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i difenkonazolu na grzybnig i zarodnikowanie Venturia inaequalis
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Summary

The eradicative effect of two strobilurin fungicides (kresoxim-methyl and
trifloxystrobin) and difenoconazole on activity of apple scab spots was studied in
greenhouse and field conditions. The reaction of mycelium and sporulation of
Venturia inaequalis after fungicides applications were observed in light and
scanning electron microscope. Mixture of strobilurin fungicide and difenoconazole
applied twice, in 5 days interval, gave the best eradicative effect. The inhibition of
sporulation was long lasting and it was observed even 3 and 5 weeks after
treatments. The conidiophores, conidia and mycelium were damaged. Also
difenoconazole showed good eradicative activity, in field condition up to 5 weeks
after application, Trifloxystrobin significantly reduced the number of active scab
lesions and the effect was visible even 3 weeks after treatment. Kresoxim-methyl
in both tested doses (0,2 and 0,3 kg/ha) was slightly less effective.

Key words: eradicative activity, kresoxim-methyl, trifloxystrobin, difenconazole,
Venturia inaequalis.
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WSTEP

Zwalczanie parcha jabloni, pomimo dobrze poznanej epidemiologii
i szerokiego asortymentu zarejestrowanych fungicydéw, ciagle sprawia wiele
problemow. Szczegolnie w lata epidemii, mimo prowadzonej ochrony chemicznej,
dochodzi niekiedy do infekcji lisci czy zawiazkow owocowych. Istnieje wéwczas
konieczno$¢ zastosowania preparatu charakteryzujacego si¢ wlasciwosciami
wyniszczajacymi w stosunku do grzyba Venturia inaequalis. Dobre dziatanie hamujace
rozwoj grzyba, takze po wystapieniu objawow chorobowych, maja szeroko stosowane
fungicydy z grupy Inhibitoréw Biosyntezy Ergosterolu (IBE) (KellyiJones,
1981) oraz fungicydy nalezace do najnowszej grupy zwiazkow, strobiluryny (G o ld
iLeinhos, 1995). Preparaty z obydwu tych grup sg obecnie powszechnie stosowane
do zapobiegawczego i interwencyjnego zwalczania parcha jabtoni.

Celem pracy byfa ocena dziatania wyniszczajacego fungicydow
strobilurynowych i difenkonazolu stosowanych pojedynczo i w mieszaninie oraz
mikroskopowa ocena wpltywu stosowanych zwigzkow na rozwoj grzyba Venturia
inaequalis.

MATERIAL I METODY

Doswiadczenia przeprowadzono w roku 2001 w Instytucie Sadownictwa
i Kwiaciarstwa w Skierniewicach w warunkach szklarmiowych i polowych. Badania
rozwoju grzyba Venturia inaequalis wykonano przy uzyciu S$wietlnego
i elektronowego mikroskopu w Instytucie Warzywnictwa w Skierniewicach.
W doswiadczeniach zastosowano dwa fungicydy strobilurynowe, krezoksym
metylowy (Discus 500 WG) i trifloksystrobina (Zato 50 WG) oraz fungicyd
systemiczny z grupy IBE, difenkonazol (Score 250 EC).

Doswiadczenie polowe. Siedmioletnie jabtonie odm. Mclntosh z wyraznymi
objawami parcha opryskiwano testowanymi fungicydami 2 razy w odstgpie 5 dni.
Oceng aktywnosci plam parcha wykonano po 3 i 5 tygodniach od zabiegu na probie
40 lisci, po 10 w powtdrzeniu. W kazdym powtdrzeniu oceniano 10 plam po 100
zarodnikéw. W miejscu plamy parcha z lisci wycinano krazki, ktére nastepnie
umieszczano w kroplach wody i przetrzymywano w temperaturze pokojowej przez
24 godziny. Po tym czasie oceniano mikroskopowo liczbe kietkujacych zarodnikéw
liczac po 100 zarodnikéw z kazdej plamy. Za plam¢ aktywng uznawano taka, na
ktérej stwierdzono kietkowanie powyzej 5 zarodnikow.

Wyniki analizowano statystycznie przy uzyciu analizy wariancji
transformacja Freemana-Tukeya, a istotno$¢ réznic oceniano testem Duncana przy
poziomie istotnosci 5 %.

