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Mycosis — increasing threat to buxus and the effect of some
of natural compounds and attempts at their control

Mikozy — narastajgce zagrozenie dla bukszpanu
oraz przydatnos¢ niektorych naturalnych substancji w ich zwalczaniu

Halina Kurzawinska', Matgorzata Nadziakiewicz', Piotr Muras®

Summary

The most dominant fungi, isolated from the diseased shoots of Buxus sempervirens cultivar Suffruticosa included: Pestalotia
sydowiana, Alternaria alternata and Volutella buxi. From diseased roots the following species were most numerously isolated:
Phytophthora cactorum, P. cinnamomi, Fusarium avenaceum and F. oxysporum. From diseased leaves the most frequent isolates were:
Macrophoma candollei and Volutella buxi. The obtained overall research results uotcomed the studies indicated a complex
participation of phytopathogenes in the infection process. In the laboratory experiments it was shown, that among the tested fungi,
the most infective to Buxus were F. avenaceum and A. alternata. Fungistatic activity expressed as a percentage of mycelium growth
inhibition depended on the test preparation, its concentration and the tested fungus. Prev-AM 060 SL (active substance — orange oil)
showed the best fungistatic activity against A. alternata, F. avenaceum and P. sydowiana.
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Streszczenie

Najczesciej izolowanymi z chorych peddéw bukszpanu wieczniezielonego odmian Suffructicosa byty: Pestalotia sydowiana,
Alternaria alternata i Volutella buxi. Z chorych korzeni tej rosliny izolowano najliczniej: Phytophthora cactorum, P. cinnamomi,
Fusarium avenaceum i F. oxysporum. Natomiast z chorych lisci najliczniej wyosobnionymi byty: Macrophoma candollei i Volutella buxi.
Uzyskane wyniki wskazujg na kompleksowy udziat fitopatogendw w procesie chorobowym. W doswiadczeniach laboratoryjnych
z przebadanych gatunkéw grzybéw najbardziej patogenicznymi okazaty sie izolaty F. avenaceum i A. alternata.

Aktywnos¢ fungistatyczna wyrazona procentem zahamowania wzrostu grzybni zalezata od badanego preparatu, jego stezenia
i testowanego grzyba. Sposrod srodkéw biotechnicznych Prev-AM 060 SL (substancja aktywna — olej z pomarariczy) charakteryzowat
sie najlepszg aktywnosciag fungistatyczng zaréwno w stosunku do A. alternata, F. avenaceum, jak i P. sydowiana.

Stowa kluczowe: bukszpan wieczniezielony, izolacja, mikroorganizmy, patogenicznos¢, preparaty zawierajgce naturalne substancje,
fungistatyczna aktywnos¢
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Wstep / Introduction

Bukszpan wieczniezielony (Buxus sempervirens)
stosowany jest przede wszystkim na formowane, strzyzone
zywoploty, obwodki rabat i alejek, jest idealny do
formowania wszelkiego rodzaju form geometrycznych
(najczesciej stozka, kuli, walca). Ma wiele odmian, do
popularnych nalezy odmiana Suffruticosa, ktora tworzy
drobne, jajowate liscie o dlugosci 1-2 cm 1 odznacza sig
gestym wzrostem.

Patogeny grzybowe stanowia powazna przyczyng
degradacji walorow dekoracyjnych krzewow lisciastych,
w tym réwniez bukszpanu. Z dostgpnej literatury wynika,
ze do czgsto wystgpujacych mikoz na bukszpanie naleza:
zamieranie pedow powodowane przez Volutella buxi,
zamieranie pedow i lisci wywolywane przez Macrophoma
candollei, fytoftoroza powodowana przez Phytophthora
spp. oraz biata plamisto$¢ lisci — Mycosphaerella pa-
touillardii. Pod koniec lata 2010 roku zaobserwowano na
lisciach, pedach i systemie korzeniowym 2-letniego buk-
szpanu wieczniezielonego odmiany Suffruticosa wyrazne
zmiany chorobowe. Na roznej wysokosci pedéw widoczne
byly brazowe, szybko powigkszajace si¢ plamy. Na
niektorych krzewach nekroza byla u podstawy pedu. Na
chorych lisciach wida¢ bylo do§¢ ostro zarysowane
jasnobrazowe plamy z ciemnobrunatng obwoddka. Na
niektorych po spodniej stronie byl biatorézowy nalot.
Blaszki lisciowe wigdty i zasychaty.

