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Abstract

An in vitro study was conducted on the direct action of the fertilizer Actifos
(an ammonium form of phosphite that contains 10% nitrogen and many microele-
ments: B, Cu, Fe, Mo, Zn) in doses of 0, 100, 500, 1000, 3000 and 6000 pg-ml*
added to potato dextrose agar (PDA) medium against the growth of pathogen cul-
tures. The study included the pathogens: Botrytis cinerea, Colletotrichum gloeospor-
ioides, Fusarium oxysporum f. sp. dianthi, Myrothecium roridum, Paraconiothyrium
fuckelii, Phytophthora cinnamomi, P. cryptogea, Pythium ultimum, Rhizoctonia
solani, Sclerotinia sclerotiorum. Actifos added to potato dextrose agar (PDA) at
a dose of 6000 pg-ml™? was shown to completely inhibit the growth of the mycelia
of P. cinnamomi and S. sclerotiorum. For the mycelia of B. cinerea, P. fuckelii,
P. cryptogea and P. ultimum, the inhibition of growth was more than 80%. However,
it was observed that at a concentration of 100 pg-ml? the fertilizer stimulated the
growth of B. cinerea and P. ultimum cultures, and in doses of 1000 and 3000 pg-ml*
that of C. gloeosporioides. The study also showed that the fertilizer Actifos introduced
into the medium at concentrations of 100 to 1000 pg-ml* inhibited the germination of
Diplocarpon rosae spores by 27% to 79.7%. At concentrations of 3000 pg-ml* and
higher, spore germination was not observed. By comparison, the fertilizer Actifos
used for spraying rose bushes at a concentration of 0.6% caused the germination of
D. rosae spores to be inhibited by 82% after 1 day, 87.9% after 7 days, and by 37.5%
after 14 days.
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WSTEP

Na rynku nie ma wystarczajacej liczby fungicydéw zawierajacych rozne
substancje aktywne, przeznaczonych do ochrony roslin ozdobnych przed pato-
genami. Nastgpstwem tej sytuacji jest niedostateczna liczba srodkow o ré6znych
mechanizmach dziatania na patogeny, co uniemozliwia prowadzenie ochrony
roslin opartej na rotacji stosowanych fungicydéow. Stwarza to ogromne ryzyko
powstawania odpornych patogenow na dotychczas stosowane fungicydy (Woj-
dyta 2018). Podj¢cie badan nad wykorzystaniem w ochronie roslin ozdobnych
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przed patogenami innych zwigzkéw, niebedacych $rodkami ochrony, jest
szczegOlnie interesujgce. Jednoczesnie nalezy zaznaczy¢, ze nowe, niekonwen-
cjonalne $rodki ochrony odznaczaja si¢ innym mechanizmem dzialania na pa-
togeny niz dotychczas stosowane fungicydy. Jedng z takich mozliwosci jest
wprowadzenie do ochrony roslin fosforynow.

W literaturze juz od 1977 roku pojawiajg si¢ informacje na temat mozliwo-
$ci wykorzystania fosforynow (Fosetyl AL) w ochronie réznych gatunkéw roslin
ogrodniczych przed chorobami powodowanymi przez patogeny nalezace do
legniowcow (Oomycota) (Bertrand i in. 1977; Molot i Beyri¢s 1977; Wieczorek
i in. 2010; Lobato i in. 2010). Dane literaturowe wskazuja, ze fosforyny w nizszym
stezeniu indukujg odporno$¢ w chronionych roslinach, a w wyzszym bezposrednio
oddziatuja na patogeny (Guest i Bompeix 1990; Smillie i in. 1989; Guest i Grant
1991; Lobato i in. 2010). Po roztozeniu pobranych przez ro$liny fosforynow (fos-
foryn potasu) jon fosforynu przemieszcza si¢ przez ksylem i tyko (d’Arcy-Lameta
i Bompeix 1991; Guest i Grant 1991; Groussol i in. 1986). Z uwagi na systemiczny
charakter fosforynéw mozliwe jest ich stosowanie w formie podlewania, opryski-
wania lub wstrzyknigcia do pedu, przy jednoczesnej mozliwosci ochrony tkanek
roslinnych odlegtych od miejsca zastosowania (Daniel i in. 2005). W badaniach
przeprowadzonych przez Heaton i Dullahide (1990) kwas fosforawy okazat si¢
przydatny do zwalczania chordb niezwigzanych z Oomycetes, W tym opienkowe;
zgnilizny korzeni Armillaria spp. (wywotanej przez Armillaria luteobubalina),
biatej zgnilizny korzeni jabtoni (Dematophora necatrix) i parcha jabtoni (Venturia
inaequalis), ale byt nieskuteczny w przypadku brunatnej zgnilizny owocow na
brzoskwini (Monilinia fructicola) i plamistosci lisci selera (Septoria apiicola).