Doswiadczenie szklarniowe. Badania przeprowadzono na okulantach
odmiany Lobo, na ktérych na lisciach widoczne byly §wieze plamy parcha pochodzace
z wczesniej wykonanej inokulacji. Kombinacje stanowito 5 drzew, na ktorych
zaznaczono silnie porazone liscie. Opryskiwania testowanymi fungicydami wykonano
dwukrotnie w odstgpie 5 dni (8 VI i 13 VI 2001). Oceng aktywnosci plam
przeprowadzono tak samo jak w do§wiadczeniu polowym.
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Ponadto obok oceny wizualnej przeprowadzono takze badania rozwoju
grzyba Venturia inaequalis przy uzyciu $wietlnego i skaningowego mikroskopu.
W tym celu po 5 tygodniach od ostatniego zabiegu z drzew z kazdej kombinacji
pobrano do badann po 3 liscie. Fragmenty lisci z objawami parcha utrwalano
w utrwalaczu CrAF (kwas chromowy, kwas octowy, formalina), nastgpnie odwadniano
w etanolu. Potowg tak przygotowanego materiatu przeznaczono do badan powierzchni
lisci w elektronowym mikroskopie skaningowym, a reszt¢ do badan anatomicznych
w mikroskopie $wietlnym. Do badan powierzchni lisci materiat suszono w punkcie
krytycznym CO, i napylano zlotem, a nastgpnie analizowano i fotografowano
w mikroskopie firmy JEOL typ JSM-S1. Do badan anatomicznych fragmenty lisci
zatapiano w parafinie, krojono i skrawki przekrojow poprzecznych przez liscie
barwiono safranina i ciemng zielenia, a nastgpnie analizowano w mikroskopie
Swietlnym JENAVAL.

WYNIKI

Badania przeprowadzone w warunkach polowych wykazaly, ze wszystkie
testowane preparaty posiadaja dobre wtasciwosci wyniszczajace parcha jabtoni,
zarowno na lisciach jak i owocach. Po 3 tygodniach od opryskiwania najsilniejsze
hamowanie zarodnikowania stwierdzono na liciach traktowanych mieszaning
strobiluryny i difenkonazolu. Bardzo dobrym dzialaniem antysporulacyjnym
charakteryzowaly sie rowniez preparaty Score 250 EC i Zato 50 WG. Skutecznosc
fungicydu Discus 500 WG byta natomiast nizsza.

Roéwniez po 5 tygodniach od opryskiwania najlepsze dziatanie
antysporulacyjne  stwierdzono po zastosowaniu mieszanin  strobiluryny
z difenokonazolem oraz difenokonazolu. Skuteczno$¢ pozostatych testowanych
fungicydéw, Zato 50 WG i Discus 500 WG, byla istotnie nizsza.

Podobne wyniki uzyskano w dos$wiadczeniu szklarmniowym. Ocena
przeprowadzona po 3 tygodniach od zabiegu potwierdzita bardzo dobrg skutecznosé
mieszanin oraz preparatu Zato 50 WG. Natomiast po 5 tygodniach od opryskiwania
skuteczno$¢ preparatow Discus 500 WG i Zato 50 WG byta nizsza niz ich mieszanin
z difenkonazolem.

Potwierdzeniem badai polowych sa wyniki uzyskane podczas prac
anatomicznych przy pomocy mikroskopu $wietlnego i elektronowego. Na porazonych
liSciach pobranych z drzew nie opryskiwanych stwierdzono liczna obecno$¢ patogena
na powierzchni gornej epidermy liscia (Fot. 1). W niektorych miejscach strzepki
grzybni, gesto pokrywaty zewnetrzne $ciany komorek epidermy gospodarza. Warstwa
epidermy w miarg nasilajacej si¢ inwazji patogena, tracita strukture komérkowa
ulegajac sukcesywnie degradacji. Ponadto w komorkach epidermy i migkiszu
palisadowego obserwowano brunatno czerwone inkluzje. Natomiast na lisciach
opryskanych preparatem Discus 500 WG obserwowano znaczna redukcje grzybni
patogena na epidermie (Fot. 2). W miejscach tych znajdowano fragmenty
splazmolizowanych komérek grzyba wykazujacych tendencje do degradacji, mimo,
ze epiderma i migkisz palisadowy w wielu miejscach byl zniszczony.
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Na lisciach pobranym z drzew opryskiwanych preparatem Zato 50 WG
strzepki grzyba mialy tendencj¢ do zbijania si¢ w bezstrukturalng mase¢ i odrywania
sie od powierzchni lisci. W wielu przypadkach obserwowano zjawisko lizy strzgpek
grzyba (Fot. 3). Nekrozy i ubytki tkanek obejmowaly fragmenty epidermy, migkisz
palisadowy i gabczasty.

