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Biological, biotechnological and chemical possibilities
in reducing of grey mould (Botrytis cinerea) severity on strawberries

Biologiczne, biotechniczne i chemiczne mozliwosci
ograniczania szarej plesni truskawki (Botrytis cinerea)

Urszula Wachowska*, Justyna Borowska, Edyta Kwiatkowska, Elzbieta Kowalska

Summary

The objective of this study was to determine the efficacy of the Signum 33 WG (boscalid + piraclostrobin), Vaxiplant SL (laminarin)
and a suspension of the yeast-like fungus Aureobasidium pullulans in controlling of the development of Botrytis cinerea on strawberry
leaves, flowers and fruits. The experiments were carried out in vivo on strawberry leaves, under controlled conditions on flowering
strawberry plants, and on a two-year plantation of strawberries cultivar Senga Sengana. Vaxiplant SL limited severity of grey mould on
infested leaves and flowers, similarly as Signum 33 WG treatments and foliar application of A. pullulans suspension. On the strawberry
plantation, all tested products didn’t show statistical differences in control of grey mould severity. The applied protective treatments
had no also significant effect on the average marketable strawberry yield.
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Streszczenie

Celem badan byfa ocena skutecznosci preparatéw Signum 33 WG (boskalid + piraklostrobina), Vaxiplant SL (laminaryna) oraz
zawiesiny komorek grzyba Aureobasidium pullulans w ograniczeniu rozwoju Botrytis cinerea na lisciach, kwiatach i owocach truskawki.
Doswiadczenia prowadzono w warunkach in vivo na lisciach truskawki, na kwitngcych roslinach truskawki w warunkach
kontrolowanych oraz na dwuletniej plantacji truskawki odmiany Senga Sengana. Preparat Vaxiplant SL ograniczat powierzchnie
porazenia lisci i kwiatéw przez grzyb B. cinerea, podobnie jak zabiegi ochronne wykonane fungicydem Signum 33 WG lub nalistnie
zawiesing komédrek A. pullulans. Na plantacji truskawki odmiany Senga Sengana zaden z zastosowanych preparatéw nie ograniczyt
istotnie nasilenia szarej plesni. Zabiegi ochronne nie miaty takze istotnego wptywu na plonowanie truskawki.
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Wstep / Introduction

Grzyb Botrytis cinerea Pers. Ex. Fr. poraza kwiaty
truskawki prowadzac do ich zamierania, jak réwniez
owoce, czego nastepstwem sg objawy typowej dla szarej
plesni zgnilizny widocznej w czasie ich dojrzewania, tran-
sportowania i przechowywania (Helbig 2002). Jednym ze
sposobow ochrony truskawek przed szarg plesnig jest
ochrona chemiczna. Jednak zbyt czgste stosowanie fungi-
cydow o podobnym mechanizmie dziatania moze pro-
wadzi¢ do powstawania form odpornych tego patogenu
(Dianez i wsp. 2002). Nowe uregulowania prawne (Dz.U.
2013, poz. 455) wskazujace na konieczno$¢ stosowania
integrowanej ochrony roslin przez wszystkich profesjonal-
nych uzytkownikow $rodkow ochrony ro$lin oraz wzrasta-
jace wymagania konsumentéw, sklaniajg do poszukiwania
alternatywnych metod ochrony. Jedng z nich moze by¢
metoda biologiczna, w ktorej wykorzystywane sg np. droz-
dze indukujace mechanizmy obronne roslin lub konku-
rujace o przestrzen i skladniki odzywcze z patogenami
(Ippolito i wsp. 2000; Castoria i wsp. 2001; Droby i wsp.
2002; Helbig 2002; Wang i wsp. 2009). Zwicksza si¢ takze
zainteresowanie stymulatorami odpornosci roslin (Maty-
siak i Adamczewski 2009). Jednym z nich jest preparat
Vaxiplant SL zawierajacy laminaryng, wyciag z listownicy
palczastej (Laminaria digitala).

Celem badan byla ocena skutecznos$ci preparatow
Signum 33 WG, Vaxiplant SL oraz zawiesiny komorek
grzyba Aureobasidium pullulans w ograniczeniu rozwoju
B. cinerea na lisciach, kwiatach i owocach truskawki.

Materiaty i metody / Materials and methods

Testowano wptyw temperatury na wzrost izolatu A. pu-
llulans, pochodzacego z liSci pszenicy ozimej, na podlozu
glukozowo-ziemniaczanym. Celem badan bylo wyklucze-
nie mozliwo$ci rozwoju tego izolatu w temperaturze ciata
zwierzat stalocieplnych. Na pozywke w plytkach Petriego
nanoszono po 100 ul zawiesiny izolatu A. pullulans o ges-
tosci 10° komérek w 1 ecm® wody. Po czterech dobach
inkubacji w temperaturze 4, 14, 24 i 35°C liczono kolonie
grzyba, a nastgpnie dokonano transformacji danych zgod-
nie ze wzorem log (liczba kolonii + 1).