Lobato i in. (2010) w badaniach in vitro nad oceng aktywnos$ci przeciw-
drobnoustrojowej fosforynu potasu i fosforynu wapnia przeciwko réznym pato-
genom ziemniaka, takim jak: Phytophthora infestans, Fusarium solani, Rhizoc-
tonia solani i Pectobacterium carotovorum (syn. Erwinia carotovora), stwier-
dzili, ze fosforyny wykazuja raczej dziatanie fungistatyczne niz fungitoksyczne.
Poza ich fungistatyczng lub grzybobojcza aktywnoscia (Fenn i Coffey 1984; Co-
hen i Coffey 1986; Guest i Grant 1991) fosforyny stymuluja aktywacje w rosli-
nach mechanizmoéow obronnych przeciwko chorobom (Smillie i in. 1989).

Fosforyny, z uwagi na bezposrednie i posrednie dziatanie, charaktery-
zuja si¢ odmiennym mechanizmem dziatania na patogeny niz fungicydy.
Z tego powodu moga okazac si¢ szczegdlnie cenne w zwalczaniu ras patoge-
néw odpornych na dotychczas stosowane fungicydy. Actifos stosowany w ro-
tacji z fungicydami moze zapobiec wystgpieniu odporno$ci patogendow na
stosowane $rodki ochrony.

Celem badan byto wykazanie bezposredniego dziatania nawozu Actifos
na niektore patogeny roslin.
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MATERIAL I METODY

W latach 2012-2013 prowadzono badania nad nawozem Actifos (forma
amonowg fosforynu, zawierajacg 10% dodatek azotu oraz wiele mikroele-
mentdéw B, Cu, Fe, Mo, Zn). W warunkach in vitro oceniano wplyw nawozu
Actifos dodanego do pozywki glukozowo-ziemniaczanej (PDA) w dawce 0,
100, 500, 1000, 3000 oraz 6000 pg-ml™ na wzrost grzybni patogenéw pocho-
dzacych z réznych gatunkow roslin. Badaniami obj¢to miedzy innymi Botry-
tis cinerea, Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium oxysporum f. sp. dian-
thi, Myrothecium roridum, Paraconiothyrium fuckelii, Pythium ultimum,
Phytophthora cinnamomi, P. cryptogea, Rhizoctonia solani, Sclerotinia scle-
rotiorum. W zalezno$ci od badanego gatunku po 3-17 dniach inkubacji
w temperaturze 22 °C mierzono $rednice i 0bliczano powierzchni¢ kolonii.

W kolejnych badaniach okre§lano wptyw podanych wyzej zawartosci
nawozu Actifos w pozywce PDA na kietkowanie zarodnikow Diplocarpon
rosae — sprawcy czarnej plamistosci lisci roz. Po zestaleniu pozywki nano-
szono krople zawiesiny zarodnikéw i szklang bagietka rozprowadzano po po-
wierzchni. Zarodniki pozyskiwano z lisci r6zy z objawami czarnej plamisto-
$ci z widocznym zarodnikowaniem grzyba. Po naniesieniu na liscie kropli
wody z Tween 20 (w stezeniu 0,01%) skalpelem zeskrobywano zarodniki do
zlewki, a nastgpnie dodawano niewielka ilos¢ wody. Zawiesing zarodnikow
doktadnie mieszano, a nastgpnie sgczono przez sterylng wate, aby usungc
resztki tkanek roslinnych. Przy uzyciu hemocytometru okreslano liczbe za-
rodnikow w zawiesinie, a przez uzupetnianie wody uzyskiwano zawiesing
0 zawarto$ci 100 tysiecy zarodnikow w 1 ml. Po 18 godzinach inkubacji
W cieplarce, gdzie utrzymywano temperature 22 °C, pod mikroskopem li-
czono procent kietkujacych zarodnikéw (Wojdyta 2018).