Celem badan bylo wyizolowanie i zidentyfikowanie
czynnikoéw powodujacych opisane objawy oraz ocena in
vitro skuteczno$ci wybranych preparatow zawierajacych
naturalne substancje: Biochikol 020 PC (substancja
aktywna — s.a. chitosan), Prev-AM 060 SL (s.a. olej z po-
maranczy) i HF-Mycol (s.a. ekstrakt z kopru wtoskiego)
W ograniczeniu wzrostu liniowego grzybow potencjalnie
patogenicznych: Alternaria alternata, Fusarium oxy-
sporum 1 Pestalotia sydowiana. Jako preparat standardowy
zastosowano Amistar 250 SC (s.a. azoksystrobina).

Materialy i metody / Materials and methods

Materiat do badan pochodzit ze szkotki zlokalizowane;j
na terenie potudniowej Polski. W latach 2010-2011 z cho-
rego pedu, systemu korzeniowego i lisci bukszpanu
wieczniezielonego odmiany Suffruticosa pobierano nie-
wielkie fragmenty na pograniczu nekroz i tkanki zdrowe;j
(okoto 3 mm). Materiat ten dezynfekowano 70% roztwo-
rem alkoholu etylowego przez 5 minut, ptukano w ste-
rylnej wodzie destylowanej i osuszano w sterylnej bibule
filtracyjnej. Odkazone fragmenty wyktadano po 5 sztuk na
zestalona w szalkach Petriego pozywke glukozowo-
ziemniaczang PDA (Potato Dextrose Agar). Wyrastajace
kultury grzyboéw odszczepiano sukcesywnie na skosy,
rowniez z pozywka PDA. Wybrane reprezentatywne
kultury identyfikowano, postugujac si¢ dostgpnymi klu-
czami mikologicznymi i monografiami (Booth 1971;
Domsch i wsp. 1980; Nelson i wsp. 1983; Ellis i Ellis
1985; Kwasna i wsp. 1991).

Do badan nad chorobotworczoscia wybrano: A. al-
ternata, F. avenaceum 1 P. sydowiana majace najwigkszy

udzial procentowy w zasiedlaniu chorego bukszpanu.
Okoto 5-centymetrowej dhugosci czgsci pedow bukszpanu
wieczniezielonego odmiany Suffruticosa uktadano w ku-
wetach wylozonych wilgotng bibulg filtracyjng. Na
uszkodzone mechanicznie pedy naktadano krazki pozywki
o f$rednicy 3 mm przeros$nigte grzybnia 14-dniowych
kultur, na pozywce PDA. Kuwety przykryto szczelnie
cienka folia. Doswiadczenie zatozono w 4 powtdrzeniach
po 5 pedow. Miara patogeniczno$ci byla powierzchnia
nekrozy powodowanej przez poszczegdlne gatunki
grzybow, ktoéra mierzono po 7 dniach inokulacji w tempe-
raturze 22-23°C.

