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Streszczenie. W latach 1999-2001 przeprowadzono badania na polu Gospodarstwa Do-
$wiadczalnego w Czeslawicach z naturalnie nagromadzonym w glebie materiatem infek-
cyjnym. Przedmiotem badan byla soja odm. ‘Polan’ oraz chitozan w postaci mikrokrysta-
licznego Zelu zawierajacego odpowiednio 2,76% czystego zwiazku. Do badan uzyto wod-
nej zawiesiny tego zwiazku zawierajacej 0,1% chitozanu. W doswiadczeniu uwzgledniono
dwie kombinacje, stosujac chitozan do oprysku siewek i ro§lin w poczatkowej fazie kwit-
nienia oraz kontrolg bez zadnych zabiegéw. W kazdym roku badan prowadzono dwukrot-
nie obserwacje polowe, w ktérych uwzgledniono liczebno$¢ i zdrowotnos¢ siewek, a takze
ro$lin w fazie kwitnienia. Po zbiorze roslin okre$lano réwniez wielko$¢ i jakos¢ plonu
nasion soi. W trakcie prowadzonych obserwacji polowych, porazone siewki, a takze pora-
zone ro$liny w fazie kwitnienia pobierano do laboratorium w celu wykonania analizy miko-
logicznej.

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono zréznicowane wschody i zdrowotno$¢ ro-
$lin w poszczegdlnych kombinacjach doswiadczenia. Chitozan stosowany do oprysku ro-
$lin w fazie kwitnienia nieco poprawit zdrowotno$¢ roélin i nasion oraz przyczynit si¢ do
wzrostu plonowania ro§lin w poréwnaniu do kombinacji, gdzie byt stosowany do oprysku
czterotygodniowych siewek, a takze w poréwnaniu do kontroli.

Siewki soi najczesciej porazane byty przez F. solani i Rhizoctonia solani. Natomiast ro$liny
w fazie kwitnienia najczgséciej porazane byty przez F. oxysporum f. sp. glycines. Z porazo-
nych nasion soi wyosabniano Phomopsis sojae, Phoma exigua var. exigua, F. oxysporum,
R. solani, A. alternata, B. cinerea i S. sclerotiorum.

Stowa kluczowe: chitozan, soja, grzyby chorobotworcze przezywajace w glebie

WSTEP

Wystepowanie choréb w okresie wegetacji roslin spowodowato czgste stosowanie
fungicydéw. Wzrost wiedzy o konsekwencjach dla $rodowiska oraz mozliwo$ciach
skazenia ptodéw rolnych wynikajace z powtarzajacych si¢ zabiegéw preparatami che-
micznymi, wskazuje na potrzeb¢ wprowadzenia metod niechemicznego zwalczania
choréb. Obecnie coraz czgsciej dazy sig¢ do biologicznego zwalczania fitopatogendw,
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wykorzystujac biopreparaty uzyskiwane na bazie mikroorganizméw antagonistycznych
oraz zwigzk6w organicznych. Stosowanie biopreparatéw m.in. ogranicza powstawanie
wirulentnych izolatéw fitopatogenéw oraz skazenie uprawnego $rodowiska glebowego
zwigzkami chemicznymi [Borecki 1984]. Jednym z takich zwigzkow jest chitozan. Jest
on pochodnag chityny otrzymywany przez jej termiczng deacetylacj¢. Chityna i chitozan
wyzwalaja szerokie spektrum reakcji obronnych w roslinach [Orlikowski i Skrzypczak
19971, czego przykltadem jest odktadanie kallozy [Kohle i in. 1984], lignifikacja [Barber
iin. 1989] oraz zmiana w przepuszczalnosci blon komérkowych [Yaung iin. 1982].

Wedtug wielu badaczy chitozan indukuje odporno$¢ roslin oraz zabezpiecza je przed
porazeniem przez wirusy, bakterie oraz grzyby [Pospieszny i in. 1995, Pospieszny 1997,
Wojdyla i Orlikowski 1997, Pigta i in. 1998].

