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ABSTRACT

The aim of this work was to determine the cause of leaf spotting of Crassula
multicava and potential methods of their control. The leaves of succulent Crassula
multicava growing in greenhouse conditions showed disease symptoms, yellow and
gradualy browning spots, and the disease was caused by Pestalotiopsis guepinii. The
strobilurin fungicides, azoxystrobin (Amistar 250 SC), kresoxim-methyl (Discus 500
WG) and chlorotalonil with addition of zinc (Gwarant 500 SC) greatly inhibited the
growth of Pestalotiopsis guepinii. Total inhibition of the mycelium growth was observed
when azoxystrobin at concentration of 6 pg/cm® was added. Kresoxim-methyl and
chlorotalonil with addition of zinc at a concentration of 10 pg/cm? limited the mycelium

growth in 98% and 80% respectively. The inhibitory effect was greater for azoxystrobin
than kresoxim-methyl and chlorotalonil. Preventively and curatively used of synthetic

analogs of strobilurins and Gwarant greatly limited the development of Pestalotiopsis
guepinii.
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WSTEP

Crassula multicava to Krzaczasty, bylinowy sukulent o owalnych,
szaro-zielonych lisciach, srednicy okoto 8 cm. Liczne grona matych
gwiazdzistych, rozowych kwiatow na wydtuzonych pedach pojawiga Sie
wiosna.

W uprawie szklarniowgj w latach 2007-2008 notowano symptomy
suchgj brazowe plamistosci na lisciach Crassula multicava; poczatkowo
drobne zoéite plamki, stopniowo brazowiga i obgmuja znaczna czesé
gorng i dolng strony lisci (fot. 1).

Celem pracy byla identyfikacja patogena powodujacego plamistosé
lisci Crassula multicava oraz ocena fungicydow, syntetycznych analogow
strobiluryny substancji wytwarzang) przez Strobilurus tenacellus (Pers.
Fr.) Sing. i Oudemansiella mucida (Schrad. ex Fr.) Hohn. w ograniczaniu
rozwoju choroby.

MATERIAL | METODY

Izolacja grzybéw. Fragmenty (okoto 5 mm) chorych lisci, po ich
powierzchniowym odkazeniu, wykladano na pozywke ziemniaczano-
glukozowa (PDA-Merck), po 10 szt. na szalkg i inkubowano w tempe-
raturze 20-25 °C. Wyrastgjace kolonie grzybéw przeszczepiano na skosy,
a po wyrosnieciu segregowano makroskopowo na grupy. Wybrane izolaty
Z poszczegdlnych grup po doprowadzeniu do kultur jednozarodnikowych
oznaczano do gatunku, postugujac Si¢ monografiami i opracowaniami
autorow Arx (1974), Barnett (1960) i Sutton (1980).

Ocena chorobotwoérczosci wybranych izolatow grzybow. Do
doswiadczen wybrano po 10 izolatdw pozyskanych gatunkéw; Alternaria
alternata (Fr.) Keissler, Botrytis cinerea Pers., Fusarium oxysporum
Schlecht. i Pestalotiopsis guepinii (Desm.) Stey. Krazki grzybni o srednicy
3 mm wycinano z 7-dniowych kultur rosnacych na pozywce PDA
I nanoszono na odkazone liscie Crassula multicava. Inokulowane liscie
uktadano na siatce polietylenowe w tacach wytozonych bibuta filtracyjna
nasaczona woda destylowana. Kuwety przykrywano folia aluminiowa
w celu zwiekszenia wilgotnosci. Liscie inkubowano w temperatutze 25 °C.
Do oceny chorobotworczosci kazdego z badanych izolatéw uzyto 40 lisci.
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Doswiadczenie wykonano w dwéch seriach w odstepie 30 dni. Po 10
dniach inkubacji wykonano pomiary dtugosci nekrozy.

