylko mozliwo$¢ bezposred-
niego dziatania na patogena (testy in vitro), ale rowniez na indukcje od-
pornosci w chronionych roslinach fasoli. Mozliwo$¢ powstania nabytej
odpornosci w chronionych roslinach po zastosowaniu aminokwasow ob-
serwowali we wczesniejszych badaniach rézni autorzy (Ku¢ i in. 1959;
Mehta i in. 1991; Hasabi i in. 2014). Dane literaturowe wskazujg rowniez,
ze aminokwasy uzyte do ochrony dyni, grochu, melona, truskawki indu-
kowaty odporno$¢ na sprawcdéw maczniaka prawdziwego lub rzekomego
(Tzeng i in. 1996; Sarosh i in. 2005).

PODSUMOWANIE

W warunkach in vitro Agro-Sorb Folium, Agro-Sorb L-Amino
i Agro-Sorb Radiculum dodane do pozywki ziemniaczano-glukozowej
tylko w najwyzszym z badanych stezen hamowaty od 40,4% (Agro-Sorb
Radiculum) do 71,7% (Agro-Sorb L-Amino) wzrost Sclerotinia sclerotio-
rum. W nizszych stezeniach ich skutecznos$¢ obnizata si¢ nawet do kilku
procent.

Agro-Sorb Folium i Agro-Sorb L-Amino w stezeniu 0,25%, 0,5%
i 1% oraz Agro-Sorb Radiculum w st¢zeniu 0,5% zastosowane 4-krotnie
w odstepach 7 dni do opryskiwania roslin istotnie ograniczaty rozwdj zgni-
lizny twardzikowej na fasoli. Wzrost stezenia badanych srodkow uzytych do
opryskiwania wigzat si¢ ze wzrostem ich skutecznosci. Badane $rodki stoso-
wane do opryskiwania nie byly fitotoksyczne dla fasoli odm. ‘Paulista’.
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