Przeprowadzone badania przez Reddy i in. [1998] wykazaty, Ze chitozan znacznie
ograniczal wzrost strzgpek, tworzenie zarodnikéw oraz hamowat procesy biochemiczne
w komorkach grzybni Alternaria alternata f. sp. lycopersici, przez co grzyb ten wytwa-
rzal mniej mikotoksyn i stat si¢ mato wirulentny. Wedtug Perekhoda i in. [1997] oma-
wiany zwiazek indukuje odporno$¢ w roslinach ziemniaka przeciwko Phytophthora
infestans przez wzmozona syntezg fitoaleksyn, a szczegdlnie riszytyny. Chitozan
wprowadzony na ziarno pszenicy skutecznie chronit kietki, a nastgpnie rosliny przed
porazeniem przez Fusarium graminearum [Reddy i in. 1999]. Natomiast omawiany
zwiazek stosowany do podloza agarowego ograniczal wzrost i rozwdj Botrytis cinerea,
Sclerotinia sclerotiorum oraz gatunkéw z rodzajéw Pythium, Rhizoctonia i Fusarium
[Li Bao Ying i Ma Shu Mei 1997, Pigta i in. 1998, Pastucha 2001]. Wedtug Orlikow-
skiego i Skrzypczaka [1997] moczenie cebul tulipana i bulw mieczyka w chitozanie
znacznie zmniejszyto wystgpowanie fuzariozy tych rolin.

Wymienione zalety chitozanu jako czynnika indukujacego odporno$¢ roslin przed
porazeniem przez fitopatogeny oraz jego nieszkodliwos$¢ dla ludzi i §rodowiska byty
inspiracja do podjgcia badan nad efektywno$cia dzialania chitozanu w ograniczaniu
porazania soi przez grzyby przezywajace w glebie.

MATERIAL IMETODY

Badania przeprowadzono w latach 1999-2001 w Gospodarstwie Doswiadczalnym
w Czestawicach k. Nateczowa na polu z naturalnie nagromadzonym materiatem infek-
cyjnym po szescioletniej, powtarzajacej si¢ uprawie soi. Do zalozenia doswiadczenia
uzyto nasiona soi odmiany ‘Polan’ oraz chitozan w postaci mikrokrystalicznego zelu
zawierajacego 2,76% czystego zwiazku. Zwiazek ten otrzymano z Instytutu Widkien
Chemicznych w Lodzi. Do do$wiadczen uzyto wodnej zawiesiny tego zwiazku zawiera-
jacej 0,1% chitozanu, uwzgledniajac nastgpujace kombinacje:

— oprysk siewek po czterech tygodniach od zalozenia do§wiadczenia,

— oprysk roslin na poczatku kwitnienia,

— kontrola, bez zadnych zabiegéw,

Kazda kombinacja doswiadczenia obejmowata 4 poletka (4 powtdrzenia) o po-
wierzchni 1,25 mz, na ktére wysiewano po 100 nasion. Do$wiadczenie co roku zaktada-
no w I dekadzie maja. W kazdym roku badan przeprowadzano dwukrotne obserwacje,

Acta Sci. Pol.



Efektywnosé ochronnego dziatania chitozanu w ograniczaniu chordb grzybowych soi 33

pierwsza po szedciu tygodniach od zatoZenia do$wiadczenia oraz druga w fazie petni
kwitnienia ro$lin. Obserwacje te przypadaly po dwdéch tygodniach od oprysku chitoza-
nem. Podczas przeprowadzanych obserwacji ustalano liczebno§¢ oraz zdrowotnosc¢
rolin na poletkach poszczegdlnych kombinacji do§wiadczenia. W przypadku wystapie-
nia ro$lin z objawami nekrozy na korzeniach i podstawie todygi pobierano po 5 z kazdej
kombinacji do laboratorium w celu ustalenia czynnikéw powodujacych nekrozg korzeni
i podstawy todyg. Przygotowanie materiatu roslinnego, sposéb jego odkazania i prze-
prowadzenie analizy mikologicznej bylo zgodne z metodq opisana przez Pigtg [1988].
Po zbiorze roélin ustalono wielko$¢ i jako$¢ plonu nasion.

Wiyniki liczebnosci, zdrowotnos$ci roslin oraz plonu nasion opracowano statystycz-
nie, a istotno$¢ réznic okreslono za pomocq potprzedziatéw Duncana [Elandt 1964].