W nastepnym do$wiadczeniu uprawiane w tunelu foliowym krzewy roz
‘Red Berlin’ z widocznymi objawami zarodnikowania grzyba D. rosae opry-
skiwano jednokrotnie nawozem Actifos w stezeniu 0,6%. Jako standard zasto-
sowano fungicyd Domark 100 EC w stezeniu 0,05%. Po 1, 7 oraz 14 dniach
od opryskiwania pobierano liscie, a po naniesieniu kropli wody na powierzch-
ni¢ plamy zarodniki zeskrobywano skalpelem do szalki Petriego na pozywke
PDA. Z kazdej plamy zarodniki byly zeskrobywane do osobnej szalki. Ko-
lejna krople wody nanoszono na pozywke, a nast¢pnie bagietka rozprowa-
dzano zarodniki po powierzchni. Aby ograniczy¢ rozwoj bakterii, do pozywki
dodawano rowniez roz bengalski (0,5 mg-dm) oraz 80 000 jednostek peni-
cyliny. Po 24 godzinach w 5 r6znych miejscach na szalce w polu widzenia
pod mikroskopem odliczono 20 zarodnikow, w tym kietkujace.
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Doswiadczenia w warunkach in vitro prowadzono na szalkach Petriego
o srednicy 90 mm, w 5 powtdrzeniach. Jedna szalka stanowila powtdrzenie.
W tunelu foliowym do$wiadczenie zatozono w ukladzie blokéw losowych
(5 krzewow w 4 powtdrzeniach). Uzyskane dane opracowano statystycznie
za pomocg analizy wariancji, a istotno$¢ roznicy pomigdzy Srednimi oceniono
testem Duncana (p = 0,05). Nast¢pnie dla poszczegdlnych obiektéw obli-
czono procent ograniczenia powierzchni kultury lub liczby kietkujacych za-
rodnikéw w stosunku do obiektu kontrolnego (niechronionego), postugujac
si¢ uproszczonym wzorem Abbotta (1925).

WYNIKI I DYSKUSJA

Prowadzone badania nad wzrostem kultur badanych patogenéw wyka-
zaly, ze Actifos dodany do pozywki w dawce 6000 pg-ml? catkowicie hamo-
wal wzrost grzybni P. cinnamomi oraz S. sclerotiorum (tab. 1, 2). Przy tej za-
warto$ci nawozu w pozywce Stwierdzono ponad 80% zahamowanie wzrostu
grzybni B. cinerea (fot. 2), P. fuckelii, P. cryptogea (fot. 1) i P. ultimum. Sty-
mulowanie wzrostu grzybni B. cinerea i P. ultimum stwierdzono przy dawce
100 pg'ml?, a C. gloeosporioides przy dawce 1000 i 3000 pg-ml™? (tab. 1, 2).

Tabela 1. Wptyw roznych zawartosci nawozu Actifos w pozywce glukozowo-ziem-
niaczanej na wzrost kultur patogenow; pole powierzchni w cm?

Table 1. Influence of different dose of fertilizer Actifos added to potato dextrose agar
on the growth of pathogens; surface area in cm?

Patogen Dawka nawozu; Dose of fertilizer (ug-mil?)
Pathogen 100 500 1000 3000 6000 0
Botrytis cinerea 4855e 34,34d 2746c¢c 9,76b 103a 47,16e

Colletotrichum gloeosporioides 37,6a 60,2b 76,6b 715b 583b 710b
Fusarium oxysporum f. sp. dianthi 19,38 b 19,94b 12,80a 27,53c 24,26 bc 44,19d

Myrothecium roridum 36,13¢c 34,15bc 17,17a 21,14ab 20,77 ab 51,19d
Paraconiothyrium fuckelli 16,04d 12,41c 1422cd 6,81b 4,42a 41,63e
Phytophthora cinnamomi 115¢ 730b 6,80b 6,20b 00a 61,2d

Phytophthora cryptogea 707c 267b 147ab 0,39a 046a 42,90d
Pythium ultimum 48,75¢ 22,08b 1953b 9,73a 9,3la 47,68c
Rhizoctonia solani 51,44de 47,09d 4157c 28,25b 17,97a 53,34¢
Sclerotinia sclerotiorum 37,10c 21,35b 17,86b 091a 0,00a 48,65d

Srednie oznaczone ta sama litera dla poszczeg6lnych wierszy nie roznig si¢ istotnie (p = 0,05) wedhug
testu Duncana; Means followed by the same letter within lines are not significantly different (p = 0.05)
according to Duncan’s test
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Tabela 2. Wptyw roznych zawartosci nawozu Actifos w pozywce glukozowo-ziem-
niaczanej na procentowe zahamowanie wzrostu kultur patogenow

Table 2. Influence of different dose of fertilizer Actifos added to potato dextrose agar
on the growth of pathogens

Patogen Dawka nawozu; Dose of fertilizer (ug-ml™?)