Wzrost grzybni Pestalotiopsis guepinii (C-8) in vitro. W pierwszym
etapie okreslano wplyw rodzaju pozywki na wzrost grzybni. Badania
prowadzono na pozywkach: agarowo-ziemniaczano-glukozowej (PDA),
fasoloweg zestalong agarem (LBA), maltozowe (Malt-extract-agar)
I pozywce mineralng Czapka zestalongj agarem (CzDA) w temperaturze
20 °C. Pozywkaz ngjwigkszym przyrostem liniowym grzybni postuzyta do
okreslenia wptywu temperatury na wzrost grzybni, z okresleniem
temperatury optymalne dlawzrostu i rozwoju patogena. Na srodek szalki
Petriego o srednicy 90 mm nanoszono 3 mm krazek grzybni pobrany z 7-
dniowg kultury, po czym szalki umieszczano w termostatach w tempe-
raturze od 7 °C do 35 °C na 8 dni. W czasie inkubacji mierzono $rednice
grzybni. Na podstawie pomiaréw obliczono powierzchni¢ grzybni.
Doswiadczenie prowadzono w dwaoch seriach, stosujac po 5 szalek dla
kazde pozywki.

Oddziatywanie pochodnych strobiluryny w ograniczaniu wzrostu
i rozwoju Pestalotiopsis guepinii in vitro. Do badan uzyto azoksystrobing
— substancje aktywna preparatu Amistar 250 SC i krezoksym-metylu —
substancj¢ aktywna fungicydu Discus 500 WG. Jako preparat standardowy
zastosowano chlorotalonil z dodatkiem cynku jako mikroelementu
(Gwarant 500 SC).

Doswiadczenie A — Oddzialywanie preparatow na wzrost grzybni
Pestalotiopsis guepinii in vitro. Preparaty dodawano do pozywki PDA
wilosci 2, 4, 6, 8, 10, 50, 100, 250, 500, 750 i 1000 pg-cm3. Tak
przygotowane szalki z pozywka szczepiono krazkami  grzybni
Pestalotiopsis guepinii (izolat C-8) o srednicy 3 mm. Po 2, 4, 61 8 dniach
inkubacji w temperaturze 25 °C mierzono $rednice grzybni w dwaoch
prostopadtych kierunkach. Doswiadczenie wykonano w 2 seriach,
uzywajac po 5 szalek dla kazdego stezenia.

Doswiadczenie B — Oddzialywanie preparatéw stosowanych
profilaktycznie i interwencyjnie w ograniczaniu rozwoju Pestalotiopsis
guepinii na liSciach Crassula multicava w warunkach laboratoryjnych.
Liscie pobierano z roslin zdrowych uprawianych w warunkach szklar-
niowych. Profilaktycznie opryskano izolowane liscie zawiesing
preparatéw (w stezeniach podanych w tabeli), a nastepnie po osuszeniu
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inokulowano je krazkami 7-dniowe] grzybni Pestalotiopsis guepinii
o srednicy 3 mm rosnacg na pozywce PDA. Interwencyjnie stosowano
preparaty po 2 dniach od inokulacji krazkami grzybni Pestalotiopsis
guepinii, tj. na liscie z widocznymi objawami porazenia. Po inokulagji
| zaprawieniu w preparatach liscie ukladano na siatce polietylenowe
w kuwetach wytozonych wilgotna bibuta i przykrywano szczelnie folia
aluminiowa. Po 7 i 12 dniach inkubacji w temp. 25 °C mierzono $rednicg
nekrozy. Dla kazdego preparatu testowano 40 lisci (10 lisci w 4
powtorzeniach). Doswiadczenie wykonano w dwoch seriach w odstepie 30
dni.

Uzyskane wyniki opracowano statystycznie, postugujac sie metoda
analizy wariancji. Do oceny istotnosci roznic miedzy srednimi uzyto testu
t-Duncana, przyjmujac poziom istotnosci 5%.

WYNIKI | DY SKUSJA

Z chorych lisci Crassula multicava z objawami brazowej zgorzelowej
plamistosci izolowano gtéwnie Alternaria alternata (Fr.) Keissler, Botrytis
cinerea Pers., Fusarium oxysporum Schlecht. | Pestalotiopsis guepinii
(Desm.) Stey. Przeprowadzone testy chorobotworczosci wykazaty, ze
gtébwng przyczyna poczatkowo drobnych zéitych plam stopniowo
brazowiegjacych i obejmujacych znaczna cze$¢ powierzchni gérne i dolnej
strony liscia jest grzyb Pestalotiopsis quepinii. W warunkach zwi¢kszone
wilgotnosci na brazowych plamach obserwowano ciemne drobne
wzniesienia skupien zarodnikdéw konidianych Pestalotiopsis quepinii.
Wszystkie badane izolaty patogena wywolywaty objawy plamistosci na
lisciach Crassula multicava. Stwierdzono zréznicowanie w ich wirulencji.
Dtugos¢ plam nekrotycznych w nastepstwie porazenia badanymi izolatami
Pestalotiopsis quepinii mierzona po 14 dniach inkubacji lisci wtempe-
raturze 25 °C wahata sie od 8 cm do 25 cm. Sposréd badnych izolatéw
najbardzig agresywny w rozwoju choroby okaza si¢ izolat C-8, ktory
uzywano w dalszych badaniach.