WYNIKI

Podczas pierwszej obserwacji zanotowano zréznicowane wschody na poletkach po-
szczegblnych kombinacji do$wiadczenia (tab. 1). Na poletkach z zastosowaniem chito-
zanu do oprysku czterotygodniowych siewek zanotowano od 76 do 88 roslin, przy czym
z objawami chorobowymi bylo $rednio 5,3 siewek (tab. 1). Siewki uznane za porazone
byty zahamowane we wzroscie z z6tknacymi dolnymi lis¢émi i nekrotycznymi plamami
na korzeniach i podstawie todygi. Natomiast na poletkach kombinacji kontrolnej wyro-
sto od 72 do 88 siewek ($rednio 82), a z objawami chorobowymi bylo $rednio 15,3
roslin. Dane dotyczace liczebnosci i zdrowotno$ci siewek uzyskane z poletek, na ktd-
rych wzrastala soja bez zadnych zabiegéw, a przeznaczona do oprysku chitozanem na
poczatku kwitnienia byty zblizone do wynikéw z kombinacji kontrolnej (tab. 1).

Po przeprowadzeniu drugiej obserwacji polowej przypadajacej po dwéch tygodniach
od zastosowania chitozanu, tj. w okresie petni kwitnienia roslin soi, zanotowano nie-
wielka r6znicg w liczbie ro$lin w poszczegdlnych kombinacjach w poréwnaniu z wyni-
kami z pierwszej obserwacji (tab. 2). Na poletkach z zastosowanym chitozanem do
oprysku roslin w poczatkowej fazie kwitnienia ogdlna liczba roslin wahata si¢ od 68
do 86 (tab. 2). Nieco wigcej roslin na poletkach, bo od 72 do 90 zanotowano w kombi-
nacji, gdzie chitozanu uzyto tylko do oprysku czterotygodniowych siewek (tab. 2).
Podczas tej obserwacji zauwazono rosliny z wyraznymi objawami chorobowymi. Ro-
$liny uznane za porazone byly bez pakéw kwiatowych oraz z wyraznymi rozlegtymi
plamami nekrotycznymi na korzeniach i podstawie todygi. Najmniej porazonych, bo
$rednio 6 roslin zanotowano w kombinacji, gdy zastosowano chitozan do oprysku roslin
na poczatku kwitnienia. Natomiast najwigcej roslin z opisanymi objawami chorobowy-
mi bylo w kombinacji kontrolnej, w ktérej udziat roslin z objawami chorobowymi
wzrést o 7% (tab. 2).

Wielko$¢ uzyskanego plonu byta proporcjonalna do liczebnosci i zdrowotnosci roslin
w poszczegdlnych kombinacjach do$wiadczenia (tab. 3). Najwigkszy plon (Srednio
416 g) z najmniejszym udzialem nasion porazonych ($rednio 3,9%) uzyskano z roslin
wyrostych w kombinacji z chitozanem zastosowanym do oprysku roélin na poczatku
fazy kwitnienia (tab. 3). Nieco mniejszy plon (§rednio 398 g) przy wigkszej liczbie
nasion z plamami ($rednio 7%) uzyskano z kombinacji po zastosowaniu chitozanu do
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Tabela 1. Liczebnos¢ i zdrowotnos¢ siewek soi w do§wiadczeniu polowym
Table 1. Number and healthiness of the soybean seedlings in the field experiment

Liczba siewek — Number of seedlings

S A . Ogodlna liczba siewek Liczba siewek porazonych % porazonych siewek
Kombinacja do§wiadczenia . . . .
E . S Total number of seedlings Number of infected seedlings Percentage of infected
xperimental combination Sredni Sredni seedlings
1999 2000 2001 UM y999 2000 2001 M@ &
mean mean
Opryskane siewki 88" 90° 76 84,7 12° 2 2 5.3 6.26"
Sprayed seedlings
Siewki bez zadnych zabiegéw przeznaczone do
oprysku chltozanfem w poczatkowej ffme kw1tn1en1a 38* 36* 798 g2* 24P 10° gh 14° 17.1°
Nontreated seedlings meant for spraying with
chitosan in the initial phase of anthesis
Kontrola Control 86" 88* 72° 82° 28° 8° 10° 15,3° 18,6°

