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The possible causes of leaf spotting of Kalanchoe blossfeldiana:
metabolic and potential methods of their control

Przyczyny plamistosci lisci Kalanchoe blossfeldiana:
zmiany metaboliczne i mozliwosci ochrony

Anna Jarecka Boncela, |Alicja Saniewskal, Justyna Géraj, Marian Saniewski

Summary

The leaves of Kalanchoe blossfeldiana, a succulent grown in greenhouse conditions showed disease symptoms, such as yellow and
gradually browning spots. The disease was caused by Pestalotia sp. In detached healthy leaves of K. blossfeldiana kept in the inverted
position at natural light conditions red-violet anthocyanins were produced and accumulated. In detached leaves with disease
symptoms caused by Pestalotia sp. kept in the same light conditions anthocyanins were not produced formed the disease spots at
a distance about 5-10 mm from. The fungicides: Biosept Active, Signum 33 WG i Topsin M 500 SC significantly inhibited the growth
and development of the fungi Pestalotia sp.
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Streszczenie

Na lisciach sukulenta Kalanchoe blossfeldiana rosngcego w warunkach szklarniowych, wystgpity symptomy chorobowe. Testy
chorobotwdérczosci wykazaty, ze gtéwng przyczyng, poczatkowo drobnych zéttych plam, stopniowo brgzowiejgcych i obejmujgcych
znaczng czes¢ powierzchni goérnej i dolnej strony liscia, jest grzyb Pestalotia sp. W odcietych zdrowych lisciach K. blossfeldiana
trzymanych na swietle w pozycji odwrdconej, nastepowato nagromadzanie antocyjanéw o barwie czerwono-fioletowej, natomiast
w odcietych zainfekowanych lisciach przez Pestalotia sp., trzymanych w tych samych warunkach na $wietle, antocyjany nie tworzyty sie
w odlegtosci okoto 5-10 mm od zainfekowanych plam. Badane fungicydy: Biosept Active, Signum 33 WG i Topsin M 500 SC silnie
ograniczaty wzrost i rozwoj Pestalotia sp.

Stowa kluczowe: Kalanchoe blossfeldiana, Pestalotia sp., antocyjany, infekcja, liscie, fungicydy
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Wstep / Introduction

Kalanchoe blossfeldiana wystepuje w obrebie rzedu
skalnicowce — Saxifragales, rodziny gruboszowate —
Crassulaceae i rodzaju Kalanchoe. W naturze gatunek ten
mozna spotkaé w wysokogorskich lasach deszczowych
Madagaskaru, gdzie rosnie jako bylina trzydziesto-
centymetrowe] wysoko$ci. Charakteryzuje si¢ trwatymi
lis¢mi (ciemnozielone z czerwonym obrzezeniem, grube
i migsiste, delikatnie zabkowane) i kwiatami zebranymi
w baldachogrona. Kwiaty rozkwitaja w styczniu. W Polsce
zyskata popularnos¢, jako roslina doniczkowa. Uprawia si¢
ja w szklarniach. W sprzedazy znajduja si¢ rosliny kwit-
nace prawie przez caly rok, co jest mozliwe dzigki uprawie
sterowanej, w ktorej zapewnia si¢ ro§linom warunki
krotkiego dnia.

Celem pracy byla identyfikacja patogenu powodu-
jacego plamistos¢ lisci K. blossfeldiana oraz analiza zmian
metabolicznych i ocena skuteczno$ci fungicydéw w ogra-
niczaniu choroby.

Materialy i metody / Materials and methods

Izolacja grzybow

Fragmenty (okoto 5 mm) chorych lisci, po ich
powierzchniowym odkazeniu w 25% alkoholu metylowym
i w wodzie destylowanej wykladano na pozywke agarowo-
ziemniaczano-glukozowa (PDA — Potato Dextrose Agar),
po 10 sztuk na szalkg i inkubowano w temperaturze
20-25°C. Wyrastajace kolonie grzyboéw przeszczepiano na
skosy, a po wyro$nigciu segregowano makroskopowo na
grupy. Wybrane izolaty z poszczegélnych grup po
doprowadzeniu do kultur jednozarodnikowych oznaczano
do gatunku, poshugujac si¢ monografiami i opracowaniami
autorow: Barnett (1960), Arx (1974).