Ocene skutecznosci A. pullulans oraz Vaxiplant SL
W ograniczeniu nasilenia szarej ple$ni przeprowadzono na
lisciach z roslin truskawki odmiany Senga Sengana. Konce
lisci (po 5 w kazdej kombinacji) zanurzano w wodnej za-
wiesinie grzyba A. pullulans o gestosci 10° komorek
wilcm® wody lub preparacie Vaxiplant SL o stezeniu roz-
tworu 0,25%. Nastepnie liScie umieszczono na wilgotnej
bibule w szklanych ptytkach Petriego o $rednicy 9 cm, po
24, 38, 72 1 96 godzinach, na szczytach lisci wylozono
5 mm krazki podioza glukozowo-ziemniaczanego przeros-
nigtego 7-dniowa grzybniag B. cinerea. Kombinacj¢ kon-
trolng stanowity liScie zanurzone w sterylnej wodzie i ino-
kulowane patogenem. Doswiadczenie zalozono w pigciu
powtdrzeniach. Po siedmiu dobach inkubacji w ciemnosci,
w temperaturze 24°C zmierzono powierzchnie lisci i pow-
statych nekroz stosujac program ImageJ 1.48p. Wyniki

przedstawiono jako procent powierzchni nekroz w sto-
sunku do calej powierzchni liscia.

Okre$lono réwniez skutecznos$é izolatu A. pullulans
oraz preparatow Vaxiplant SL i Signum 33 WG w ogra-
niczeniu porazenia kwiatow truskawki przez B. cinerea.
Do doniczek o $rednicy 12 cm, wypelionych ziemia
ogrodnicza wymieszang z piaskiem w proporcjach 1:1,
wysadzono sadzonki truskawki odmiany Senga Sengana.
Rosliny umieszczono w fitotronie i podlewano roztworem
Hoeglanda. Roéliny rosty w warunkach 70-80% wilgot-
nosci wzglednej powietrza i temperaturze 23°C w dzien
oraz 16°C w nocy, przy 12-godzinnym naswietlaniu
w dzien. Po dwoch tygodniach kwiaty (po pi¢¢ na roslinie)
zainokulowano zawiesing B. cinerea o gestosci 10*
w 1 cm® zmyta z 7-dniowych kolonii. Inokulacja patoge-
nem zostata przeprowadzona po 48 godzinach od zabiegu
(Ap L) lub podlania (Ap S) roélin izolatem A. pullulans
o gestosci 10° komoérek w1 cm® wody, opryskania roslin
preparatem Vaxiplant SL w stezeniu 0,25% lub fungicy-
dem Signum 33 WG w stezeniu 0,36%. Kontrole stanowity
ro$liny nieopryskiwane. Oceng stopnia porazenia kwiatow
przeprowadzono po siedmiu dniach od momentu inokulacji
patogenem, okreslajac procent powierzchni porazonych
kwiatow (wprowadzenie ich obrazéw do pamigci kompu-
tera) stosujac program ImagelJ 1.48p. Doswiadczenie prze-
prowadzono w trzech powtorzeniach.

W latach 2012 i 2013 oceniono wptyw zabiegéw och-
ronnych na plonowanie i zdrowotno$¢ roslin truskawki
odmiany Senga Sengana posadzonych w sierpniu 2011 ro-
ku w ogrodzie do§wiadczalnym Uniwersytetu Warminsko-
Mazurskiego w Olsztynie. Ro$liny wysadzono w odstg-
pach 90 cm, kazde poletko stanowity 4 rosliny. Rosliny
opryskiwano 4-krotnie zapobiegawczo (Ap L) lub podle-
wano (Ap S) zawiesing izolatu A. pullulans o stezeniu 10°
w 1 cm®, co 6-7 dni rozpoczynajac od fazy poczatku
kwitnienia roslin do dojrzewania owocéw. Kombinacje
porownawcza stanowily rosliny opryskiwane dwukrotnie
w okresie kwitnienia Srodkiem Signum 33 WG (boskalid +
piraklostrobina) w dawce 18 g/100 m? oraz czterokrotnie
preparatem Vaxiplant SL zastosowanym w dawce
15 g/100 m?. Kontrolg stanowily rosliny nicopryskiwane.
Doswiadczenie zatozono w czterech powtoérzeniach. Owo-
ce truskawki zbierano trzykrotnie: 13 (1), 19 (11) i 24 (I11)
czerwca 2013 roku. Na wszystkich roslinach w kom-
binacjach policzono i zwazono owoce zdrowe oraz chore.