Tabela 2. Liczebnos¢ i zdrowotnos$¢ ro$lin soi w fazie kwitnienia w doswiadczeniu polowym
Table 2. Number and healthiness of the soybean plants at anthesis in the field experiment

Liczba ro$lin — Number of plants

Kombinacia doéwiadczenia Ogédlna liczba rodlin Liczba ro$lin porazonych % porazonych roslin
Experimeil tal combination Total number of plants Total number of infected plants Percentage of infected
1999 2000 2001  Sredma g9 909 ppp  Srednia plants
mean mean
Opryskane siewki " " . b b . . . .
Sprayed seedlings 88 90 72 83,3 16 4 2 7,3 8,8
Opryskane ro$liny na poczatku kwitnienia . . . . . . . . .
Sprayed the plants at anthesis 86 86" 68 80* 8 4 6 6 7.5
Kontrola Control 82 84 68" 78* 32° 16° 12° 20° 25,6

*Srednie warto$ci w kolumnach nie réznia si¢ istotnie przy P < 0,05, jesli sa oznaczone ta sama litera (tabela 1 i 2)
*Means within the columns do not differ significantly P < 0.05, if they are marked with the same letter (table 1 and 2)



Tabela 3. Plon nasion soi i ich zdrowotnos¢
Table 3. Yield and healthiness of soybean seeds

Masa nasion z poletka, g Udziat nasion z plamami, %
Kombinacja do§wiadczenia Seeds weight from a plot, g Percentage of seeds with spots
Experimental combination 1999 2000 2001 Srednia 1999 2000 2001 $rednia
mean mean
Opryskane siewki 440 375 379% 308 5.0° 6.2 9,8" 7,0%
Sprayed seedlings
Opryskane ro$liny na poczquu kwitnienia 425 3920 433 416" 40 40° 35 3.9
Sprayed the plants at anthesis
Kontrola Control 153* 162,5* 315° 210* 10, 0° 83" 10,5 9,6"

# Srednie wartosci w kolumnach nie réznia si¢ istotnie przy P < 0,05, jesli sa oznaczone ta sama litera
* Means within the columns do not differ significantly P < 0.05, if they are marked with the same letter



Tabela 4. Grzyby wyizolowane z porazonych siewek soi

Table 4. Fungi isolated from the infected soybean seedlings

Suma izolatéw uzyskanych w latach 1999-2001
Sums of isolates obtained in the years 1999-2001

Kombinacja dos§wiadczenia — Experimental combination

Razem Razem

Grzyby Fungi Total Total  Ogétem
Fungus species Opryskane czterotygodniowe siewki Kontrola Total
Sprayed seedlings Control k* pr¥*
razem razem
k pt total k pt total

Alternaria alternata (fr.) Keissler - 2 2 7 14 21 7 16 23
Aspergillus niger van Tiegh - 1 1 1 4 5 1 5 6
Botrytis cinerea Pers. - 2 2 - 15 15 - 17 17
Cladosporium cladosporioides (fries) de Vries 2 - 2 6 - 6 8 - 8
Fusarium avenaceum (Corda ex Fr.) Sacc. - 2 2 4 8 12 4 10 14
Fusarium culmorum (W.G.Sm.) Sacc. - 1 1 8 15 23 8 16 24
Fusarium oxysporum Schl. f. sp. glycines Amst. Amst. 4 7 11 18 22 40 22 29 51
Fusarium solani (Mart.) Sacc. 3 8 11 25 28 53 28 36 64
Gliocladium catenulatum Gilman, Abbott. 2 2 4 1 - 1 3 2 5
Gliocladium roseum Bainier 1 3 4 2 - 2 3 3 6
Penicillium chrysogenum Thom - 1 1 1 2 3 1 3 4
Penicillium verrucosum Dierckx var. verrucosum

Samson, Stolk et Hadlok 1 - 1 8 16 24 9 16 25
Phoma exigua Desm var. exigua - 1 1 6 15 21 6 16 22
Pythium irregulare Buisman - 1 1 8 13 21 8 14 22
Rhizoctonia solani Kiithn - 10 10 15 26 41 15 36 51
Trichoderma viride Pers ex S.F. Gray 6 7 13 1 4 15 7 11 18
Trichothecium roseum Link 1 - 1 5 3 8 6 3 9
RAZEM - TOTAL 116 185 301 20 48 68 136 233 369