Ocena chorobotwérczos$ci wybranych izolatéw grzybow

Do doswiadczen nad patogeniczno$cia wybrano po
10 izolatow pozyskanych gatunkow: Alternaria alternata
(Fr.) Keissler, Botrytis cinerea Pers. i Pestalotia sp. Krazki
grzybni o $rednicy 3 mm wycinano z 7-dniowych kultur
rosnacych na pozywce PDA 1 nanoszono na liscie
K. blossfeldiana. Inokulowane liscie ukladano na siatce
polietylenowej, w tacach wylozonych bibuta filtracyjna,
nasaczong woda destylowana. Kuwety przykrywano folia
aluminiowa w celu zwigkszenia wilgotnos$ci. Liscie inku-
bowano w temperaturze 25°C. Do oceny chorobotworczosci
kazdego z badanych izolatow uzyto 40 lisci. Do$wiadczenie
wykonano w dwoch seriach w odstgpie 30 dni. Po 10 dniach
inkubacji wykonano pomiary dtugosci nekrozy.

Wzrost grzybni Pestalotia sp. (P-8) in vitro

W pierwszym etapie okreslano wptyw rodzaju pozywki
na wzrost grzybni. Badania prowadzono na pozywkach:
agarowo-ziemniaczano-glukozowej (PDA), fasolowej ze-
stalonej agarem (LBA), maltozowej (malt-extract-agar)

i pozywce mineralnej Czapka zestalonej agarem (CzDA)
w temperaturze 20°C. Pozywka, na ktorej przyrost liniowy
grzybni byl najwigkszy, postuzyla do okreslenia wptywu
temperatury na wzrost grzybni, z okre§leniem temperatury
optymalnej dla wzrostu i rozwoju patogenu. Na $rodek
szalki Petriego o $rednicy 90 mm nanoszono krazek
grzybni o $rednicy 3 mm pobrany z 7-dniowej kultury, po
czym szalki umieszczano w termostatach, w zakresie
temperatury od 7 do 35°C na 8 dni. W czasie inkubacji
mierzono $rednicg¢ kultur. Na podstawie tych pomiaréw
obliczano powierzchni¢ kultur. Do$wiadczenie prowadzo-
no w dwoch seriach, po 5 szalek dla kazdej pozywki.

Zmiany metaboliczne zachodzace pod wplywem Swiatla
naturalnego na liSciach K. blossfeldiana

Do badan uzyto zdrowe liscie K. blossfeldiana
pozyskane z ro$lin uprawianych w szklarni w okresie let-
nim. Liécie inokulowano Pestalotia sp., a nastgpnie ukta-
dano w kuwetach i trzymano na S$wietle w pozycji
naturalnej i odwroconej bez zraszania.

Oddzialywanie fungicydéw w ograniczaniu wzrostu
i rozwoju Pestalotia sp. in vitro

Do badan uzyto piraklostrobing — substancj¢ aktywna
preparatu (Signum 33 WQ) i wyciag z grejpfruta — sub-
stancjg¢ aktywna preparatu (Biosept Active). Jako preparat
standardowy zastosowano tiofanat metylu, substancje ak-
tywna preparatu (Topsin M 500 SC).

Doswiadczenie A — oddzialywanie preparatow
na wzrost grzybni Pestalotia sp. in vitro

Preparaty dodawano do pozywki PDA w ilosci: 100,
250 i 500 pg/em’ pozywki. Tak przygotowane szalki
z pozywka szczepiono krazkami kultur Pestalotia sp.
o $rednicy 3 mm. Po 2, 4, 6 i 8 dniach inkubacji w tem-
peraturze 25°C mierzono S$rednicg kultur w dwoch pro-
stopadtych kierunkach. Doswiadczenie wykonano w 2 se-
riach po 5 szalek dla kazdego st¢zenia.