Uzyskane dane, dotyczace liczebnosci A. pullulans
oznaczonej metoda hodowlang transformowano loga-
rytmicznie zgodnie ze wzorem log (jednostki tworzace
kolonie + 1). Powierzchni¢ zmian chorobowych oszacowa-
no analizujac obrazy porazonych liSci i kwiatow progra-
mem ImageJ 1.48p. Skuteczno$¢ ochrony oszacowano wed-
lug wzoru Abbotta (Abbott 1925). Analize wariancji prze-
prowadzono z wykorzystaniem programu STATISTICA
v. 9.0. Test Duncana (p = 0,01) zastosowano dla okreslenia
istotnosci rdéznic migdzy plonowaniem roslin, liczebnoscia
porazonych owocoéw oraz migdzy $rednim nasileniem
objawow chorobowych na liciach i kwiatach (procent
powierzchni nekroz liSci i kwiatow w stosunku do calej
powierzchni).
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Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Najbardziej intensywny wzrost izolatu A. pullulans
zaobserwowano w temperaturze 24°C na podlozu gluko-
ZOWo-ziemniaczanym (rys. 1). W temperaturze 4 1 35°C
grzyb nie rozwijat si¢. W doswiadczeniu na odcigtych
lisciach preparat Vaxiplant SL istotnie ograniczyt po-
wierzchni¢ porazenia liSci przez B. cinerea tylko w czasie
48 h miedzy naniesieniem preparatu a inokulacjg liSci
(tab. 1). Jego skuteczno$¢ wyniosta wowczas 36,5%.
Natomiast w czasie 72 i 96 godzin, skuteczno$¢ $rodka
Vaxiplant SL wyniosta odpowiednio 8,7 i 11,1% i nie
roznita si¢ istotnie od porazenia lisci kontrolnych.
Zastosowanie zawiesiny grzyba A. pullulans nie wptyngto
na ograniczenie porazenia lisci przez B. cinerea (tab. 1).

W prezentowanych badaniach liscie truskawki trakto-
wane preparatem Vaxiplant SL wykazywaly zdecydowanie
silniejsza i szybsza reakcje obronng w poréwnaniu z dy-
namika reakcji obronnych wzbudzonych zawiesing
komorek izolatu A. pullulans. W czasie 48 godzin miedzy
naniesieniem tego preparatu na liScie a inokulacja B. ci-
nerea zanotowano istotnie mniejsze porazenie lisci w po-
rownaniu do liSci kontrolnych. Mozna wnioskowac, ze
w lisciach nastapito uruchomienie mechanizméw obron-
nych. Laminaryna zawarta w preparacie Vaxiplant SL jest

polisacharydem, ktory wykazuje takie wlasciwosci (Maty-
siak i Adamczewski 2009). Antagonistyczny grzyb
A. pullulans nie ograniczyt porazenia lici. Natomiast
Ippolito i wsp. (2000) wykazali wptyw A. pullulans na
indukowanie odpornosci jabloni, na co wskazywaly ogra-
niczone objawy porazenia jabtek przez B. cinerea i Peni-
cillium expansum. Po 24 godzinach od zastosowania
zawiesiny, w tkankach ro$lin wzrastala aktywnos¢ B-1,3-
glukanazy, chitynazy i peroksydazy. W badaniach prowa-
dzonych nad innymi czynnikami peligcymi rol¢ anta-
gonistow, np. Cryptococcus laurentii czy jasmonian
metylu w zapobieganiu choréb przechowalniczych
brzoskwini, juz po 24 godzinach obserwowano wzrost
aktywnosci B-1,3-glukanazy, peroksydazy oraz amonia-
koliazy fenyloalaniny w temperaturze 25°C (Yao i Tian
2005).

Zastosowanie preparatu Vaxiplant SL na kwitngce
ro§liny w fitotronie ograniczylo o 47,5% porazenie
kwiatow w porownaniu z kombinacjg kontrolng (Bc),
inokulowang B. cinerea (rys. 2). Podobny efekt uzyskano
rowniez po zabiegach wykonanych fungicydem Signum
33 WG lub nalistnie zawiesing A. pullulans. Natomiast po
zastosowaniu zawiesiny A. pullulans doglebowo, obser-
wowano wigcej porazonych kwiatow niz w kombinacji
kontrolnej (rys. 2).

