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Influence of fungicide application on limitation of fungi
on oilseed rape siligues and seeds

Wptyw ochrony przy uzyciu fungicydow na ograniczanie
wystepowania grzyboéw na tuszczynach i nasionach rzepaku

Ewa Jajor', Joanna Horoszkiewicz-Janka', Grzegorz Wickiel®

Summary

The aim of the study was to assess the influence of fungicidal protection on limitation of rape siliques and seeds infection by fungi.
The controlled experiments were conducted on rape winter and spring rape cultivars at the Field Experimental Station of the Institute
of Plant Protection — National Research Institute in Winna Goéra for three years. Fungicide treatments were carried out at the budding
stage of rape and at the end of rape flowering. Percentage of silique surface infected was determined during ripening. After
harvesting, yield parameters, seed colonization by fungi and mycotoxin content were assessed. In the conducted experiments,
symptoms of Alternaria blight on siliques were mainly observed. Higher degree of silique infection and seed colonization by fungi from
the genus Alternaria was noted in spring rape. Effectiveness of reduction of Alternaria blight infection by fungicides depended on
analyzed season, cultivar and time of use of plant protection products. Oilseed rape yield of both cultivars was significantly and
negatively correlated with infected rate of siliques. Seed colonization by fungi of the genus Alternaria was the highest in control and it
was confirmed mainly in cultivar Licosmos. The conducted chromatographic analyses enabled to find small amounts of alternariol
monomethyl ether and alternariol in rape seeds.
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Streszczenie

Celem badan byta ocena wptywu ochrony fungicydowej na ograniczanie wystepowania grzybow na tuszczynach i nasionach
rzepaku. Doswiadczenia Sciste prowadzono w Winnej Gérze, na terenie Polowej Stacji Doswiadczalnej Instytutu Ochrony Roslin —
Panstwowego Instytutu Badawczego, przez okres trzech lat, na odmianach rzepaku ozimego i jarego. Zabiegi przy uzyciu fungicydéw
wykonywano w fazie pgkowania rzepaku oraz pod koniec kwitnienia roslin. W okresie dojrzewania okreslano procent porazonej
powierzchni tuszczyn przez grzyby. Po zbiorze okreslano parametry plonu, zasiedlenie nasion oraz zawarto$¢ mikotoksyn. Na
ocenianych tuszczynach wystepowaty gtéwnie objawy czerni krzyzowych. Wiekszy poziom porazenia tuszczyn i zasiedlenie nasion przez
grzyby rodzaju Alternaria notowano na formie jarej rzepaku. Skutecznos¢ ograniczania wystepowania czerni krzyzowych przez
fungicydy zalezata od sezonu badan, odmiany i terminu uzycia Srodkéw. Plon nasion rzepaku obu odmian byt istotnie ujemnie
skorelowany z poziomem porazenia tuszczyn. Zasiedlenie nasion przez grzyby rodzaju Alternaria byto najwyisze w obiektach
kontrolnych, co zostato to potwierdzone giéwnie na odmianie Licosmos. Przeprowadzona analiza chromatograficzna pozwolita na
stwierdzenie w nasionach rzepaku nieznacznej ilosci eteru monometylowego alternariolu i alternariolu.

Stowa kluczowe: czern krzyzowych, rzepak, ochrona, tuszczyny, nasiona, mikotoksyny
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Wstep / Introduction