Doswiadczenie B — oddzialywanie preparatow
stosowanych profilaktycznie i interwencyjnie

w ograniczaniu rozwoju Pestalotia sp. na lisciach
K. blossfeldiana w warunkach laboratoryjnych

Liscie pobierano z roslin zdrowych uprawianych w wa-
runkach  szklarniowych.  Profilaktycznie  opryskano
izolowane li§cie zawiesina preparatow (w stgzeniach: 100,
250 1 500 pg/cm’), a nastgpnie po osuszeniu inokulowano
je krazkami 7-dniowej kultury Pestalotia sp. o $rednicy
3 mm rosnacej na pozywce PDA. Interwencyjnie, stoso-
wano preparaty po 2 dniach od inokulacji krazkami kultury
Pestalotia sp., tj. na liScie z widocznymi symptomami
porazenia. Po inokulacji i zaprawieniu w preparatach,
liscie uktadano na siatce polietylenowej w kuwetach
wylozonych wilgotng bibuta i przykrywano szczelnie folia
aluminiowa. Po 7 i 12 dniach inkubacji w temperaturze
25°C mierzono $rednic¢ nekrozy. Dla kazdego preparatu
testowano 40 lisci (10 lisSci w 4 powtorzeniach).
Doswiadczenie wykonano w dwoch seriach w odstgpie
30 dni.
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Uzyskane wyniki opracowano statystycznie poshugujac
si¢ analiza wariancji. Do oceny réznic migdzy $rednimi
uzyto testu Duncana, przyjmujac poziom istotnosci 5%.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Z chorych lisci K. blossfeldiana z objawami brazowej,
zgorzelowej plamistosci, izolowano glownie 4. alternata,
B. cinerea i Pestalotia sp. Przeprowadzone testy choro-
botworczosci wykazaty, ze gtdéwna przyczyna, poczatkowo
drobnych zottych plam, stopniowo brazowiejacych
i obejmujacych znaczng czg$¢ powierzchni gornej i dolnej
strony liscia jest grzyb Pestalotia sp. W warunkach
zwigkszonej wilgotnosci na powierzchni brazowych pla-
mach obserwowano ciemne drobne wzniesienia, skupien
zarodnikow konidialnych Pestalotia sp. Wszystkie badane
izolaty patogenu wywolywaly objawy plamisto$ci na
lisciach K. blossfeldiana. Stwierdzono zrdznicowanie
w ich agresywnos$ci. Dtugo$¢ plam nekrotycznych, w na-
stgpstwie porazenia badanymi izolatami Pestalotia sp.,
mierzona po 14 dniach inkubacji lisci w temperaturze 25°C
wahala si¢ od 8 cm do 25 cm. Sposrod badnych izolatow
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najbardziej agresywny w rozwoju choroby okazat sig izolat
P-8, ktory uzywano w dalszych badaniach.

Minimalny wzrost grzybni izolatu P-8 Pestalotia sp.
obserwowano w temperaturze 7-10 oraz w 30°C (rys. 1).
Grzybnia badanego izolatu rozwijala si¢ najszybciej
w zakresie temperatury 20-25°C. Maksimum wzrostu
grzybni stwierdzono w temperaturze 25°C zar6wno po 2,
4, 1 7 dniach inkubacji (rys. 1). Najlepsza pozywka dla
wzrostu Pestalotia sp. okazata si¢ pozywka PDA i mal-
tozowa. Nieco slabszy wzrost obserwowano na pozywce
fasolowej, a najwolniej przebiegal wzrost liniowy grzybni
na pozywce Czapka.

W odcigtych zdrowych lisciach K. blossfeldiana trzy-
manych na $wietle (bez zraszania) w pozycji odwrdcone;j,
po czterech dniach nastgpowalo nagromadzanie si¢
antocyjandow o barwie czerwono-fioletowej, natomiast
W pozycji naturalnej antocyjany nie tworzyly si¢. Nalezy
doda¢, ze w odcigtych zainfekowanych lisciach przez
Pestalotia sp. trzymanych w tych samych warunkach na
swietle antocyjany nie tworzyly si¢ w odleglosci okoto
5-10 mm od zainfekowanych plam.