*k — korzen, root
*#pt — podstawa fodygi, stem base



Tabela 5. Grzyby wyizolowane z porazonych roslin soi w fazie kwitnienia
Table 5. Fungi isolated from the infected soybean plants at anthesis

Suma izolatéw uzyskanych w latach 1999-2001
Sums of isolates obtained in the years 1999-2001

Kombinacja do§wiadczenia — Experimental combination

Razem Razem

Gatunek grzyba Opryskane Opry§kane _rogllqy Total Total Ogétem
Fungus species dniowe siewki W fazie kwitnienia Kontrola Total
gus sp! czterotygo
Sprayed seedlings Sprayed the plants Control
at anthesis
razem razem razem
ke pre total k pt total Pt total pt

Alternaria alternata (Fr.) Keissler 14 23 37 7 23 30 12 24 36 33 70 103
Alternaria tenuissima (Fries) Wiltshire 5 8 13 7 15 22 8 17 25 20 40 60
Botrytis cinerea Pers. 6 11 17 2 10 12 5 18 23 13 39 52
Cladosporium herbarum Link ex Fries 10 21 31 7 29 36 11 30 41 28 80 108
Fusarium avenaceum (Corda ex Fr.) Sacc. 3 9 12 4 8 12 8 15 23 15 32 47
Fusarium culmorum (W.G.Sm.) Sacc. 10 14 24 9 21 30 6 20 26 25 55 80
Fusarium equiseti (Corda) Sacc. 20 27 47 15 22 37 21 28 49 56 77 133
Fusarium oxysporum Schl. f. sp. glycines Amst.
Amst. 30 61 91 33 60 93 52 74 126 115 195 310
Fusarium solani (Mart.) Sacc. 14 28 42 12 26 38 11 27 38 37 81 118
Penicillium chrysogenum Thom 8 11 19 3 12 15 6 15 21 17 38 55
Penicillium notatum Westling 14 15 29 17 24 41 31 38 69 62 77 139
Penicillium verrucosum Dierckx var. verrucosum
Samson, Stolk et Hadlok 18 27 45 17 29 46 18 28 46 53 84 137
Phoma eupyrena Sacc. 4 7 11 11 17 28 15 21 36 30 45 75
Phoma exigua Desm var. exigua 1 8 9 5 4 9 14 14 28 20 26 46
Rhizoctonia solani Kithn 5 23 28 12 24 36 15 25 40 32 72 104
Rhizopus nigricans Ehrenberg 14 21 35 7 10 17 9 16 25 30 47 77
Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary 1 10 11 6 6 12 5 9 14 12 25 37
Trichoderma hamatum (Bonord.) 4 8 12 4 15 19 2 1 3 10 24 34
Trichoderma koningii Oud. 4 9 13 8 13 21 3 - 3 15 22 37
Trichoderma viride Pers ex S.F. Gray 4 8 12 9 28 37 3 4 7 16 40 36
RAZEM TOTAL 189 349 538 195 396 591 255 424 679 639 1169 1788

*k — korzen, root
*#pt — podstawa odygi, stem base



Tabela 6. Grzyby wyizolowane z porazonych nasion soi
Table 6. Fungi isolated from the infected soybean seeds

Suma izolatéw uzyskanych w latach 1999-2001
Sums of isolates obtaines in the years 1999-2001

Kombinacja doswiadczenia — Experimental combination

Razem Razem
Total

Total

Gatunek grzyba Opryskane Opryskane rosliny Ogélem
Fungus species caterotygodniowe siewki w fazie kwitnienia Kontrola Total
Spraved seedlings Sprayed the Plant Control
pray & at anthesis
. 4«  Razem . Razem Razem
ar b Total a b Total Total b

