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Sensitivity of Sclerotinia sclerotiorum to active substances of fungicides

Wrazliwos¢ Sclerotinia sclerotiorum na substancje czynne fungicydow

llona Swierczyriska*, Agnieszka Perek, Katarzyna Pieczul, Ewa Jajor

Summary

The sensitivity of Sclerotinia sclerotiorum isolates to fungicidal active substances was assessed by means of azoxystrobin, boscalid,
prochloraz, tebuconazole and thiophanate-methyl at four concentrations. The isolates were inoculated to a medium with an active
substance. The percentage of inhibition of colony proliferation was assessed and the term of emergence of sclerotia was observed.
Prochloraz and tebuconazole were the active substances which inhibited the proliferation of S. sclerotiorum colonies most.
Azoxystrobin was the least effective active substance inhibiting the proliferation of colonies. When the active substances were applied
at lower concentrations, i.e. 1, 5 and 10 ppm, they only slightly delayed the process of sclerotia emergence, but thiophanate-methyl
concentrated at 10 ppm was an exception. Boscalid, prochloraz and thiophanate-methyl added at 25 ppm inhibited the emergence of
sclerotia in 45-96.7% of the isolates under study.
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Streszczenie

W badaniach poddano ocenie wrazliwos¢ izolatdw Sclerotinia sclerotiorum na substancje czynne fungicyddéw: azoksystrobine,
boskalid, prochloraz, tebukonazol i tiofanat metylowy uzyte w czterech stezeniach. Izolaty wyszczepiano na pozywke z dodatkiem
substancji czynnej i oceniano procent hamowania wzrostu kolonii oraz obserwowano termin pojawienia sie sklerocjéw. Sposrod
zastosowanych substancji czynnych najsilniej wzrost kolonii S. sclerotiorum ograniczaty prochloraz oraz tebukonazol. Substancja
czynna, ktdra w najmniejszym stopniu hamowata wzrost kolonii byta azoksystrobina. Zastosowane substancje czynne w nizszych
stezeniach: 1, 5i 10 ppm nieznacznie opdznity proces wytwarzania sklerocjéw, z wyjgtkiem tiofanatu metylowego w stezeniu 10 ppm.
Dodatek boskalidu, prochlorazu i tiofanatu metylowego w dawce 25 ppm doprowadzit do catkowitego zahamowania wytwarzania
sklerocjow u 45-96,7% badanych izolatéw.
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Wstep / Introduction

Rzepak nalezy do wazniejszych roslin uprawnych
w Polsce. Wzrasta zard6wno jego udzial w strukturze
zasiewow, jak 1 liczba rolnikow uprawiajacych rzepak
(Kapusta 2015). Uzyskanie wysokich plonéw jest mozliwe
pod warunkiem prawidlowo prowadzonej agrotechniki,
doboru odmian oraz ochrony chemicznej upraw. Ryzyko
wystapienia chorob rzepaku zwigzane jest z uproszczeniami
w plodozmianie oraz uprawa bezorkowa (Rudko 2011).
Straty plonu nasion spowodowane porazeniem przez grzyby
patogeniczne moga wynosi¢ od kilku do kilkudziesigciu
procent (Jedryczka 2006; Korbas i wsp. 2008).