B 2 dni - days
4 dni — days
B 6 dni-days
20 25 30 35

Temperatura — Temperature [°C]

Rys. 1. Wplyw temperatury na wzrost [cm’] kultur Pestalotia sp. na pozywce agarowo-ziemniaczano-glukozowej (PDA)
Fig. 1. Influence of temperature on the growth [cm?] of Pestalotia sp. cultures on potato-dextrose-agar medium (PDA)

Powierzchnia kultur
Surface of cultures growih [cmz]

0 (Kontrola — Control) 100

H Biosept Active
Signum 33 WG
M Topsin M 500 SC

250 500

Stezenie — Concentration [pg/cms]

Rys. 2. Wplyw fungicydéw na wzrost [cm?] kultur in vitro Pestalotia sp. po 8 dniach inkubacji
Fig. 2. Influence fungicides on the in vitro growth [cm?] of Pestalotia sp. cultures after 8 days of incubation



632 The possible causes of leaf spotting of Kalanchoe blossfeldiana / Przyczyny plamistosci lisci Kalanchoe blossfeldiana

Tabela 1. Wplyw fungicydéw stosowanych profilaktycznie na rozwoj Pestalotia sp. na liSciach K. blossfeldiana
Table 1. Influence of fungicides preventively applied on the development of Pestalotia sp. on K. blossfeldiana leaves

. Stezenie Dhugo$¢ nekrozy [mm] po dniach inkubacji
Traktowanie . . . .
Concentration Length of necrotic spots [mm] after days of incubation
Treatment 3
[ng/em’] 7 12
Kontrola — Control - 14,1¢ 238¢
Signum 33 WG 100 2,6b 4,8b
Signum 33 WG 250 1,6 a 23a
Signum 33 WG 500 1,1a 23a
Biosept Active 100 4,4d 10,4d
Biosept Active 250 3,6¢ 73¢
Biosept Active 500 33c¢ 6,9 c
Topsin M 500 SC 100 4,7d 11,5d
Topsin M 500 SC 250 38¢ 6,7 ¢
Topsin M 500 SC 500 29b 58¢

Srednie w kolumnach oznaczone ta sama litera nie roznia sie istotnie przy 5%; wielokrotny test Duncana
Means in columns followed by the same letter do not differ at 5% level of significance; Duncan's multiple range test

Tabela 2. Wplyw fungicydéw zastosowanych interwencyjnie na rozwoj Pestalotia sp. na liSciach K. blossfeldiana
Table 2. Influence of fungicides applied curatively on the development of Pestalotia sp. on K. blossfeldiana leaves

- Dhugos$¢ nekrozy [mm] D%ugosc nekrozy [mrp] .
. Stezenie ; . e po 10 dniach od opryskania lisci
Traktowanie . po 2 dniach od inokulacji liSci . .
Concentration . srodkami ochrony
Treatment Length of necrotic spots [mm] .
[ng/cm?] . . Length of necrotic spots [mm]
2 days after leaf inculation :
10 days after spraying leves

Kontrola — Control — 4,0a 26,7 ¢
Signum 33 WG 100 4,1a 12,0 b
Signum 33 WG 250 3,8a 6,8 a
Signum 33 WG 500 4,1a 6,1 a
Biosept Active 100 40a 18,8d
Biosept Active 250 3,7a 18,1d
Biosept Active 500 4,1a 17,1d
Topsin M 500 SC 100 40a 17,0d
Topsin M 500 SC 250 42 a 14,1 ¢
Topsin M 500 SC 500 4,1a 13,1 ¢

Srednie w kolumnach oznaczone ta sama litera nie r6znia sig istotnie przy 5%; wielokrotny test Duncana
Means in columns followed by the same letter do not differ at 5% level of significance; Duncan's multiple range test