Alternaria alternata (Fr.) Keissler 4 - 4 1 2 3 3 12 15 8 14 22
Botrytis cinerea Pers. 2 2 - 2 2 2 7 9 2 11 13
Fusarium avenaceum (Corda ex Fr.) Sacc. - - - - - 1 - 1 1 - 1
Fusarium culmorum (W.G.Sm.) Sacc. - 4 4 - 1 1 2 8 10 2 13 15
Fusarium equiseti (Corda) Sacc. 1 2 3 - 1 1 2 2 4 2 5 7
Fusarium oxysporum Schl. 1 2 3 1 1 2 5 7 12 7 10 17
Humicola grisea Domsch 5 1 6 3 - 3 - - - 8 1 9
Mucor hiemalis Wehmer - 1 1 - - - 3 4 7 3 5 8
Penicillium chrysogenum Thom - 1 1 - - - 2 4 6 2 5 7
Penicillium verrucosum Dierckx var. verrucosum Samson,

Stolk et Hadlok - 1 1 - 2 2 3 6 9 3 9 12
Phoma exigua Desm var. exigua 1 5 6 - - - 6 17 23 7 22 29
Phomopsis sojae Lehman 45 44 89 42 44 86 41 31 72 128 119 247
Rhizoctonia solani Kiithn 1 1 1 - 1 2 9 11 3 10 13
Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary - 1 1 - - - 3 17 20 3 18 21
Trichoderma viride Pers ex S.F. Gray 2 4 6 2 6 8 - - - 4 10 14
Trichothecium roseum Link 1 2 3 - - - - - 1 2 3
RAZEM TOTAL 60 71 131 50 59 109 75 124 199 184 254 438

*a — nasiona bez plam — seeds without spots
**b — nasiona z plamami — seeds with spots
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oprysku czterotygodniowych siewek. Najmniejszy plon nasion soi (§rednio 210 g) przy
najwigkszym udziale nasion z plamami uzyskano z ro$lin wzrastajacych w kombinacji
kontrolnej, tj. bez uzycia chitozanu (tab. 3).

W wyniku przeprowadzonej laboratoryjnej analizy mikologicznej porazonych orga-
néw siewek (korzenie, podstawa todygi) uzyskano 369 izolatow grzybéw zaliczonych
do 17 réznych gatunkéw (tab. 4). Prawie dwukrotnie wigcej grzybéw uzyskiwano
z podstawy todygi siewek, anizeli z korzeni.

Sposréd uzyskanych grzybow najczg$ciej izolowanym gatunkiem okazat si¢ Fusa-
rium solani, ktérego izolaty stanowity 17,3% wszystkich wyosobnien (rys. 1). Najmniej
tego patogenu izolowano z porazonych korzeni i podstawy lodygi siewek wyrostych
w kombinacji z zastosowanym chitozanem do oprysku siewek, za$ najwigcej izolatow
tego grzyba uzyskiwano z roslin z kombinacji kontrolnych (tab. 4). Z porazonych ko-
rzeni i podstawy todygi siewek réwniez licznie izolowano F. oxysporum f. sp. glycines,
izolaty tego patogenu stanowily bowiem 13,8% wszystkich wyosobniefi. Ponadto rodzaj
Fusarium reprezentowany byl przez F. culmorum i F. avenaceum, ktérych izolaty sta-
nowity odpowiednio 6,5 i 3,8% wszystkich wyosobnien (rys. 1). Z badanych siewek
czgsto izolowano réwniez Rhizoctonia solani, bowiem kolonie tego gatunku stanowity
13,8% izolatéw (rys. 1). Rhizoctonia solani byt izolowany tylko z podstawy lodygi
siewek opryskanych chitozanem, a z korzeni i podstawy todygi z siewek kombinacji
kontrolnej (tab. 4). Podczas wykonanej analizy mikologicznej porazonych siewek uzy-
skano réwniez Trichoderma viride, ktérego izolaty stanowily 4,8% wszystkich wyosob-
nief (tab. 4, rys. 1). Grzyb ten izolowano czgsciej w przypadku kombinacji z uzyciem
chitozanu do oprysku czterotygodniowych siewek, anizeli w kontroli (tab. 4).

18- (A TR

F.a F.c F.o F.s R.s P.spp. | T.spp.
3,8 6,5 13,8 17,3 13,8 7,8 4,8

F. a—F. avenaceum, F. c — F. culmorum, F. o — F. oxysporum, R. s — R. solani,
P. spp. — Penicillium spp., T. spp. — Trichoderma spp.