Minimalny wzrost grzybni izolatu C-8 Pestalotiopsis guepinii
obserwowano w temperaturze 7-10 °C oraz w 30 °C (rys. 1). Grzybnia
badanego izolatu rozwijala si¢ ngjszybcigf w temperaturze 20-25 °C.
Maksimum wzrostu grzybni stwierdzono w temperaturze 25 °C po 2, 4 7
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dniach inkubacji (rys. 1). Najlepsza pozywka dla wzrostu Pestalotiopsis
guepinii okazala si¢ pozywka PDA i Malt-extract-agar. Nieco stabszy
wzrost obserwowano na pozywce LBA, a ngwolnig przebiegat wzrost
liniowy grzybni na pozywce Czapka.
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Rysunek 1. Wptyw temperatury na wzrost [cny] grzybni Pestalotiopsis guepinii
na pozywce agarowo-ziemniaczano-glukozowej (PDA-Merck) — Influence of
temperature on the mycelium [sz] growth of Pestalotiopsis guepinii on potato
dextrose agar medium (PDA-Merck)

Stwierdzono, ze w odcigtych zdrowych lisciach Crassula multicava
trzymanych na swietle w pozycji naturalngj lub odwrécong nastepowato
nagromadzanie si¢ antocyjanow o barwie czerwono-fioletowej, natomiast
w odcietych zainfekowanych lisciach przez Pestalotiopsis guepinii trzy-
manych w tych samych warunkach antocyjany nie tworzyly si¢ w odle-
gtosci okoto 4-8 mm od zainfekowanych plam (Saniewski i wsp. 2007).

W warunkach in vitro pochodne strobiluryny wykazaty silnie
fungitoksyczny wptyw na wzrog liniowy grzybni Pestalotiopsis guepinii
(tab. 1). Azoksystrobina w stgzeniu 2 pg/cm® hamowata wzrost grzybni
patogena w 99%, aw stezeniu 6 pg/cm3 wystapito catkowite zahamowanie
wzrostu grzybni. Krezoksym-metylu i chlorotalonil z dodatkiem cynku
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jako mikroelementu w stezeniu 10 pg-cm™ ogranicza wzrost grzybni
odpowiednio w 98% i 80%. Nalezy jednak doda¢, ze stosowane wyzsze
stezenia tych srodkow nie zahamowaly catkowicie wzrostu grzybni
patogena (tab. 1).

Tabelal
Wplyw pochodnych strobiluryny i preparatu Gwarant na wzrost [cm?] grzybni in
vitro Pestalotiopsis guepinii — Influence of synthetic analogs of strobilurins and
Gwarant on the mycelium [cm?] in vitro growth of Pestalotiopsis guepinii

Powierzchnia kolonii grzybni [cm?] po dniach
_ Stezenie inkubacji
Traktowanie Concentration |  Surface of mycelium growth [cm?] after days
Treatment incubation
ng/cm?
2 4 6

Kontrola— Control - 34b 20,6d 478¢e
Gwarant 500 SC 10 0,3a 40c 9,5d
Gwarant 500 SC 100 02a 44c 9,5d
Gwarant 500 SC 250 02a 09b 20c

Gwarant 500 SC 500 00a 05ab 1,0bc

Gwarant 500 SC 1000 00a 05ab 0,9 bc
Amistar 250 EC 2 00a 00a 05b
Amistar 250 EC 6 00a 0,0a 0,2a
Amistar 250 EC 10 00a 00a 0,0a
Amistar 250 EC 50 00a 00a 0,0a
Amistar 250 EC 100 00a 00a 00a
Discus 500 WG 10 00a 0,3a 0,8 bc
Discus 500 WG 100 00a 0,3a 0,7b
Discus 500 WG 250 00a 0,2a 0,7b
Discus 500 WG 500 00a 0la 06b
Discus 500 WG 1000 00a 0la 06b