Na lisciach opryskiwanych mieszaninami fungicydu Score 250 EC i Zato 50
WG lub Discus 500 WG, niezaleznie od stopnia zniszczenia komorek, ktore
obejmowaty nickiedy wszystkie tkanki, obserwowano na powierzchni lisci
najsilniejsze ograniczenie ilosci strzgpek grzyba. Niewielkie $lady po obecnosci
strzepek na powierzchni epidermy towarzyszyly wyraznie mocno zgrubiatym $cianom
komérkowym epidermy. W nielicznych miejscach wystgpowaty zbite, bezstrukturalne
fragmenty grzybni nad epiderma wskazujace na obecno$¢ patogena przed dzialaniem
preparatow (Fot. 4).

Badania powierzchni lisci w elektronowym mikroskopie skaningowym
w kombinacji nie opryskiwanej pozwolity stwierdzi¢ obecnos¢ strzg¢pek grzybni,
strzepek konidiotworczych oraz licznych nieuszkodzonych zarodnikéw konidialnych
(Fot. 5). Na uwage zastuguje takze obserwowana reakcja epidermy gospodarza
polegajaca na zwijaniu si¢ zgrubiatej kutikuli. Moze by¢ to reakcja obronna roliny
(Fot. 6).

Na liciach pochodzacym z drzew opryskiwanych preparatem Discus 500
WG wszystkie strzepki i zarodniki byly spaszczone, co wskazuje na plazmolize
prowadzaca do wyniszczenia grzybni (Fot, 7). Natomiast strzgpki konidiotworcze
miaty zniszczong cz¢$¢ szczytowq z widocznym owalnym otworem. Tylko nieliczne
zarodniki konidialne, nie stracity turgoru i mialy dobrze zachowany ksztatt (Fot. 8).
Wyniszczenie grzyba na lisciach opryskiwanych preparatem Zato 50 WG bylo
znacznie silniejsze w poréwnaniu do lisci traktowanych preparatem Discus 500 WG
(Fot. 9). Réwniez na lisciach opryskiwanych mieszaninami fungicydéw o réznym
mechanizmie dzialania obserwowano silng degradacj¢ grzybni, ktora jakby wtapiata
sic w gruba warstwe kutikuli (Fot. 10). Zarodniki konidialne byly znieksztatcone,
a strzgpki konidiotwarcze zniszczone (Fot. 11).

DYSKUSJA

Przeprowadzone badania wykazaly, ze wszystkie testowane fungicydy
charakteryzuja si¢ dobrymi wiasciwoéciami antysporulacyjnymi. Najefektywniej
i najdtuzej dziataly mieszaniny strobiluryny i difenokonazolu oraz sam difenkonazol
(IBE). Badania mikroskopowe wplywu stosowanych fungicydéw na rozwdj grzybni
i zarodnikowanie = Venturia  inaequalis  potwierdzily  wyniki  uzyskane
w doswiadczeniach polowym i szklarniowym. Zaburzenia w rozwoju patogena
przedstawione na zdjeciach (Fot. 1-11) odpowiadaja $cisle wynikom do$wiadczenia
szklarniowego (Tabela 2). Brak aktywnych plam parcha po zastosowaniu mieszanin
koreluje z catkowitym wyniszczeniem grzybni, strzepek konidiotwoérczych
i zarodnikow obserwowanym podczas badan przy uzyciu elektronowego mikroskopu
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Tabela 1
Skutecznoé¢ dziatania wyniszczajacego niektérych fungicydow w zwalczaniu parcha jabloni
{Sad Doswiadczalny, Dabrowice — Odm. McIntosh)

Table 1
The eradicative activity of some fungicides in control of apple scab
(Experimental Orchard, Dabrowice — Mclntosh cv.)

Liczba aktywnych plam parcha*
Number of active scab lesions®
QOcena po 3 tyg. Qcenapo 5 tyg.
Fun,.gi_cyd idawkanal ha @ |ipCF:i 2003]? (19 lipiz Eﬁglg)
Fungicide and dose per 1 ha Evaluation after 3 weeks | Evaluation after 5 weeks
liscie owoce liscie owoce
leaves fruits leaves fruits
Kontrola / control 952 ¢ 8,00 ¢ 10,00 d 9,17 d
Score 250 EC 0.21 0,32 ab 0,00 a 0,32 ab 0,21 ab
Zato 50 WG 0.15 kg 0,00 a 0,00 a 1,04 b 0,83 be
Discus 500 WG 0.3 kg 0,63 b 0,32 b 224 ¢ 0,63 be
Discus 500 WG 0.2 kg 0,83 b 0,48 b 29 ¢ 1.73 ¢
Score 250 EC 0.2 | + Zato 50 WG 0.15 kg 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a
Score 250 EC 0.2 1 + Discus 500 WG 0.3 kg 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a
Score 250 EC 0.2 1 + Discus 500 WG 0.2 kg 0,00 a 0,00 a 0,32 ab 0,00 a