Rys. 1. Udziat niektérych grzybéw uzyskanych z porazonych siewek soi
Fig. 1. Percentage of some fungi obtained from infected soybean seedlings
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Z korzeni i podstawy todygi porazonych ro$lin w fazie kwitnienia uzyskano 1788
izolatéw grzybéw zaliczanych do 20 r6znych gatunkéw (tab. 5). Najczgsciej izolowa-
nym gatunkiem z porazonych roslin w fazie kwitnienia okazat si¢ F. oxysporum f. sp.
glycines, ktérego izolaty stanowity 17,3% (tab. 5, rys. 2). Najliczniej grzyb ten izolowa-
no z ro$lin z kombinacji kontrolnej, a takze z kombinacji, w ktérej chitozanu uzyto
tylko do oprysku siewek (tab. 5). Spo$réd gatunkéw patogenicznych czgsto izolowano
takze F. culmorum (4,5%), F. solani (6,6%), Rhizoctonia solani (5,8% wszystkich wy-
osobnien) (tab. 5, rys. 2). Gatunki tych grzybéw izolowano znacznie rzadziej z bada-
nych organéw roslin opryskanych chitozanem w poczatkowej fazie kwitnienia anizeli
z ro$lin kontrolnych (tab. 5). Grzyby z rodzajow Penicillium i Trichoderma uzyskiwano
liczniej podczas analizy mikologicznej korzeni i podstawy todygi roslin opryskiwanych
chitozanem w poréwnaniu do kombinacji kontrolnej, tj. bez chitozanu (tab. 5, rys. 2).

20+
151
% 10+
5
0
F.a F.c F.o F.s R:s P. spp. T. spp.
2,6 4,5 17,3 6,6 5,8 18,5 6

F. a — Fusarium avenaceum, F. ¢ — Fusarium culmorum, F. o — Fusarium oxysporum,
F, s — Fusarium solani, R. s — Rhizoctonia solani, P.spp. — Penicillium spp.,
T. spp. — Trichoderma spp.

Rys. 2. Udziatl niektérych grzybéw uzyskanych z porazonych roslin w fazie kwitnienia
Fig. 2. Percentage of some fungi obtained from infected soybean plants at anthesis

W wyniku analizy mikologicznej nasion z plamami i bez plam otrzymano 438 izola-
téw grzybéw nalezacych do 16 réznych gatunkéw (tab. 6). Ponad potowe izolatéw
uzyskanych grzybéw stanowit Phomopsis sojae wyosobniany ze wszystkich kombinacji
do$wiadczenia bez wzgledu na kategori¢ nasion, tj. z plamami i bez plam (tab. 6).
Grzyb Phoma exigua var. exigua byt czgsto izolowanym gatunkiem z nasion z plamami
i gléwnie pochodzacym z kombinacji kontrolnej (tab. 6). Sposrdd izolowanych grzybéw
uzyskiwano takze F. oxysporum, ktérego izolaty stanowily 3,9% wszystkich wyosob-
nien. Gatunek ten izolowano przede wszystkim z kombinacji kontrolnej. Z badanych
nasion wyosobniano réwniez Alternaria alternata, Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani
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A. a— Alternaria alternata, B. ¢ — Botrytis cinerea, F. ¢ — Fusarium culmorum,
F. o — Fusarium oxysporum, P. e — Phoma exigua var. exigua,
P. s — Phomopsis sojae, R. s — Rhizoctonia solani, S. s — Sclerotinia sclerotiorum

Rys. 3. Udziat grzybow patogenicznych w porazaniu nasion soi
Fig. 3. Percentage of patogenic fungi in the infection of soybean seeds

i Sclerotinia sclerotiorum przy czym gléwnie uzyskiwano kolonie tych grzybéw z na-
sion z plamami. Gatunek F. culmorum wyosobniano sporadycznie i tylko z nasion ze-
branych z kombinacji kontrolnej (tab. 6, rys. 3).