Grzyby rodzaju Leptosphaeria, anomorfa Phoma
lingam (sucha zgnilizna kapustnych), rodzaju Alternaria
(czern krzyzowych), Sclerotinia sclerotiorum (zgnilizna
twardzikowa) 1 Botryotinia fuckeliana, anamorfa Botrytis
cinerea (szara plesn), zalicza si¢ do waznych patogenow
wystepujacych na rzepaku w okresie wegetacji (Rimmer
i wsp. 2007; Kryczynski i Weber 2011). Powoduja one
niejednokrotnie znaczne straty w ilosci i jakoséci plonu
nasion. Szkodliwos¢ tych chordb, szczegélnie czerni
krzyzowych, jest potggowana rowniez przez fakt, ze moga
one wystapi¢ na tuszczynach. Silne porazenie tuszczyn
prowadzi niekiedy do ich zamierania jeszcze przed
zawiazaniem nasion. Najcze$ciej jednak porazenie
powoduje przedwczesne zasychanie, pgkanie i osypywanie
si¢ nasion. Nasiona z zainfekowanych luszczyn sa
niedojrzate, drobniejsze i pomarszczone. Charakteryzuja
si¢ tez niekiedy inng niz oczekiwana zawarto$cia biatek
i thuszczu (Conn 1 wsp. 1990; Rotem 1998). Nasiona te
czgsto zasiedlone sa przez grzyby, co pogarsza ich
zdolnos¢ kietkowania, je§li zostana przeznaczone na
materiat siewny (Korbas i wsp. 2011). Grzyby zasiedlajace
nasiona, migdzy innymi rodzaju Alternaria, maja zdolnos¢
do wytwarzania toksycznych metabolitow (Tys i wsp.
2011). Do mikotoksyn wystgpujacych w nasionach
rzepaku naleza produkowane przez Alternaria alternata
alternariol (AOH — alternariol) i eter monometylowy alter-
nariolu (AME - alternariol monomethyl ether) (Gwiaz-
dowski 1 Wickiel 2011; Jajor i wsp. 2011).

Zdrowotnos¢ roslin zalezy od wielu czynnikow zarow-
no agrotechnicznych, jak i pogodowych, a takze zastoso-
wanych w odpowiednim terminie fungicydow. Wymier-
nym rezultatem wspotdziatania tych czynnikow staje si¢
wysoki i dobrej jakosci plon nasion.

Celem badan byta ocena wptywu ochrony z uzyciem
fungicydéw na ograniczenie wystgpowania grzybow na
luszczynach i nasionach rzepaku, a takze na wysoko$¢
plonu i zawarto$¢ mikotoksyn w nasionach.

Materialy i metody / Materials and methods

Dos$wiadczenia prowadzono na terenie Polowej Stacji
Doswiadczalnej Instytutu Ochrony Ro$lin — Panstwowego
Instytutu Badawczego (PSD IOR — PIB) w Winnej Gorze
przez okres trzech sezonow wegetacyjnych. W latach
2005/2006-2007/2008 wysiewano rzepak ozimy odmiany
Kaszub, a w latach 2007-2009 rzepak jary odmiany
Licosmos. Dwuczynnikowe doswiadczenia zalozono na
poletkach o wymiarach 16,5 m’ w ukladzie blokow
losowanych, w 4 powtdérzeniach. W dwoch terminach
(czynnik A), tj. w fazie pakowania (BBCH 58-59) oraz
pod koniec kwitnienia roslin (BBCH 68-69) wykonano
zabieg przy uzyciu dwoch fungicydow (czynnik B):
Amistar 250 SC (azoksystrobina 250 g/l) i Caramba 60 SL
(metkonazol 60 g/1). Na obiekcie kontrolnym nie stoso-
wano fungicydu. Jednorazowo przed zbiorem na 100 loso-
wo wybranych tuszczynach z kazdego powtorzenia ocenia-
no procent powierzchni z objawami chorob. W czasie
zbioru okreslano wysoko$¢ plonu z poletek.

W celu oceny zasiedlenia nasion przez grzyby, material
uzyskany z poszczegdlnych poletek odkazano przez 4 mi-
nuty w 5% podchlorynie sodu, trzykrotnie plukano w wo-
dzie destylowanej i suszono na sterylnej bibule, a nastgpnie
wyktadano po 100 nasion w 4 powtdrzeniach na plytki
Petriego z zakwaszona pozywka PDA (Potato Dextrose
Agar). Po 7-dniowej inkubacji w temperaturze 18°C, przy
fotoperiodzie 12/12 h oceniano procent ogodlnej liczby
nasion zasiedlonych przez grzyby, a po 2-3 tygodniach
identyfikowano gatunki grzybow (Mathur i Kongsdal
2003; Simmons 2007).