* Plama aktywna, gdy kietkuje 5 i wigcej zarodnikow/100 zarodnikéw badanych
* Active lesion, 5 or more germinating spores for 100 tested

Tabela 2
Skutecznosé dziatania wyniszczajacego niektérych fungicydéw w zwalczaniu parcha jabloni
(Szklarnia, odm. Lobo)

Table 2
The eradicative activity of some fungicides in control of apple scab
(Greenhouse, Lobo cv.)

Liczba aktywnych plam parcha*
Number of active scab lesions®

L Ocena po 3 tyg. Ocenapo 5 tyg.
Fungicyd i dawka na 1 ha (3 lipea 2001) (17 lipca 2001)
Fungicide and dose per 1 ha Evaluation after 3 weeks | Evaluation after 5 weeks

liscie liscie
leaves leaves
Kontrola / control 99 ¢ 7.0c¢
Discus 500 WG 0.3 kg 1.2b 22b
Zato 50 WG 0.15 kg 0,0a 1.0b
Score 250 EC 0.2 1 + Discus 500 WG 0.3 kg 0,0 a 0,0 a
Score 250 EC 0.2 1 + Zato 50 WG 0.15 kg 0,0a 0,0 a

* Plama aktywna, gdy kietkuje 5 i wigcej zarodnikéw/100 zarodnikéw badanych
* Active lesion, 5 or more germinating spores for 100 tested
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skaningowego. Wyniki badan uzyskiwanych w wczesniejszych pracach rowniez
wskazywaly na wysoka antysporulacyjna skuteczno$¢ krezoksym-metylu
i difenokonazolu w zwalczaniu parcha jabloni. Zwiazki te ograniczaly liczbe
aktywnych plam parcha nawet od 98 do 100% (Broniarek-Niemiec
iBielenin, 1999). Dobre dziatanie wyniszczajace innych fungicydéw z grupy IBE
odnotowali takze w swoich badaniach Q" L e ar y i in. (1987). Jednak z powodu
pojawienia si¢ w niektorych sadach form grzyba o mniejszej wrazliwosci na te zwigzki
ich stosowanie zostalo znacznie ograniczone, do 2-3 razy w sezonie. Fungicydy z tej
grupy wykorzystywane sa gtdwnie w zabiegach interwencyjnych, poniewaz skutecznie
hamujg rozw6j choroby nawet do 120 godzin po infekcji (Schwabeiin., 1984
Jednak ich skuteczno$¢ zalezy Scisle od warunkéw, w jakich sa stosowane
(O LearyiJones, 1987).

Natomiast strobiluryny wykazuja dobre dzialanie zapobiegawcze,
interwencyjne oraz wyniszczajace niezaleznie od temperatury i moga by¢ stosowane
nawet na mokre liscie (Cre e m e r s, 1997). Preparaty te wg badan G o 1 d
i Leinh os(1995) silnie hamowaly zarodnikowanie grzyba Venturia inaequalis
nawet po 28 dniach od ostatniego zabiegu. Tak diugie dziatanie tych zwiazkéw nie
zostalo potwierdzone w prezentowanych badaniach, ale ich mieszanina
z difekonazolem wykazata silne dziatanie antysporulacyjne nawet do 5 tygodni od
zabiegu. Zastosowanie mieszaniny fungicydéw o réznym mechaniZmie dziatania,
w przypadku wystapienia objawow parcha jabloni, wydaje si¢ najbardziej uzasadnione,
zaréwno z powodu wysokiej skutecznosci dziatania jak i zapobiegania zjawisku
odpornosci na fungicydy.
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Fot.1. Zarodnikujaca grzybnia V.
inaequalis oraz stopniowa
degradacja komorek
epidermy na nie
chronionych lisciach.

Fig. 1. Sporulated mycelium of V.
inaequalis on untreated
leaves and degradation of
epidermis cells.

Fot. 2. Znaczna redukcja grzybni po
zastosowaniu kresoksym-
metylu.