Tabela 1. Porazenie blaszki liSciowej truskawki (procent powierzchni liScia)

Table 1. Infection of strawberry leaf (percentage of leaf area)

Czas (godziny) od naniesienia preparatow do inokulacji lisci

Zabiegi Time (hours) since product application to leaf inoculation
Treatments
24 48 72 96
Kontrola — Control 740b 934 a 86,9 ab 82,8 ab
Aureobasidium pullulans 90,3 ab 945 a 84,6 ab 95,8 ab
Vaxiplant SL 83,5ab 60,2 b 79,4 ab 68,7 ab

Jednakowymi literami oznaczono warto$ci nierdznigce si¢ istotnie wedtug testu Duncana (p = 0,01)
Values determined identical letters do not differ significantly according to the Duncan test (p = 0.01)

Tabela 2. Wplyw roznych metod ochrony na plonowanie truskawek

Table 2. Effect of different methods of protection on the yield of strawberries

Masa zdrowych owocoéw z rosliny w gramach Procent owocow zdrowych z rosliny
Zabieai Weight of healthy fruits per plant in grams Percent of healthy fruit per plant
abiegi
Treatments $rednio $rednio
| 1 Il average | 1 11 average
-1 -1
C 191,7 ab 182,5ab 137,3 ab 1705 A 90,9 ab 93,7 ab 919ab 92,1 A
Ap (S) 2304 a 250,0 a 74,5 bc 185,0 A 93,6 ab 96,0 ab 89,3 ab 93,4 A
Ap (L) 2444 a 226,0a 2055a 2253 A 91,9 ab 96,0 ab 90,5 ab 92,1 A
Sig 171,7 ab 170,2 ab 151,2 abc 164,3 A 91,8b 97,3b 91,3 ab 92,8A
Vax 170,3 ab 159,0 abc 51,7¢ 1270 A 93,4 ab 95,5ab 86,4 b 911A
Srednio 2002 B 194,768 1266 A 923B | 956B | 903A
Average

Wyjasnienia jak w tabeli 1. — Explanations as in Table 1

C — kontrola — control; Ap (S) — Aureobasidium pullulans (doglebowo — soil); Aureobasidium pullulans (lis¢ — leaves); Sig — Signum 33 WG; Vax —

Vaxiplant SL

1, I, 11l — terminy zbioréw — harvest dates



278

Biological and biotechnological control of B. cinerea / Biologiczne i biotechniczne zwalczanie B. cinerea

Tabela 3. Procent owocow truskawki porazonych przez Botrytis cinerea
Table 3. Percent of strawberry fruit infected with Botrytis cinerea

Termin zbioru owocow — Harvest fruit date
Zabiegi — Treatments Srednio
| I 11 average
-
C 9,1ab 6,3 ab 8,1ab 79 A
Ap (S) 6,4 ab 4,0 ab 10,7 ab 6,6 A
Ap (L) 8,1lab 40b 95a 79 A
Sig 8,2 ab 2,7b 8,7 ab 72A
Vax 6,6 ab 45D 13,6 ab 89A
Srednio — Average 77B 44B 9,7A -
Wyjasnienia jak w tabeli 2. — Explanations as in Table 2
4,0 120
100
= 3,0 2
= £
g8 £ 6
2520 £s
g 8B 40
=E 538
22 SE
Sz 10 RS2
ol
0
(o] Bc Ap (S) Ap (L) Sig Vax

0,0
-4 14 24 35

Temperatura — Temperature
[°C]

Rys. 1. Rozwoj Aureobasidium pullulans w réznych tempera-
turach na podtozu glukozowo-ziemniacznym

Fig. 1. Development of Aureobasidium pullulans at different
temperatures on the PDA medium

W badaniach polowych wykazano, ze zaden z zastoso-
wanych preparatow nie wptynat istotnie na zwigkszenie
plonowania roslin truskawek (tab. 2). Takze liczba zdro-
wych owocow byla podobna do tych z roslin kontrolnych
(tab. 2). Nie stwierdzono istotnie mniejszej liczby
porazonych owocéw po zastosowaniu srodkow Signum
33 WG i Vaxiplant SL oraz zwiesiny A. pullulans (tab. 3).
Jedynie w czasie I i II zbioru porazenie owocow na ros-
linach chronionych badanymi preparatami bylo nieznacz-
nie mniejsze niz na kontrolnych. W przedstawionych ba-
daniach skuteczno$¢ nalistnej aplikacji zawiesiny A. pullu-
lans byta wigksza w ograniczeniu porazenia kwiatow niz
lisci. Mozna przypuszczaé, ze w tym przypadku dominu
jacym mechanizmem dziatania antagonisty byta konku-
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rencja o skfadniki odzywcze z B. cinerea, czego dowiodty
takze wczesniejsze badania (Castoria i wsp. 2001; Elad
i Stewar 2007).

Whnioski / Conclusions

1. Signum 33 WG, Vaxiplant SL oraz grzyb A. pullulans
stosowany dolistnie ograniczyly porazenie kwiatow
truskawki przez B. cinerea.

2. Vaxiplant SL ograniczal rdwniez porazenie li§ci przez
B. cinerea.

3. Zaden z zastosowanych preparatow nie ograniczyt
istotnie porazenia owocow truskawki i nie zwickszyl
plonowania roslin.
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