Okreslenie zawarto$ci alternariolu (AOH) i eteru mo-
nometylowego alternariolu (AME) w nasionach rzepaku
z poszczegdlnych obiektéw wykonano w Zakladzie
Badania Srodkéw Ochrony Roslin IOR — PIB wedhg
metody opracowanej przez Wickiela i wsp. (2010). AOH
i AME ekstrahowano z prébki nasion rzepaku mieszaning
metanolu i wody. Przefiltrowany ekstrakt oczyszczano na
polimerycznych kolumienkach do ekstrakcji do fazy statej
— Oasis HLB firmy Waters. Toksyny eluowano mieszaning
metanolu i acetonitrylu. Eluat odparowywano, a pozosta-
los¢ rozpuszczano w fazie ruchomej do analizy chromato-
graficznej. Wymienione mikotoksyny oznaczano z zasto-
sowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej
w uktadzie faz odwroconych (HPLC-RP — high perfor-
mance liquid chromatography-refersed-phase) z detekcja
fluorometryczng (FLD — fluorometric detection).

Uzyskane w doswiadczeniach wyniki poddano dwu-
czynnikowej analizie statystycznej z zastosowaniem
analizy wariancji. Istotno$¢ réznic oceniano testem t-Stu-
denta na poziomie p = 0,05. Obliczono takze wspol-
czynniki korelacji migdzy procentem powierzchni tuszczyn
porazonej przez grzyby rodzaju Alternaria a plonem
nasion.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Na tuszczynach w ocenianych do$wiadczeniach wys-
tepowaly gtoéwnie objawy czerni krzyzowych oraz w duzo
mniejszym nasileniu symptomy szarej plesni.

Wystepowanie czerni krzyzowych na obu odmianach
oraz zasiedlenie nasion przez grzyby rodzaju Alternaria
zalezato od zastosowanej ochrony i byto czgsto mniejsze
po zabiegu wykonanym pod koniec kwitnienia (w fazie
BBCH 68-69) (tab. 1, 2). Zostato to potwierdzone staty-
stycznie tylko w trzecim roku badan (2009), kiedy
wystapita wyjatkowo silna presja infekcyjna. Zanotowano
wowczas istotnie mniej zasiedlonych nasion rzepaku
jarego po zabiegu w drugim terminie (59,67%) w porow-
naniu do obiektow, w ktorych fungicydy zastosowano
w pierwszym terminie (66,83%) (tab. 2). W innych
badaniach, termin przeprowadzenia zabiegu nie wptywal
istotnie na analizowane w do$wiadczeniu parametry, co
moglo wynika¢ z niskiego poziomu porazenia roslin.
Jednakze $rednia z 4 lat badan wykazuje tendencj¢ niz-
szego porazenia tuszczyn w przypadku opoznienia terminu
zabiegu, co pozwala sugerowaé, ze zbyt wczesne wykony-
wanie zabiegdw nie daje gwarancji skutecznej ochrony
huszczyn (Jajor i wsp. 2008). Podobnie Brazauskiene
i Petraitiene (2002, 2003) w swoich badanich prze-
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Tabela 1. Wptyw ochrony przy uzyciu fungicydéw na ograniczanie wystgpowania czerni krzyzowych na tuszczynach

Table 1. Influence of fungicidal protection on limitation of Alternaria blight on siliques

Sezon badan/procent porazonej powierzchni

Odmiana/czynnik Season of experiments/percent of area infected Srednio 2 lat
Cultivar/factor Mean for the years
I I I
Kaszub

A. Termin zabiegu BBCH 58-59 3,02 5,62 1,82 3,48
Date of treatment BBCH 68-69 2,71 6,22 1,23 3,38
NIR (0,05) — LSD (0.05) r.n. r.n. r.n. r.n.

Amistar 250 SC 1,08 4,12 0,62 1,94
B. Fungicyd

o Caramba 60 SL 1,06 3,71 0,50 1,75

Fungicide

kontrola — untreated 6,46 9,94 3,47 6,62
NIR (0,05) — LSD (0.05) 3,149 1,629 0,842 2,160

Licosmos

A. Termin zabiegu BBCH 58-59 9,56 5,79 16,22 10,52
Date of treatment BBCH 68-69 10,44 5,71 9,57 8,57
NIR (0,05) — LSD (0.05) r.n. r.n. r.n. r.n.