Objasnienie: srednie w kolumnach oznaczone ta sama litera nie réznia si¢ istotnie przy
(5%); wielokrotny test t-Duncana; Explanation: means in columns followed by the same
letter do not differ at 5% level of significance; Duncan's multiple range test

Pochodne strobiluryny stosowane profilaktycznie silnie ograniczaty
rozw0j  Pestalotiopsis  guepinii na lisciach  Crassula  multicava
w poréwnaniu z lisémi kontrolnymi nieopryskiwanymi. Efekt ochronny
preparatu chlorotalonil z dodatkiem cynku byt nieco stabszy niz pochodne
strobiluryny, jednak rowniez silnie ograniczat rozwoj choroby (tab. 2).
Preparaty zastosowane interwencyjnie do opryskania lisci z objawami
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plamistosci od 2 mm do 4 mm ograniczaty rozw¢j choroby w okoto 50%
(tab. 3).

Tabela?2
Wptyw pochodnych strobiluryny i preparatu Gwarant stosowanych profilak-
tycznie na rozwdj Pestalotiopsis guepinii na lisciach Crassula multicava —
Influence of synthetic analogs of strobilurins and Gwarant preventively applied
on the development of Pestalotiopsis guepinii on Crassula multicava leaves

Dtugos¢ nekrozy po dniach inkubagji

Traktowanie c StQZ?”;te_ Length of necrosis after days of incubation
Treatment oncentration [mm
[%] 7 12
Kontrola— Control - 111c 252¢
Gwarant 500 SC 0,2 36D 48Db
Amistar 250 EC 0,05 18a 23a
Amistar 250 EC 0,1 16a 23a
Discus 500 WG 0,03 18a 19a
Discus 500 WG 0,06 16a 19a
Objasnienie: Patrz tabela 1; Explanation see Table 1.
Tabela3

Wptyw pochodnych strobiluryny i preparatu Gwarant zastosowanych interwen
cyjnie na rozwdj Pestalotiopsis guepinii na lisciach Crassula multicava —
Influence of synthetic analogs of strobilurins and Gwarant applied curatively on
the development of Pestalotiopsis guepinii on Crassula multicava |eaves

Dtugos¢ nekrozy po 2 |Diugosé nekrozy po 7 dniach
Stezenie dniach od inokulacji  |od opryskanialisci srodkami
Traktowanie Conc?entr o lisci ochrony
Treatment %] Length of necrosis after | Length of necrosis after 7
2 daysinculation leaves days spraying leves
[mm] [mm]

Kontrola— Control - 42a 284b
Gwarant 500 SC 0,2 26a 131a
Amistar 250 EC 0,05 32a 131a
Amistar 250 EC 0,1 35a 141a
Discus 500 WG 0,03 20a 171a
Discus 500 WG 0,06 30a 16,1a

Objasnienie: Patrz tabela 1; Explanation: see Table 1

Wczesnigsze badania wykazaty wysoka skutecznos¢ fungicydow
strobilurynowych w zwalczaniu migdzy innymi rdzy chryzantemy
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Puccinia horiana (Wojdyta 2007), rdzy wierzby Melampsora epitea
(Wojdyta 2008a), maczniaka prawdziwego r0z Sphaerotheca pannosa var.
rose (Wojdyta 2008b) oraz czarng plamistosci rGz Diplocarpon rosae
(Wojdyta 2009). Azoksystrobina réwniez catkowicie chronita wyzlin
przed porazeniem przez Puccinia antirrhini (Saniewska 2000)
| Ornithogalum umbellatum przed Puccinia liliacearum (Saniewska
I Jarecka 2005). W literaturze istnige wiele informacji o wysokiegj
skutecznosci grzybobdjcze) fungicydow typu strobiluryny. Jest to grupa
zwiazkéw wykazujaca dobre dziatanie zapobiegawcze i wyniszczajace.
Poza bezposrednim hamujacym wptywem strobiluryny na grzyby zwiazki
te zmienigja réwnowage hormonalna w roslinach (Grossmann i wsp.
1999).

Fot. 1. Plamistos¢ lisci Crassula multicava powodowana przez Pestalotiopsis
guepinii. — Leaf spotting causes by Pestalotiopsis guepinii on Crassula multicava

WNIOSKI

Istnigje mozliwos¢ stosowania pochodnych strobiluryny zaréwno do
profilaktyczng), jak i interwencyjniej ochrony Crassula multicava przed
Pestalotiopsis guepinii.
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