Weczesniej stwierdzono, ze w odcigtych zdrowych
lisciach Crassula multicava trzymanych na $§wietle w po-
zycji naturalnej lub odwroconej, nastgpowalo nagro-
madzanie si¢ antocyjanéw o barwie czerwono-fioletowe;.
Natomiast w odcigtych zainfekowanych liSciach przez
Pestalotia sp. trzymanych w tych samych warunkach na
swietle antocyjany nie tworzyly si¢ w odlegtosci okoto
4-8 mm od zainfekowanych plam (Saniewski i wsp. 2008).
Ye i wsp. (2003) sugeruja, ze Pestalotia sp. wydziela
zwiazki chemiczne, ktére moga by¢é metabolitami
wtornymi lub toksynami, ktéore hamuja reakcje bioche-
miczne zwiazane z tworzeniem si¢ antocyjanow. Wiadomo
réowniez, ze gatunki Pestalotiopsis produkuja seskwiter-
peny i acetogeniny (Pulici i wsp. 1996a, b). Magnani
iwsp. (2003) wykazali, ze z pnia kory Pinus taeda
porazonej przez Pestalotiopsis sp. wyizolowali trzy
zwiazki: pestalodiopsolide, taedolidol i 6-epitaedolidol.

Badacze sugeruja, ze gatunki Pestalotiopsis sa bogatym
zrodtem naturalnych metabolitéw wtornych.

W warunkach in vitro pochodna strobiluryny wykazata
silnie fungitoksyczny wpltyw na wzrost liniowy grzybni
Pestalotia sp. Piraklostrobina w stezeniu 100 pg/cm?
pozywki hamowata wzrost grzybni patogenu w 83%,
a w stezeniu 250 pg/cm?® wystapito catkowite zahamowanie
wzrostu grzybni (rys. 1). Tiofanat metylu i wyciag z grejp-
fruta w stgzeniu 200 pg/cm?® ograniczaty wzrost grzybni
odpowiednio w 85 1 73%. Nalezy jednak doda¢, ze wyzsze
stosowane stgzenia tych srodkow ochrony nie zahamowaty
catkowicie wzrostu grzybni patogenu (rys. 2).

Pochodna strobiluryny stosowana profilaktycznie silnie
ograniczala rozwoj Pestalotia sp. na lisciach K. bloss-
feldiana w porownaniu do liSci kontrolnych, nie-
opryskiwanych (tab. 1). Efekt ochronny tiofanatu metylu
iwyciagu z grejpfruta byt nieco stabszy niz pochodnej
strobiluryny, jednakze te $§rodki ochrony réwniez silnie
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ograniczaly rozwoj choroby (tab. 1). Badane preparaty
zastosowane interwencyjnie do opryskania lisci z sympto-
mami plamisto$ci o dlugosci od 4-6 mm, ograniczaly
rozwdj choroby w okolo 60% (tab. 2).

Wezesniejsze badania wykazaly wysoka skutecznos¢
fungicydéw strobilurynowych w zwalczaniu migdzy
innymi rdzy chryzantemy — Puccinia horiana (Wojdyta
2007), rdzy wierzby — Melampsora epitea (Wojdyta
2008a), maczniaka prawdziwego rozy — Sphaerotheca
pannosa var. rose (Wojdyta 2008b) oraz czarnej plamis-
tosci r6z — Diplocarpon rosae (Wojdyta 2009). W lite-
raturze istnieje wiele informacji o wysokiej skutecznosci
grzybobojczej fungicydéw typu strobilurin. Jest to grupa
zwiazkow wykazujaca dobre dziatanie zapobiegawcze
i wyniszczajace. Poza bezposrednim hamujacym wplywem
strobilurin na grzyby, zwiazki te zmieniaja réwnowage
hormonalng w ro$linach (Grossmann i wsp. 1999). W pre-
paracie Biosept Active substancjami biologicznie aktyw-
nymi sg przede wszystkim endogenne flawonoidy
(Saniewska 2002), tworzace si¢ w wielu gatunkach roslin
w nastgpstwie infekcji przez patogeniczne mikroorga-
nizmy, odgrywaja wazna rol¢ w reakcji obronnej podczas
rozwoju choroby. Zwiazki te hamuja kietkowanie zarod-
nikow, wzrost strzgpki rostkowej 1 strzgpki grzybni
poprzez uszkodzenie systeméw membranowych (Dakora
1995). Wezesniejsze badania wykazaly roéwniez fungi-
statyczny wplyw preparatu Citrosept na wzrost liniowy:
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