Amistar 250 SC 6,16 5,50 13,29 8,32
B. Fungicyd

o Caramba 60 SL 6,41 3,32 7,58 5,77

Fungicide

kontrola — untreated 17,42 8,43 17,81 14,55
NIR (0,05) — LSD (0.05) 3,651 1,436 6,866 5,763

r.n. — réznica nieistotna — not significant difference

Tabela 2. Wptyw ochrony przy uzyciu fungicydéw na ograniczanie zasiedlenia nasion przez grzyby rodzaju Alternaria

Table 2. Influence of fungicidal protection on limitation seed colonization by fungi of the genus Alternaria

Sezon badan/procent nasion porazonych

Odmiz'ma/czynnik Season of experiments/percent of seed infected Srednio z lat
Cultivar/factor Mean for the years
| II I
Kaszub

A. Termin zabiegu BBCH 58-59 441 11,00 3,91 6,44
Date of treatment BBCH 68-69 4,41 13,00 2,75 6,72
NIR (0,05) — LSD (0.05) rn. rn. rn. r.n.

Amistar 250 SC 3,63 9,50 2,88 5,33
B. Fungicyd Caramba 60 SL 4,38 13,00 2,00 6,46
Fungicide

kontrola — untreated 5,25 13,50 5,12 7,96
NIR (0,05) — LSD (0.05) r.n. r.n. r.n. 1,923

Licosmos

A. Termin zabiegu BBCH 58-59 39,33 30,58 66,83 45,58
Date of treatment BBCH 68-69 40,08 22,92 59,67 40,89
NIR (0,05) — LSD (0.05) r.n. r.n. 0,919 r.n.

Amistar 250 SC 31,63 21,63 69,00 40,75
B. Fungicyd Caramba 60 SL 42,63 24,00 59,00 41,88
Fungicide

kontrola — untreated 44,88 34,62 61,75 47,08
NIR (0,05) — LSD (0.05) 8,423 9,771 2,070 r.n.

r.n. — rOznica nieistotna — not significant difference
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Tabela 3. Wptyw ochrony przy uzyciu fungicydéw na plon nasion badanych odmian rzepaku [t/ha]
Table 3. Influence of fungicidal protection on seed yield of the examined rape cultivars [t/ha]

. . Sezon badan/plon ] '
Odmlz.ma/czynmk Season of experiments/yield Srednio z lat
Cultivar/factor Mean for the years
I 11 111
Kaszub

A. Termin BBCH 58-59 4,45 4,11 4,09 421
zabiegu
Date of BBCH 6869 4,51 4,10 4,09 423
treatment
NIR (0,05) — LSD (0.05) - rn. rn. rn.

Amistar 250 SC 4,68 3,99 4,36 434
B. Fungicyd Caramba 60 SL 4,74 431 435 447
Fungicide

kontrola — untreated 4,03 4,01 3,56 3,87
NIR (0,05) — LSD (0.05) 0,193 0,252 0,350 0,501

Licosmos

A. Termin BBCH 58-59 1,61 1,73 0,45 1,26
zabiegu
Date of BBCH 68-69 1,64 1,62 0,46 1,23
treatment
NIR (0,05) — LSD (0.05) r.n. r.n. r.n. r.n.

Amistar 250 SC 1,58 1,50 0,53 1,20
B. Fungicyd Caramba 60 SL 1,86 1,94 0,56 145
Fungicide

kontrola — untreated 1,44 1,58 0,28 1,10
NIR (0,05) — LSD (0.05) r.n. r.n. 0,095 0,259

r.n. — réznica nieistotna — not significant difference

Tabela 4. Wspotczynniki korelacji pomigdzy plonem nasion badanych odmian a porazeniem tuszczyn rzepaku przez czern krzyzowych
Table 4. Correlation coefficients between seed yield of the examined cultivars and rape siliques infected by Alternaria blight

Sezon badan Odmiana Warto$§¢ wspotczynnika korelacji
Season of experiments Cultivar Correlation coefficients
I Kaszub —0,666**
Licosmos -0,233
I Kaszub —0,483**
Licosmos -0,370*
1 Kaszub —0,595%*
Licosmos —0,538**