Wplyw preparatow zawierajacych naturalne substancje
na wzrost liniowy grzybni A. alternata, F. avenaceum
i P. sydowiana wykonano w warunkach in vitro. Badanymi
srodkami byly: Biochikol 020 PC w stezeniach: 2,0; 4,0;
6,0%; Prev-AM 060 SL w stezeniach: 0,2; 0.4; 0,6%;
HF-Mycol w stezeniach: 0,2; 0,4; 0,6%; Amistar 250 SC
w stezeniach: 0,05; 0,1; 0,2%. Do ptynnej pozywki PDA
dodawano odpowiednie ilosci S$rodkdéw, po czym
rozlewano ja do szalek Petriego. Po zestaleniu si¢ pozywki
wyktadano krazek agaru o $rednicy 5 mm przero$nigty
grzybnia odpowiedniego gatunku grzyba testowego.
W kombinacji kontrolnej grzyby hodowano na pozywce
nie zawierajacej srodka. Doswiadczenie zaktadano w 5 po-
wtorzeniach. Od drugiego dnia po inokulacji codziennie
(az do zaros$nigcia catej powierzchni szalek w kombinacji
kontrolnej) mierzono $rednicg kolonii. Miara aktywno$ci
patogenu byt procent zahamowania wzrostu grzybni na
pozywce ze srodkiem w stosunku do wzrostu na pozywce
kontrolnej. Fungistatyczna aktywnos$¢ dziatania badanych
srodkow byta obliczana za pomoca wzoru Abbota (Borecki
1984). Uzyskane wyniki opracowano statystycznie metoda
analizy wariancji. Istotno§¢ réznic migdzy kombinacjami
oceniano na podstawie testu Duncana przy p = 0,05.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Z chorych roé$lin bukszpanu wieczniezielonego
odmiany Suffruticosa wyizolowano ogétem 143 kolonie
grzybow 1 organizméw grzybopodobnych. Chore pedy
bukszpanu zasiedlone byly gtownie przez grzyby, wsrod
nich najliczniej wyodregbnionymi byly: P. sydowiana
(19,3%), A. alternata (15,8%) 1 Volutella buxi (14,0%).
Mniej licznie wyosobniono organizmy grzybopodobne
rodzaju Phytophthora, reprezentowane przez gatunki:
P. cactorum (7,0%) i P. cinnamomi (5,3%) (tab. 1).
Gatunki te liczniej byly izolowane z chorych korzeni
bukszpanu, kazdy po 15,0%. Ponadto w takim samym
procencie wyizolowano z korzeni grzyby rodzaju
Fusarium reprezentowane przez F. avenaceum i F. oxy-
sporum (tab. 1). Natomiast z chorych liSci bukszpanu
wyizolowano najliczniej: Macrophoma candollei (26,0%),
V. buxi (22,0%). Mniej licznie wyosobniono: F. buxicola
(8,7%), Cylilndrocladium spp. i A. alternata — kazdy po
6,5% (tab. 1). Stompor-Chrzan i Gargata (2011) stwier-
dzity wysoki procent izolatow grzyboéw rodzaju Fusarium
wyosobnionych z liSci bukszpanu. Szczegdlnie bardzo
wysoka frekwencje odnotowaly w przypadku F. buxicola,
uznajac go za gtéwnego sprawce symptomow chorobowych
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Tabela 1. Mikroorganizmy wyizolowane z chorych ro$lin bukszpanu wieczniezielonego ($rednia z lat 2010-2011)
Table 1. Microorganisms isolated from diseased B. sempervirens (mean for 2010-2011)

Pedy — Shoots Korzenie — Roots Liscie — Leaves
Ig’fﬁgg;ﬁ?:sk liczba kolonii liczba kolonii liczba kolonii
number [%] number [%] number [%]
of colonies of colonies of colonies

Alternaria alternata 9 15,8 3 7,5 3 6,5
Cladosporium cladosporioides - - - - 2 4,3
Cylindrocladium spp. 2 3,5 - - 3 6,5
Fusarium avenaceum 2 3,5 6 15,0 2 43
F. buxicola - - - - 4 8,7
F. lateritium 2 3,5 2 5,0 1 2,2
F. oxysporum 3 5,3 6 15,0 - -
Humicola fuscoatra var. fuscoatra - - 2 5,0 1 2,2
Macrophoma candollei 5 8,8 - - 12 26,0
Penicillium spp. - - 2 5,0 4 8,7
Pestalotia sydowiana 11 19,3 - - 2 43
Phoma medicaginis 4 7,0 - - - -
Phytophthora cactorum 4 7,0 6 15,0 - -
P. cinnamomi 3 53 6 15,0 — -
P. citricola - - 2 5,0 - -
Trichoderma spp. 4 7,0 5 12,5 2 4,3
Volutella buxi 8 14,0 - - 10 22,0
Razem — Total 57 100,0 40 100,0 46 100,0
wystepujacych na liSciach bukszpanu wieczniezielonego  celowe Dbyloby dalsze kontynuowanie identyfikacji

Elegans. Zdaniem Werner i Kwasnej (1998) F. avenaceum
oprocz lisci moze atakowac todygi. Ponadto wedlug
autorek liScie krzewow 1 drzew ozdobnych moga by¢
infekowane przez A. alternaata. O pojawieniu si¢ we
Wioszech nowej choroby lisci bukszpanu odmiany Suf-
fruticosa, ktorej sprawca jest C. buxicola donosza Saracchi
i wsp. (2008). W latach dziewigcédziesiatych w Anglii
i Nowej Zelandii stwierdzono obecno$¢ tego patogenu na
lisciach bukszpanu. Uzyskane wyniki wskazuja na to, ze
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Gatunek grzyba — Fungus

Rys. 1. Patogeniczno$¢ wybranych gatunkow grzybow w stosun-
ku do peddéw bukszpanu; srednie oznaczone ta sama litera
nie r6znig sig istotnie (p = 0,05) wg testu Duncana

Fig. 1. Pathogenicity of chosen fungi species to shoots Buxus;
means followed by the same letter are not significantly
different at p = 0.05 according to Duncan’s multiple ran-
ge test

gatunkéw w oparciu o ich patogenicznos¢ dla bukszpanu.