Do najczgsciej wystepujacych chordb, o powaznym
znaczeniu gospodarczym nalezy migdzy innymi zgnilizna
twardzikowa (Koch i wsp. 2007). Choroba ta powodowana
jest przez powszechnie wystepujacego w Polsce patogena
— Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary. Grzyb ten jest
polifagiem i infekuje ponad 400 gatunkow roslin, w tym
wiele gatunkow ro$lin uprawnych i ozdobnych (Boland
i Hall 1994; Bolton i wsp. 2006). Obecnos$¢ patogena
cze$cie] odnotowuje si¢ w rejonach o duzym udziale
rzepaku w strukturze zasiewdéw (Paul 1988; Korbas i wsp.
2008; Kaczmarek i wsp. 2012). Zrodlem infekcji sg znaj-
dujace si¢ w glebie formy przetrwalnikowe S. sclerotiorum
— sklerocja. Do najintensywniejszego porazenia roslin
dochodzi w okresie kwitnienia i tuz po kwitnieniu
(Starzycki i Starzycka 1999). W tym czasie sklerocja wyt-
warzaja apotecja z przenoszonymi przez wiatr zarodnikami
workowymi — askosporami. Straty plonu nasion, wywotane
porazeniem plantacji rzepaku przez S. sclerotiorum, moga
siega¢ do 60% (Gwiazdowski i Korbas 2005). W tej sytuacji
skuteczne ograniczenie wystepowania zgnilizny twardziko-
wej w okresie wegetacji jest szczegolnie istotne. Wigkszo$¢
zarejestrowanych w Polsce fungicydéw do ochrony rzepaku
wykazuje szeroki zakres dzialania grzybobojczego. Ich
sklad opiera si¢ glownie na substancjach czynnych z grup:
benzimidazoli, imidazoli, strobiluryn i triazoli.

U grzybow patogenicznych dla roslin coraz czgsciej
odnotowuje si¢ zjawisko odpornosci na substancje czynne
fungicydow. Dotyczy to takze populacji S. sclerotiorum
(Li 1 wsp. 2006). Przyczyna tego zjawiska moga by¢
mutacje w genach bialek docelowych dla fungicydow lub
inne mechanizmy (Ma i Michailides 2005; Deising i wsp.
2008). Na powstawanie odpornosci grzybow na stosowane
fungicydy moze mie¢ wptyw migdzy innymi dtugotrwate
stosowanie substancji czynnych o zblizonym mechanizmie
dziatania oraz zanizanie dawek stosowanych $rodkow
grzybobdjczych (Ma i Michailides 2005; Deising i wsp.
2008). Z uwagi na ryzyko nabywania przez S. sclerotiorum
odpornosci na substancje czynne wskazana jest stata ocena
skuteczno$ci stosowanych fungicydow.

Celem pracy bylo poréwnanie skutecznosci ogranicza-
nia wzrostu izolatow S. sclerotiorum przez substancje
czynne fungicydéw z réznych grup chemicznych stoso-
wanych w ochronie rzepaku, w warunkach in vitro.

Materiaty i metody / Materials and methods

W badaniach wykorzystano 60 izolatow S. sclerotio-
rum, w tym 43 izolaty wyizolowane z réznych odmian

rzepaku oraz 17 izolatéw z innych gatunkow roslin. Izolaty
byly zbierane w latach 2011-2015 na terenie catej Polski.
Wszystkie badane kultury grzybow zostaly oznaczone na
podstawie cech morfologicznych grzybni. Badania odpor-
nosci S. sclerotiorum przeprowadzono w warunkach labo-
ratoryjnych na pozywce PDA (Potato Dextrose Agar,
Difco) zawierajacej dodatek czystych substancji czynnych
fungicydéw w stezeniach: 1, 5, 10 i 25 ppm. W doswiad-
czeniu wykorzystano 5 substancji czynnych (Sigma)
stosowanych w ochronie rzepaku: azoksystrobina (strobi-
luryny), boskalid (anilidy), prochloraz (imidazole), tebuko-
nazol (triazole) oraz tiofanat metylowy (benzimidazole).
Substancje czynne =zostaly rozpuszczone w metanolu
w stezeniu 5 mg/ml i nastepnie dodane do ptynnej pozywki
PDA. Pozywka zostala rozlana na szalki Petriego o $red-
nicy 55 mm. Na zestalong pozywke przenoszono krazek
(wycigty korkoborem o $rednicy 3 mm) grzybni pobranej
z tygodniowych kultur S. sclerotiorum. Kontrolg stanowity
kolonie grzybow rosnace na pozywce PDA bez substancji
czynnych. Po 2 dniach inkubacji w temperaturze pokojo-
wej mierzono $rednice kolonii grzyboéw i wyznaczano
procent hamowania wzrostu grzybni przez badane sub-
stancje czynne w stosunku do wzrostu kolonii kontrolne;j
rosngcej na samej pozywce PDA (Borecki 1984).
Dos$wiadczenie wykonano w dwdch terminach, w dwoch
powtdrzeniach. Uzyskane wyniki opracowano statystycz-
nie za pomocag analizy wariancji przy uzyciu testu Dun-
cana, na poziomie istotnosci a = 0,05.