*wspotczynniki korelacji istotne przy p < 0,05 — correlation coefficients significant at p < 0.05
**wspotczynniki korelacji istotne przy p < 0,01 — correlation coefficients significant at p < 0.01

Tabela 5. Zawarto$¢ mikotoksyn alternaryjnych w nasionach badanych odmian

Table 5. The content of Alternaria mycotoxin in oilseed rape cultivars

Sezon badafn/mikotoksyny
Season of experiments/mycotoxin

Termin zabiegu Fungicyd [ng/g]
Date of treatment Fungicide I 1
AOH AME AOH AME AOH AME
1 3 4 5 6 7 8
Kaszub

Amistar 250 SC <LOD 6,4 <LOQ 10,5 <LOD <LOD
BBCH 58-59 Caramba 60 SL <LOD 6,2 <LOD <LOQ <LOD <LOD

kontrola — untreated <LOD 6,3 <LOD 42 <LOD 12,4
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1 2 3 4 5 6 7 8

Amistar 250 SC <LOD 5,8 <LOD <LOQ <LOD <LOD

BBCH 68-69 Caramba 60 SL <LOD 5,6 <LOD 11,7 <LOD <LOD
kontrola — untreated <LOD 7,8 <LOQ 5,9 <LOD <LOD

Licosmos

Amistar 250 SC <LOD 9,2 <LOQ <LOD <LOD 9,4

BBCH 58-59 Caramba 60 SL <LOQ <LOD <LOQ <LOD <LOD <LOQ
kontrola — untreated <LOQ <LOD <LOQ <LOD <LOD <LOD
Amistar 250 SC <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 4,7

BBCH 68-69 Caramba 60 SL <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOQ
kontrola — untreated <LOQ <LOD <LOQ <LOD <LOD 4.4

AOH - alternariol, AME — alternariol monomethyl ether

LOD - granica wykrywalnosci — limit of detection AOH = 0,8 [ng/g], AME = 1,2 [ng/g]
LOQ - granica oznaczalno$ci — limit of quantitation AOH = 2,0 [ng/g], AME = 4,0 [ng/g]

prowadzonych w latach 1997-2001 uzyskaly wysoka
skuteczno$¢ fungicydéw zastosowanych pod koniec fazy
kwitnienia rzepaku jarego i ozimego lub gdy ukazaly si¢
pierwsze zmiany chorobowe na tuszczynach. Maczynska
i wsp. (2001) nie stwierdzili w sezonie o niskim porazeniu
lisci 1 tuszezyn przez Alternaria spp. wplywu termindw
stosowania fungicydow na zdrowotno$¢ tuszczyn,
natomiast w warunkach silnej presji choroby optymalnym
terminem zwalczania czerni krzyzowych byl poczatek
kwitnienia.

W obiektach kontrolnych wyst¢gpowanie czerni krzyzo-
wych okazalo sig¢ istotnie najwigksze na obu odmianach
rzepaku (tab. 1). Srednio z lat w obiektach kontrolnych
procent porazonych tuszczyn odmiany Kaszub wynosit
6,62, a odmiany Licosmos 14,55, podczas gdy w przypad-
ku zastosowania fungicydéw wynosit on odpowiednio od
1,75 do 1,94 oraz 5,77 do 8,32. Fungicyd Caramba 60 SL
czgsto lepiej ograniczal porazenie tuszczyn przez Alter-
naria spp. niz Amistar 250 SC. Znalazto to potwierdzenie
statystyczne w drugim sezonie badan (2008) na odmianie
Licosmos (3,32% — Caramba 60 SL i 5,50% — Amistar
250 SC). Maczynska 1 wsp. (2002) réwniez podkreslaja
wysoka skutecznos¢ metkonazolu (Caramba 60 SL), ktory
w warunkach po6znej i silnej infekcji tuszczyn wptywat
istotnie na ograniczenie nasilenia chordb na tuszczynach.