Na podstawie wynikow badan patogeniczno$ci grzy-
bow stwierdzono, ze badane gatunki powodowaly zmiany
nekrotyczne inokulowanych pgdow bukszpanu. Grzyb
F. avenaceum wykazal najwigksza aktywnos$¢ chorobo-
tworcza (rys. 1). Z miejsc z objawami chorobowymi re-
izolowano zaréwno A. alternata, F. avenaceum, jak i P. sy-
dowiana — co potwierdzilo ich wlasciwosci chorobo-
tworcze.

Aktywno$¢  fungistatyczna  wyrazona procentem
zahamowania wzrostu grzybni zalezala od badanego
srodka, jego stezenia i testowanego patogenu. Sposrod
badanych preparatow zawierajacych naturalne substancje
Prev-AM 060 SL we wszystkich zastosowanych stezeniach
(0,2; 0,4; 0,6%) najskuteczniej hamowal wzrost grzybni
testowanych patogenow: F. avenaceum odpowiednio:
70,74; 72,68; 73,70%; P. sydowiana odpowiednio: 79,92;
80,64; 81,84%. W nieco mniejszym procencie $rodek ten
hamowal wzrost grzybni A. alternata (67,34; 70,56;
73,22%) (tab. 2). Zaobserwowano, ze wraz ze wzrostem
stezenia $rodkéw, w pozywce wzrastal procent zahamo-
wania wzrostu grzybni badanych patogendéw (tab. 2). Fakt
ten znajduje potwierdzenie we wczesniejszych badaniach
Kurzawinskiej i Mazur (2008).

Najstabsze dziatanie w ograniczeniu wzrostu liniowego
grzybni badanych patogenow wykazat HF-Mycol i Bio-
chikol 020 PC. Wedhlug licznych autoréw Orlikowski
i wsp. (1998), Kurzawinska i Mazur (2008), Kurzawinska
i wsp. (2010) aktywnos¢ in vitro chitozanu jest niewielka.
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Tabela 2. Procent zahamowania wzrostu liniowego grzybni badanych patogendw przez $rodki ochrony roslin
Table 2. Percentage of tested fungi mycelium linear growth inhibited by plant protection agent

Preparat i stezgnie Gatunek grzyba — Fungal species
Agents and its concentration Alternaria alternata Fusarium avenaceum Pestalotia sydowiana
Biochikol 020 PC 2% 19,52 b 29,18 b 32,02 b
Biochikol 020 PC 4% 33,03 ¢ 30,98 ¢ 50,40 ¢
Biochikol 020 PC 6% 47,65d 50,54 d 57,12d
Prev-AM 060 SL 0,2% 67,34 b 70,74 b 79,92 b
Prev-AM 060 SL 0,4% 70,56 ¢ 72,68 ¢ 80,64 b
Prev-AM 060 SL 0,6% 73,22d 73,70 d 81,84 ¢
HF-Mycol 0,2% 4738 b 37,72 b 31,38b
HF-Mycol 0,4% 50,54 ¢ 39,84 ¢ 42,76 ¢
HF-Mycol 0,6% 52,86 d 4486 d 52,06d
Amistar 250 SC 0,05% 79,52 b 54,32 b 61,90 b
Amistar 250 SC 0,1% 80,40 ¢ 61,16 ¢ 71,42 ¢
Amistar 250 SC 0,2% 82,10d 75,34 d 81,28d

Warto$ci oznaczone ta sama litera nie rdznia sig istotnie przy p = 0,05% testu Duncana
Means followed by the same letter do not differ at 5% significance level (Duncan’s multiple range test)

Whioski / Conclusions 3. Sposrod badanych preparatow zawierajacych naturalne
substancje, w warunkach laboratoryjnych, najskutecz-
1. Otrzymane wyniki dwuletnich badan wskazuja na kom- niejszym w hamowaniu wzrostu liniowego grzybni
pleksowy udziat fitopatogenow w procesie choro- testowanych patogenoéw okazat si¢ Prev-Am 060 SL.
bowym bukszpanu wieczniezielonego odmiany Suffru-
ticosa. Prac¢ wykonano czg$ciowo w ramach DS.-3500/KOR/
2. Najbardziej patogenicznymi z przebadanych grzyboéw 2012.

w stosunku do pedoéw bukszpanu byly izolaty F. ave-
naceum i A. alternata.
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