Badane kultury S. sclerotiorum obserwowano przez
kolejne 18 dni odnotowujac termin formowania sklerocjow
oraz analizujac wptyw substancji czynnych na op6znienie
tego procesu. Obserwacje prowadzono co drugi dzien od
momentu inokulacji notujagc moment wytworzenia skle-
rocjow w grzybni.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Otrzymane wyniki pozwolily na ocen¢ wrazliwosci
izolatow S. sclerotiorum na wybrane substancje czynne
fungicydéw stosowanych w ochronie rzepaku przed
zgnilizng twardzikowa. Wzrost kolonii grzyba zalezal is-
totnie od rodzaju substancji czynnej i jej stezenia. Badania
odpornosci na fungicydy izolatow S. sclerotiorum
pozwalaja na wykrycie szczepow charakteryzujacych sie
brakiem wrazliwo$ci na substancje czynne fungicydow.
Wykrycie izolatow o niskiej wrazliwos$ci na substancje
czynne dodane do pozywki moze wskazywac fungicydy
0 ograniczonej skuteczno$ci dziatania wobec S. sclerotio-
rum (Mueller i wsp. 2002).

Azoksystrobina wprowadzona do pozywki w stezeniu
1 ppm spowodowata zahamowanie wzrostu kolonii S. scle-
rotiorum $rednio o 19,8%. Wyzsze stezenie tej substancji
czynnej (5 1 10 ppm) spowodowalo wzrost skutecznosci jej
dziatania w stosunku do badanych izolatow. Przy stezeniu
25 ppm $redni procent hamowania wzrostu kolonii wyniost
53,1% (tab. 1). Azoksystrobina wykazata rowniez slabe
dziatanie inhibujace wzrost S. sclerotiorum w badaniach
Gwiazdowskiego i Jajor (2005) oraz Xu i wsp. (2013).
Ponadto wyniki otrzymane przez wyzej wymienionych
autorow wskazuja na wigksza wrazliwos¢ S. sclerotiorum



350 Sensitivity of Sclerotinia sclerotiorum to active substances / Wrazliwos¢ Sclerotinia sclerotiorum na substancje czynne

na procymidon niz na azoksystrobing. Wigkszo$¢
badanych izolatéw S. sclerotiorum (od 37 do 48) wykazata
wrazliwo$¢ na azoksystrobing w zakresach odpowiada-
jacych srednim procentom hamowania dla poszczegdlnych
stezen (tab. 1, 2).

Badane izolaty S. sclerotiorum wykazaly wysoka
wrazliwo$¢ na boskalid. Stgzenie 1 ppm tej substancji
czynnej spowodowalo zahamowanie wzrostu izolatow
S. sclerotiorum o 40,9%. Przy stezeniu 5 ppm S$redni
procent hamowania kolonii grzybow wyniost 55,5%.
Podwyzszenie stezenia boskalidu w pozywce spowodowa-
o réwniez wzrost Sredniego procentu hamowania wzrostu
izolatow (10 ppm — 62,0%, 25 ppm — 69,6%) (tab. 1).
Wyniki otrzymane przez innych badaczy wskazuja na duza
wrazliwos$¢ izolatow S. sclerotiorum na obecno$¢ boska-

