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ABSTRACT

Aleksandrowicz-Trzciriska M., Hallmann E. 2013. Cebula (A//ium cepa 1..) jako biologiczny Srodek ochrony
roslin w szkétkach lesnych. Sylwan 157 (7): 495-505.

The paper discusses the biologically active compounds contained in onion (A//ium cepa L..) such as thio-
sulfinates and other organosulfur compounds, saponins and flavonoids as well as evaluates their biological
role. Method for biofungicides preparation, whose essential element is an aqueous extract of onion, and
the possibility of its application in forest nurseries are presented. Content of polyphenols (quercetin and
its derivatives) in a biopreparation responsible for its biological activity is determined as well.
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Wstep

Ogdlnoswiatowe tendencje w kierowaniu si¢ we wszelkiej dziatalnosci cztowieka ochrong $ro-
dowiska oraz zdrowia ludzi i zwierzat wyrazajg si¢, szczegélnie w krajach wysoko rozwinigtych,
nie tylko zmianami w prawodawstwie, ale réwniez w proekologicznej mentalnosci spoteczeristwa.
Zgodnie z tymi kierunkami oraz z uregulowaniami prawnymi obowigzujacymi w Unii Europe;j-
skiej, w ochronie roslin zaleca si¢ ograniczanie chemicznych metod na rzecz metod niechemicz-
nych (profilaktycznych, hodowlanych) oraz biologicznych.

Biologiczne metody ochrony roslin polegajg na zastosowaniu organizméw niepatogenicz-
nych w ograniczaniu lub zwalczaniu organizméw szkodliwych w produkeji roslinnej [Okorski
2007]. Wiele biologicznych srodkéw ochrony ro$lin nie tylko skutecznie chroni je przed cho-
robami, lecz réwniez dziala jako stymulatory wzrostu i rozwoju [Horoszkiewicz-Janka, Jajor
2006; Placek i in. 2009]. Duzg grupe srodkéw biologicznych stanowig wyciagi roslinne. Obecnie
stosowanych jest w Europie kilka preparatéw wykorzystujacych naturalne substancje roslinne.
Biosept 33 SL i Grevit 200 SL zawierajg ekstrakt z nasion i migzszu z grejpfruta [Ostrowska,
Robak 2008; Oszako i in 2009], Kelpak i Bio-algeen S 90 Plus 2 — wyciag z brunatnicy Ecklonia
maxima [Matysiak, Adamczewski 2006], Timorex i BM 608 - olej melaleuca (olej z drzewa herba-
cianego Melaleuca alternifolia), Prev-AM 060 SL — olej z pomarariczy [Ostrowska, Robak 2008],
a Sincocin Al — wyciag z roslin pustynnych (Quercus falcata, Opuntia lindheimeri, Rhus aromatica,
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Rhizophoria mangle) [Duda i in. 2000]. Jednoczesnie prowadzone sg badania nad mozliwoscig
wykorzystania ekstraktéw konopi siewnych (Cannabis sativa) [Dorna i in. 2010], roslin z rodziny
baldaszkowatych (kopru ogrodowego, pietruszki, pasternaku, barszczu Sosnowskiego i zwyczaj-
nego) [Piotrowski i in. 1995; Sas-Piotrowska, Piotrowski 1996; Moliszewska, Burgiet 1998],
a takze ekstraktéw z aronii czarnej, bielunia dzigdzierzawy, dziurawca zwyczajnego, jezyny
krzewiastej, konwalii majowej, lawendy lekarskiej czy maliny wlasciwej [Masny i in. 2006].
Duze zainteresowanie badaczy w aspekcie wykorzystania jako biologiczne srodki ochrony roslin
budza przedstawiciele z rodzaju Allium, szczegélnie czosnek (Allium sativa) i cebula (Allium
cepa). Obie rosliny od ponad 6000 lat sg wykorzystywane przez cztowieka nie tylko jako sktadnik
zywnosciowy szeroko stosowany w dietetyce, ale réwniez w medycynie [Dorsch 1996/97].
Obecnie czosnek jest stosowany Polsce w ochronie roslin w postaci biopreparatéw Bioczos BR
i Biochron AL [Burgiet 2005]. Mozliwosci zastosowania cebuli w ochronie roslin sg obecnie duzo
mniejsze.

Celem pracy jest przedstawienie zwigzkéw chemicznych zawartych w cebuli i ich biolo-
gicznych wlasciwosci oraz mozliwosci aplikacji wyciggu wodnego jako srodka ochrony roslin.