Pathogen 100 500 1000 3000 6000
Botrytis cinerea +2,9 27,2 41,2 79,3 97,8
Colletotrichum gloeosporioides 47,0 15,2 +7,9 +0,7 17,9
Fusarium oxysporum f. sp. dianthi 56,1 54,9 71,0 37,9 45,1
Myrothecium roridum 29,4 33,3 65,3 58,7 59,4
Paraconiothyrium fuckelli 61,5 70,2 65,8 83,6 89,4
Phytophthora cinnamomi 81,2 88,1 88,9 89,9 100
Phytophthora cryptogea 83,5 93,8 96,6 99,1 98,9
Pythium ultimum +2,2 53,7 59,0 79,6 80,5
Rhizoctonia solani 3,6 11,7 22,1 47,0 66,3
Sclerotinia sclerotiorum 23,8 56,1 63,3 98,1 100

Uwaga: patrz Tabela 1; Note: see Table 1

Fot. 1. Wplyw réznych zawartosci nawozu Actifos w pozywce na wzrost Phy-
tophthora cryptogea

Photo 1. Influence of different dose of fertilizer Actifos added to potato dextrose
agar on the growth of Phytophthora cryptogea
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Fot. 2. Wptyw réznych zawartosci nawozu Actifos w pozywce na wzrost Botrytis cinerea
Photo 2. Influence of different dose of fertilizer Actifos added to potato dextrose
agar on the growth of Botrytis cinerea

Nawoz Actifos wprowadzony do pozywki hamowat kietkowanie zarodni-
kow D. rosae od ok. 27% (przy dawce 100 pug-ml™) do ok. 80% (1000 pg-ml™?).
Przy dawkach 3000 pg-ml™? i wyzszych nie stwierdzono kietkowania zarod-
nikéw (tab. 3).

Tabela 3. Wplyw roznych zawartosci nawozu Actifos w pozywce glukozowo-ziem-
niaczanej na kietkowanie zarodnikow Diplocarpon rosae

Table 3. Influence of different dose of fertilizer Actifos added to potato dextrose agar
on inhibition of spore germination

Procentowa skuteczno$¢

N Dawka Procent w hamowaniu kietkowania
Kombinacje kietkujgcych zarodnikow &
Combination Dose Percentage zarodnikow

(ng-ml?) L Percent inhibition of spore
of germinating spores s
germination
Kontrola; Control - 77,23 e -
Actifos 100 56,48 d 26,87 d
Actifos 500 33,71c 56,35 ¢
Actifos 1000 15,70 b 79,67 b
Actifos 3000 0,00 a 100,0 a
Actifos 6000 0,00 a 100,0 a

Srednie w kolumnach oznaczone ta sama litera nie r6znia sie istotnie wedhug testu Duncana (p = 0,05); Means
followed by the same letter within columns are not significantly different according to Duncan’s test (p = 0,05).



Mozliwo$¢ bezposredniego dziatania nawozu Actifos na niektore patogeny... 69

W kolejnym do$wiadczeniu nawoz Actifos w stgzeniu 0,6% zastosowany do
opryskiwania krzewow 16z po 1 dniu powodowat zahamowanie kietkowania za-
rodnikow D. rosae o ponad 82%, po 7 dniach 0 88%, a po 14 dniach 0 37% (tab. 4).

Tabela 4. Wptyw opryskiwania krzewow r6z na kietkowanie zarodnikow Diplocarpon rosae
Table 4. Effect of spraying shrub roses on the germination of Diplocarpon rosae spores

Procentowa skutecznos$¢

P t kietkuj h
Stezenie roeen 1e. I?J acye W hamowaniu kietkowania
L zarodnikow o
Kombinacje Concen- - zarodnikow
) Percentage of germinating .
Treatment tration SpOres Percent inhibition of spore
(%) P germination
1* 7* 14* 1* 7* 14*
Kontrola; Control - 82,48c 72,48c 74,73¢c 0,00c 0,00c 0,00c
Domark 100 EC 0,05 0,00a 4,74a 1892a 1000a 93,46a 74,68a
Actifos 0,6 1469b 8,74b 46,73b 82,19b 87,94b 37,47b