Fig. 2. Significant reduction of myce-
lium after kresoxim-methyl
treatment.

Fot. 3. Redukcja i odrywanie si¢
strzgpek grzybni po
zastosowaniu preparatu Zato
50 WG (trifloxystrobin).
Nekrozy 1 degradacja
komorek epidermy.

Fig. 3. Reduction and detachment of
hyphae after trifloxystrobin
treatment. Necrosis and deg-
radation of epidermis cells.

Fot. 4. Zbite, bezstrukturalne
fragmenty grzybni po
zastosowaniu fungicydu.

Fig. 4. Unstructurall fragments of
mucelium after fungicide
treatment.
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Fot. 5. Strzepki grzybni, strzepki
konidiotworcze
i nieuszkodzone zarodniki
konidialne na lisciach nie
opryskiwanych.

Fig. 5. Hyphae with conidiophores
and conidia V. inaequalis
on untreated apple leaves.

Fot. 6. Zwijanie si¢ kutikuli
na powierzchni
nieopryskiwanych lisci.

Fig. 6. Rolls of cuticle on surface
of untreated leaves.

Fot. 7. Wlasciwosci wyniszczajace
krezoksym-metylu -
grzybnia, konidiofory
i zarodniki konidialne sa
splaszczone.

Fig. 7. The eradicative activity
of kresoxim-methyl - myce-
lium, conidiophores and
conidia are collapsed.

Fot. 8. Kilka nieuszkodzonych
zarodnikéw po
wyniszczajacym zabiegu
krezoksym-methylu.

Fig. 8. After eradicative treatment

with kresoxim-methyl a few
conidia are undamaged.
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Fot. 9. Wlasciwosci wyniszczajace
preparatu Zato 50 Wg
(trifloxystrobin) - strzgpki
konidiotwdrcze 1 zarodniki
konidialne sa catkowicie
Zniszczone.

Fig. 9. The eradicative activity of
trifloxystrobin - conidiophores
and conidia are completely
collapsed.

Fot. 10. Znaczne wyniszczenie
grzybni na lisciach
opryskiwanych mieszaning
preparatu strobilurynowego
i difenkonazolu.

Fig. 10. Strong damage of mycelium
after treatment with mixture
of strobilurin fungicide and
difenconazole.

Fot. 11. Calkowite wyniszczenie
zarodnikow konidialnych
1 strzgpek konidiotworczych
na lisciach opryskiwanych
mieszaning preparatu
strobilurynowego
i difenkonazolu.

Fig. 11. Total damage of conidia and
conidiophores on treated
leaves with mixture of
strobilurin fungicide and
difenconazole
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Efekt wyniszczajacego dzialania fungicydow strobilurynowych i difenkonazolu
na grzybnig i zarodnikowanie Venturia inaequalis

Streszczenie

W  dodwiadczeniach szklammiowym 1 polowym badano wplyw
wyniszczajacego dziatania fungicydéw strobilurynowych i difenokonazolu na grzybnie
i zarodnikowanie grzyba Venturia inaequalis. Obserwacje przy uzyciu mikroskopu
elektronowego wykazaly znaczng plazmolize strzgpek grzybni i zarodnikéw po
zastosowaniu  preparatow  srobilurynowych i  difekonazolu. Obserwacje
przeprowadzone po 3 tygodniach od opryskiwania wykazaly, ze najsilniejsze
hamowanie zarodnikowania stwierdzono na lisciach traktowanych mieszaning
strobiluryny i difenkonazolu. Bardzo dobrym dziataniem antysporulacyjnym
charakteryzowatly si¢ rowniez preparaty Score 250 EC i Zato 50 WG. Skutecznos¢
fungicydu Discus 500 WG byfa natomiast nizsza. Réwniez po 5 tygodniach od
opryskiwania najlepsze dzialanie antysporulacyjne stwierdzono po zastosowaniu
mieszanin strobiluryny z difenkonazolem oraz difenkonazolu. Skutecznos¢ pozostatych
testowanych fungicydow, Zato 50 WG i Discus 500 WG, byta istotnie nizsza.

Podobne wyniki uzyskano w doswiadczeniu szklarniowym. Ocena
przeprowadzona po 3 tygodniach od zabiegu potwierdzita bardzo dobra skutecznos¢
mieszanin oraz preparatu Zato 50 WG, Natomiast po 5 tygodniach od opryskiwania
skutecznos¢ preparatow Discus 500 WG i Zato 50 WG byla nizsza niz ich mieszanin
z difenokonazolem.
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