lidu (Stammler i wsp. 2007; Liu i wsp. 2009; Wang i wsp.
2009). W doswiadczeniu Ma i wsp. (2009), boskalid byt
skuteczniejszy od iprodionu, procymidonu i dimetachloru.
Natomiast w doswiadczeniu Matherona i Porchasa (2004)
boskalid stabiej hamowat wzrost grzybni niz fenheksamid,
fluazynam, fludioksonil i winklozolina. Wigkszo$¢
izolatow S. sclerotiorum (od 38 do 45) miescita si¢ w za-
kresach hamowania odpowiadajacych srednim procentom
hamowania wzrostu grzybni przez boskalid w poszcze-
golInych stezeniach (tab. 1, 2).

Najwigksza skuteczno$cia w hamowaniu wzrostu ko-
lonii grzybow charakteryzowatl si¢ prochloraz. Juz stezenie
1 ppm tej substancji czynnej spowodowato zahamowanie
wzrostu badanych kolonii grzybow o 70,6%. Zastosowanie

Tabela 1. Sredni procent hamowania wzrostu izolatow Sclerotinia sclerotiorum
Table 1. The mean percentage growth inhibition of Sclerotinia sclerotiorum isolates

. . Stezenie fungicydu — Concentration of fungicide [ppm] Srednia dla fungicydu
Fungicyd — Fungicide 7
1 5 10 25 Mean for fungicide
Azoxystrobin 19,8 b 29,6 ¢ 40,6 d 53,1e 35,8 A
Boscalid 40,9d 55,5 ef 62,0 fg 69,6 gh 57,0 B
Prochloraz 70,6 h 92,8 jj 97,4 ij 99,7 ij 90,1 E
Tebuconazole 298 ¢ 75,7h 95,8 jj 100,0j 75,3D
Tiophanate-methyl 7,7 a 61,3f 91,01 98,8 ij 64,7 C

Srednie oznaczone tymi samymi matymi i duzymi literami w obrebie wierszy lub kolumn nie r6znig si¢ istotnie przy poziomie a = 0,05
Mean values marked with the same small and capital letters within a row or column were not statistically significant o = 0.05

Tabela 2. Liczba izolatdéw w poszczegodlnych zakresach hamowania przez substancje czynne fungicydéw
Table 2. The number of isolates in respective ranges of inhibiting by the active substances of fungicides

Funsiovd Stezenie Zakres hamowania — Range of inhibiting
Flllln ggic i}(lie Concentration [%]
[ppm] 0-25 26-50 51-75 76-100
1 41 19 0 0
) 5 15 44 1 0
Azoxystrobin 10 p 18 p 0
25 2 19 37 2
1 4 44 12 0
) 5 0 19 38 3
Boscalid 10 0 10 45 S
25 0 2 41 17
1 1 1 34 24
5 0 0 1 59
Prochloraz 10 0 0 50
25 0 0 60
1 18 42 0 0
5 0 2 26 32
Tebuconazole 10 0 0 5 53
25 0 0 0 60
1 60 0 0 0
) 5 14 6 8 32
Tiophanate-methyl 10 " 5 2 3
25 0 0 0 60
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wyzszych stgzen spowodowalo ograniczenie wzrostu
izolatow S. sclerotiorum o 92,8% (5 ppm), 97,4%
(10 ppm) 1 99,7% (25 ppm) (tab. 1). Na bardzo wysoka
wrazliwos¢ S. sclerotiorum na prochloraz wskazywali
wcezesniej Gwiazdowski 1 Jajor (2005). W kombinacjach
z zastosowaniem prochlorazu w stezeniach 5, 10 i 25 ppm,
wszystkie izolaty S. sclerotiorum miescity si¢ w zakresach
hamowania odpowiadajagcych Srednim procentom hamo-
wania. W kombinacji z zastosowaniem prochlorazu
w stezeniu 1 ppm, 34 izolaty miescily si¢ w zakresie
odpowiadajagcym $redniemu procentowi hamowania,
a 24 izolaty wykazaty wigksza wrazliwo$¢ na prochloraz
w tym stezeniu (tab. 1, 2).