DYSKUSJA

Przeprowadzone badania wskazaly na mozliwo$¢ wykorzystania chitozanu do ochro-
ny soi przed grzybami chorobotwérczymi. Fakt ten znajduje wyjasnienie w tym, ze
omawiany zwiazek bezposrednio lub posrednio ogranicza znacznie wzrost i rozwdj
grzybéw [Wojdyta i Orlikowski 1997, Pigta i in. 1998]. W bezposrednim kontakcie
chitozanu ze strzgpkami grzybéw patogenicznych nastgpuja zmiany w strukturze $cian
komérkowych oraz ograniczenie syntezy aminokwasow i tworzenie sig biatek [Ghaouth
i in. 1991]. Po zastosowaniu chitozanu do gleby Stossel i Leuba [1984] zanotowali
ograniczenie wzrostu biomasy grzybéw w tym S$rodowisku. Wedlug Cheta [1981]
i Harmana [1991] w badaniach in vitro omawiany zwiazek nie ogranicza wzrostu Tri-
choderma spp., a przeciwnie jest dla tego rodzaju korzystnym substratem i sprzyja
wzrostowi produkcji enzyméw chitynolitycznych. Stwierdzenie to znalazio potwierdze-
nie w prezentowanych badaniach, bowiem po zastosowaniu chitozanu wystapil wzrost
liczby kolonii grzybéw z rodzaju Trichoderma. Wydaje sig, ze moze to $wiadczy¢
o stymulujacym wptywie tego zwiazku na wzrost i rozwéj Trichoderma spp. Ponadto
wczesniejsze badania przeprowadzone przez Pigtg i in. [2001] wykazaly, ze chitozan
wprowadzony do uprawnego $rodowiska glebowego istotnie wptynal na wzrost liczeb-
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nosci populacji gatunkéw rodzaju Trichoderma. Gatunki tego rodzaju zaliczane sg do
grzybéw o wysokim stopniu antagonistycznego oddzialywania wzgledem grzybow
patogenicznych przezywajacych w glebie [Papavizas 1985, Pigta 1997].

W posrednim wptywie chitozanu na ograniczenie rozwoju fitopatogenéw odbywa sig
poprzez zmiany w procesach biochemicznych w komoérkach roslin. Omawiany zwigzek
jako elicitor odporno$ci indukuje syntezg zwiazkéw fenolowych w tym i fitoaleksyn
jako zwiazkéw antybakteryjnych i antygrzybowych [Benhamou i Theriault 1992]. We-
dtug Benhamou i Theriaulta [1992] w komérkach roélin traktowanych chitozanem two-
rz3 si¢ znaczne ilo$ci enzymoéw hydrolitycznych.

Wielokierunkowe dzialanie chitozanu moze sprawi¢, ze skutecznie chroni ro$liny soi
przed chorobami, na co wskazaty takze wyniki prezentowanych badan.
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THE PROTECTIVE EFFECT OF CHITOSAN IN LIMITING FUNGI
DISEASES OF SOYBEAN

Abstract. In the years 1999-2001 studies were conducted on the field belonging to the Experi-
mental Station at Czestawice. The field contained naturally accumulated infection material. The
subject of the studies was soybean, Poland cv. and chitosan in the form of micro-crystalline gel
containing 2.76 of the pure compound. Water solution of this compound with 0.1% chitosan was
used in the experiment. Two combinations were considered using chitosan for spraying the seed-
lings and the plants at the initial stage of anthesis, and the control without any treatments. In each
year, field observations were performed which considered the number and healthiness of seed-
lings and plants at anthesis. After the harvest, the size and quality of the soybean seeds yield were
also determined. In the course of field observations the infected seedlings as well as the infected
plants at anthesis were taken for laboratory mycological analysis.

The studies found out differentiated emergencies and healthiness of plants in particular ex-
perimental combinations. Chitosan used for spraying the plants at anthesis slightly improved the
healthiness of plants and seeds and contributed to an increase of the yielding as compared to the
combination where it was used for the spraying of four weeks old seedlings, and also in compari-
son to the control.

Soybean seedlings were infected by F. solani and R. solani most frequently. On the other
hand, plants at anthesis were mostly infected by F. oxysporum f. sp. glycines. The following were
isolated from the infected soybean seeds: Phomopsis sojae, Phoma exigua var. exigua, F. ox-
ysporum, R, solani, A. alternata, B. cinerea and S. sclerotiorum.

Key words: chitosan, soybean, soil-borne pathogenic fungi
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