Zasiedlenie nasion przez grzyby rodzaju Alternaria
(A. alternata, A. brassicae, A. brassicicola) byto wyzsze
w obiektach kontrolnych, ale w stopniu istotnym statys-
tycznie jedynie na odmianie Licosmos (tab. 2). Zdecy-
dowanie najmniejsze zasiedlenie nasion przez Alternaria
spp. w kombinacjach chronionych przy uzyciu fungicydow
stwierdzili rowniez Gwiazdowski 1 Wickiel (2011). W ba-
daniach wiasnych zaobserwowano zréznicowana skutecz-
no$¢ poszczegdlnych fungicydéow. Analizujac jednak
srednia warto$¢ z lat w przypadku obu odmian, mniej
zasiedlonych nasion zaobserwowano po zastosowaniu
fungicydu Amistar 250 SC. Przy czym jedynie u odmiany
Kaszub istotnie najmniej zasiedlonych nasion zaobser-
wowano w obiektach potraktowanych tym fungicydem
($rednio 5,33%).

Na wielko$¢ plonu nasion (tab. 3), niezaleznie od
terminu wykonania zabiegu, istotny wptyw miata ochrona

przy uzyciu fungicydow. Najwyzszy plon uzyskano po
zastosowaniu fungicydu Caramba 60 SL. W przypadku
odmiany Licosmos $redni plon nasion z lat wynosit
1,45 t/ha i byl istotnie wyzszy od pozostatych obiektow.
Wpltyw metkonazolu na wzrost plonu nasion podkreslaty
tez Maczynska i wsp. (2002). Plon nasion rzepaku obu
odmian byt istotnie ujemnie skorelowany z poziomem
porazenia tuszczyn (tab. 4). Swiadczy to o silnym wplywie
porazenia tuszczyn rzepaku przez czern krzyzowych na
redukcje plonu nasion. Znajduje to réwniez potwierdzenie
w innych badaniach (Jajor i wsp. 2008).

Z uwagi na liczne wystgpowanie na nasionach gatunku
A. alternata przeprowadzono analiz¢ mikotoksyn (tab. 5).
Gatunek ten ma zdolno$¢ produkowania wielu mikotoksyn,
co moze wplywaé negatywnie na jako§¢ produktow
pozyskiwanych z nasion rzepaku (Sadowski i wsp. 2005).
Analiza chromatograficzna wykazata w nasionach rzepaku
nieznaczne ilosci eteru monometylowego alternariolu
i alternariolu. Niska zawarto$¢ tych zwiazkéw nie
pozwolita na wyrdznienie czynnika, ktory bylby w tym
przypadku decydujacy. W badaniach Gwiazdowskiego
i Wickiela (2009) zawartos¢ mikotoksyn w nasionach
jarych odmian rzepaku byla wyzsza niz w ozimych, co
byto zwiazane z wigkszym zasiedleniem tych nasion przez
grzyby rodzaju Alternaria. W badaniach wlasnych,
w rzepaku jarym odmiany Licosmos wystgpowanie tego
gatunku na nasionach bylo réwniez wyzsze niz w przy-
padku ozimej odmiany Kaszub, jednak w wigkszosci nie
stwierdzono w nich mikotoksyn. Potwierdza to wnioski
innych badan, ze duze zasiedlenie nasion przez grzyby nie
zawsze wpltywa na wysoka ilo§¢ wytwarzanych przez nie
mikotoksyn i1 odwrotnie (Horoszkiewicz-Janka i wsp.
2010; Gwiazdowski i Wickiel 2011).

Whioski / Conclusions

1. Zastosowanie fungicydéw pod koniec kwitnienia wpty-
wa w najwigkszym stopniu na ograniczenie wystepo-
wania czerni krzyzowych na tuszczynach i zasiedlenie
nasion przez grzyby rodzaju Alternaria.
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2. Skuteczno$¢ ochrony tuszczyn i plon nasion rzepaku 4. Grzyby rodzaju Alternaria zasiedlajace nasiona rzepa-
zalezy zarowno od terminu wykonania zabiegu, jak ku wykazuja mata zdolno$¢ produkowania mikotoksyn
1 zastosowanego fungicydu. — eteru monometylowego alternariolu i alternariolu.

3. Silne porazenie tuszczyn przez grzyby rodzaju Alter-
naria wptywa na redukcje plonu nasion.
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