Tebukonazol wykazatl zr6znicowany wplyw na hamo-
wanie wzrostu kolonii grzybéw w zaleznosci od
zastosowanego st¢zenia. [zolaty S. sclerotiorum byty mato
wrazliwe na dodatek 1 ppm tebukonazolu w pozywce
(29,8%). Podwyzszenie stezenia tej substancji czynnej do
5 ppm spowodowalo wzrost efektywnosci hamowania do
75,7%. Tebukonazol okazat si¢ bardzo skuteczny w wyz-
szych stezeniach — 10 i 25 ppm, ograniczajac wzrost
kolonii grzybow srednio o 95,8 i 100% (tab. 1). Zasto-
sowanie tebukonazolu przez innych autoréw juz w stezeniu
1 ppm wplyng¢to na istotne inhibowanie wzrostu izolatow
badanego gatunku (Gwiazdowski i Jajor 2005; Dalili i wsp.
2015). Prawie wszystkie izolaty S. sclerotiorum na po-
zywce z tebukonazolem w stgzeniach 10 i 25 ppm oraz
wigkszos$¢ izolatow S. sclerotiorum (42) na pozywce

z tebukonazolem w stezeniu 1 ppm, wykazaly wrazliwos¢
mieszczacg si¢ w zakresach odpowiadajacych $rednim
procentom hamowania. W kombinacji z tebukonazolem
w stezeniu 5 ppm tylko 32 izolaty miescily si¢ w zakresie
odpowiadajacym $redniemu procentowi hamowania,
a 26 izolatow wykazalo stabsza wrazliwo$¢ na ten fungi-
cyd w stezeniu 5 ppm (tab. 1, 2).

Izolaty S. sclerotiorum charakteryzowaty si¢ zroznico-
wang wrazliwo$cia na tiofanat metylowy zaleznie od
uzytego stezenia. Dodatek 1 ppm tej substancji czynnej do
pozywki spowodowal zahamowanie wzrostu kolonii
grzybow zaledwie o 7,7%. Jednak podwyzszenie st¢zenia
do 5 ppm spowodowalo znaczne zwickszenie efektywnosci
w ograniczaniu $redniego wzrostu kolonii grzybow do
61,3%. Zastosowanie tiofanatu metylowego w dawce
10 i 25 ppm spowodowalo skuteczne zahamowanie wzros-
tu kultur badanych izolatow odpowiednio o 91,0 i 98,8%
(tab. 1). Skuteczno$¢ migdzy innymi tiofanatu metylowego
oraz tebukonazolu na ograniczenie wzrostu S. sclerotiorum
w warunkach in vitro byla przedmiotem badan innych
autorow. Zahamowanie wzrostu kolonii S. sclerotiorum
zostalo stwierdzone przez Muellera i wsp. (2002) przy
stezeniu 10 pg/ml tebukonazolu i stezeniu 50 pg/ml
tiofanatu metylowego w pozywce. Wszystkie izolaty
S. sclerotiorum rosnace na pozywce z tiofanatem metylo-
wym w stezeniach 1 i 25 ppm oraz wigkszo$¢ izolatow
(53) rosnagcych na pozywce z tiofanatem metylowym
w stezeniu 10 ppm byly wrazliwe na zastosowany fungicyd

Tabela 3. Procentowy udziat izolatéw wytwarzajacych sklerocja pdzniej niz izolaty kontrolne lub nie wytwarzajacych sklerocjow
Table 3. The percentage of isolates that produce sclerotia later than the control isolates or do not produce sclerotia