Uwaga: patrz Tabela 3; Note: see Table 3
* dni po zabiegu; days after treatment

Z uwagi na rozprzestrzenianie si¢ grzybow oraz organizméw grzybo-
podobnych przez zarodniki, hamowanie ich kietkowania przez Actifos moze
mie¢ praktyczne zastosowanie w integrowanej ochronie. Uzyskane wyniki ba-
dan wskazujace na hamowanie wzrostu kultur patogenéw na pozywce zawie-
rajacej nawoz Actifos znajdujg potwierdzenie w literaturze. Amiri i Bompeix
(2011) wykazali, ze fosforyn potasu w dawce 2 oraz 4 pg-ml™ wprowadzony
do pozywki maltozowej (MEA) catkowicie hamowatl wzrost grzybni oraz kiet-
kowanie zarodnikow Penicillium expansum. Podobnie Farih i in. (1981) oraz
Smith (1979a, b) wykazali, ze w warunkach in vitro stezenie fosetylu-Al
powyzej 1000 pg-ml™ byto wymagane do catkowitego zahamowania wzrostu
grzybni badanych gatunkow Phytophthora. Podobnie we wczesniej przepro-
wadzonych badaniach in vitro fosforyn potasu w st¢zeniu 0,3 mM hamowat
formowanie mikrokonidiow przez Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc).
Davis i Grant (1996) wykazali, ze zarodnikowanie innego izolatu Foc i dwoch
izolatow F. oxysporum f. sp. dianthi byty w mniejszym procencie ograniczane
przez fosforyn potasu. Badany $rodek nie obnizal zywotnosci zarodnikow Foc
wytwarzanych w jego obecnosci, a hamowanie kietkowania mikrokonidiow
stwierdzono tylko w wysokich stezeniach (EDsp 30 mM). Natomiast wzrost
grzybni, zarowno Phytophthora cinnamomi, jak i P. citricola, byt hamowany
przez niskie stezenia kwasu fosforawego (H3POs). Stezenia wymagane do
50% hamowania kietkowania (EDso) wynosity od 1,3 do 1,7 pg-ml? dla
P. citricola i od 4,1 do 6,1 pg-ml™ dla P. cinnamomi (Coffey i Joseph 1985).
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W warunkach in vitro na pozywce kukurydzianej wzrost grzybni kilku bada-
nych gatunkow Phytophthora szczegolnie silnie hamowat kwas fosforawy
(H3PO:s3), a takze fosetyl-Al. Fenn i Coffey (1984) wykazali, ze kwas fosfo-
rawy w warunkach in vitro zdecydowanie bardziej ograniczat wzrost grzybni
rodzaju Pythium, a jego skuteczno$§¢ w hamowaniu wzrostu kultur grzybow
nie nalezgcych do Oomycetes byta niska.

WNIOSKI

1. Przeprowadzone badania wykazaty bezposrednie dziatanie nawozu Acti-
fos nie tylko na patogeny nalezace do krolestwa Chromista, ale takze na
badane gatunki z krolestwa Fungi.

2. Stwierdzone catkowite hamowanie wzrostu kolonii P. cinnamomi i S. scle-
rotiorum oraz zahamowanie o ponad 80% wzrostu grzybni B. cinerea,
P. fuckelii, P. cryptogea i P. ultimum wskazuje na mozliwos¢ stosowania
tego nawozu w dawce 6000 pg-ml™? w celu ograniczania wzrostu wymie-
nionych patogenow.

3. Zachodzi konieczno$¢ badania przydatnosci Actifosu W ochronie ro$lin
oddzielnie dla poszczegdlnych patogenow ze wzgledu na stymulowanie
wzrostu niektorych z nich, zwtaszcza przy nizszych dawkach nawozu.

4. Udowodniona wysoka skuteczno$¢ nawozu Actifos w hamowaniu kietko-
wania zarodnikow Diplocarpon rosae, zarowno w warunkach in vitro, jak
i in vivo, wskazuje na jego przydatno$¢ w ograniczaniu rozwoju czarnej
plamistosci rozy.

5. Actifos w stezeniu 0,6% zastosowany do opryskiwania krzewow 16z po-
wodowal zahamowanie kietkowania zarodnikéw D. rosae po 1 dniu pra-
wie 0 82%, po 7 dniach o 88%, a po 14 dniach o 37,5%.
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