. Opoznienie wytworzenia sklerocjow w stosunku do kontroli [dni] Brak
. Stezenie . . . .y
Fungicyd . Delay of sclerotia formation relative to control [days] sklerocjow Suma
L Concentration
Fungicide [ppm] Lack Amount
pp 2 4 6 8 10 12 of sclerotia
1 13,3 - - - - - - 13,3
. 5 45,0 - - - - - - 45,0
Azoxystrobin
10 63,3 - - - - - - 63,3
25 86,7 - - - - - - 86,7
1 55,0 - - - - - - 55,0
. 5 55,0 38,3 - - - - - 93,3
Boscalid
10 16,7 35,0 20,0 10,0 5,0 - 6,7 93,4
25 - - 11,7 33 233 8,3 45,0 91,6
1 56,7 5,0 - - - - - 61,7
5 433 36,7 6,7 - - - - 86,7
Prochloraz
10 233 51,7 6,7 33 - - - 85,0
25 - 5,0 - 6,7 11,7 - 73,3 96,7
1 83 - - - - - - 8,3
5 41,7 - - - - - - 41,7
Tebuconazole
10 70,0 11,7 - - - - - 81,7
25 15,0 56,7 16,7 33 - - - 91,7
1 8,3 - - - - - - 83
. 5 40,0 83 5,0 - - - - 53,3
Tiophanate-methyl
10 10,0 5,0 - - 33 1,7 76,7 96,7
25 1,7 - - - 1,7 - 96,7 100,0
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w danym stgzeniu w zakresach odpowiadajacych $rednim
procentom hamowania. W kombinacji z zastosowaniem
tiofanatu metylowego w stezeniu 5 ppm badane izolaty
wykazaty duze zréznicowanie wrazliwo$ci. Tylko 8 izola-
tow S. sclerotiorum charakteryzowalo si¢ wrazliwoscia
w zakresie odpowiadajacym $redniemu procentowi hamo-
wania, natomiast 32 izolaty przejawialy wicksza wrazli-
wos¢ (tab. 1, 2).

Badania wykazaty, ze stopien wrazliwosci izolatdéw na
poszczegodlne fungicydy w danych stezeniach nie byt
zwigzany z gatunkiem rosliny, z ktoérej izolowano pato-
gena, jak roOwniez z miejscem oraz terminem poboru prob.

Wielko$¢ inokulum, ktore stanowig pozostale w glebie
1 na resztkach pozniwnych sklerocja, ma istotny wplyw na
czesto$¢ wystegpowania choroby w kolejnym sezonie
wegetacyjnym (Boland i Hall 1988; Zhang i Xue 2010).
Wtasciwe dobranie substancji czynnych w ochronie
rzepaku w okresie kwitnienia pozwala na zredukowanie
liczby tworzacych si¢ przetrwalnikdw. Zmniejsza si¢ w ten
sposob ryzyko zakazenia ro$lin podatnych na tym stano-
wisku w nastepnych sezonach.

Uzyte w badaniach substancje czynne przyczynity si¢
do opodznienia wytwarzania sklerocjow przez kultury
S. sclerotiorum. U 93,3% izolatoéw kontrolnych sklerocja
pojawity si¢ w szostym dniu od momentu wyszczepienia
na pozywke PDA. Zastosowanie stezenia 1 ppm azoksy-
strobiny, tebukonazolu i tiofanatu metylowego nie
spowodowalo wyraznego opdznienia wytwarzania sklero-
cjow przez badane izolaty. U wickszosci izolatéw, skle-
rocja pojawily si¢ w tym samym czasie co w kontroli.
Jedynie 8,3—13,3% izolatow wytworzylo sklerocja dwa dni
p6zniej. Uzyte w badaniu boskalid i prochloraz w st¢zeniu
1 ppm wywotaly niewielkie — dwudniowe opo6znienie
pojawienia si¢ sklerocjow u okolo polowy izolatow.
Wprowadzenie do pozywki substancji czynnych w steze-
niu 5 ppm spowodowato dwudniowe opdznienie pojawie-
nia si¢ sklerocjow u 40-55% izolatow. Czg¢$¢ kultur
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ograniczaly prochloraz i tebukonazol.
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