Zwigzki chemiczne biologicznie czynne wystepujgce w cebuli

TIOSULFINATY I INNE ORGANICZNE ZWIAZKI SIARKI. Tiosulfinaty sg dobrze poznanymi zwigzkami
wystepujgcymi w roslinach z rodzaju A//ium. Powstaja w wyniku uszkodzenia tkanek roslin i decy-
dujg o charakterystycznym smaku i zapachu, a w przypadku cebuli dodatkowo sg czynnikiem
powodujgcym tzawienie oczu [Selby i in. 1979; Block i in. 1993; Jones i in. 2004]. Zwigzki te
powstajg w wyniku reakcji enzymu alliinazy obecnego w wakuolach i zlokalizowanych w cyto-
plazmie prekursoréw tych zwigzkéw. Tiosulfinaty powstajace w roslinach poszczegélnych gatun-
k6w réznig si¢ z powodu odmiennosci w strukturze i ilosci zwigzkéw bedacych ich prekursorami.
W czosnku, w wyniku reakeji alliiny (prekursora tiosulfinatéw obecnego w cytoplazmie) i enzymu
alliinazy powstaje allicyna, ktéra jest zwigzkiem lotnym i niestabilnym, ulegajacym przemianie
mig¢dzy innymi do ajoenu, dwusiarczku dwuallylu i tréjsiarczku dwuallylu [Jones i in. 2004;
Lanzotti 2006]. Zawartosci allicyny i ajoenu czosnek zawdzigcza szerokie zastosowanie w medy-
cynie i ochronie roslin [Yoshida i in. 1987; Ankri, Mirelman 1999; Slusarenko i in. 2008]. Natomiast
w cebuli, po uszkodzeniu tkanek, obecna w cytoplazmie isoalliina w reakcji z alliinazg powoduje
powstanie tiosulfinatéw, bedacych analogami allicyny oraz m.in. zwiebelanéw i cepenin [Benkeblia,
Lanzotti 2007; Corzo-Martinez i in. 2007].

Zawarto$¢ tiosulfinatéw i innych zwigzkéw siarkoorganicznych zalezy od odmiany cebuli.
Najwigcej znajduje si¢ w cebuli zéltej, mniej w czerwonej, a najmniej w biatej. [nnymi czynni-
kami ksztattujgcymi zawartos¢ tych zwigzkéw sq warunki wzrostu, termin zbioru czy dtugosé
przechowywania. W cieplejszym klimacie i przy wyzszych dawkach nawozéw zawicrajacych
siarke zawartos¢ tiosulfinatéw jest wyzsza [Breu 1996; Benkeblia, Lanzotti 2007].

Tiosulfinaty i inne zwigzki siarkoorganiczne sg zwigzkami lotnymi. Najwyzsze ich st¢zenie
w ekstrakcie wystepuje, w zaleznosci od rodzaju zwigzku, od 2 minut do 4 godzin po uszkodze-
niu tkanek. Zamrozenie ekstraktu w temperaturze —20°C lub nizszej nie powoduje rozktadu
zawartych w nim zwigzkéw przez co najmniej 27 tygodni [Breu 1996].

Aktywne biologicznie zwigzki tworzace si¢ w wyniku skaryfikacji cebuli posiadajg m.in.
whasciwosci przeciwzapalne oraz leczgce choroby uktadu oddechowego, co pozwala na ich sze-
rokie zastosowanie w medycynie [Dorsch 1996/97]. Natomiast mozliwosci wykorzystania tych
zwigzkéw w ochronie ro$lin sg duzo mniejsze. Decyduje o tym kilka czynnikéw. Tiosulfinaty
i zwigzki siarkoorganiczne cebuli charakteryzujg si¢ znacznie mniejszymi wlasciwosciami anty-
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bakteryjnymi, antygrzybowymi i antywirusowymi w poréwnaniu z analogicznymi zwigzkami
obecnymi w czosnku. Ponadto zawartos¢ tiosulfinatéw i innych organicznych zwigzkéw siarki
jest czterokrotnie mniejsza w cebuli niz w czosnku [Benkeblia, Lanzotti 2007]. Poniewaz jed-
nak ekstrakt z cebuli charakteryzuje si¢ silnymi whasciwosciami antybakteryjnymi, antygrzy-
bowymi i antywirusowymi, mozna przypuszczad, ze sg one wynikiem synergistycznego dziatania
tiosulfinatéw, zwigzkéw siarkoorganicznych oraz innych zwigzkéw wystgpujacych w wyciagu
z tej rosliny.

SAPONINY. Saponiny sg zwigzkami pochodzenia roslinnego nalezgcymi do glikozydéw. W ich sktad
wchodzg dwie czgsci aglikon — sapogenina (sapogenol) i glikon — sacharyd (cukier). W roslinach
z rodzaju Allium wyst¢pujg saponiny sterydowe (sterydowy charakter aglikonu). Sg one pochod-
nymi spirostanu lub furostanu [Sparg i in. 2004]. Lanzotti [2006] podaje nazwy i wzory kilku-
nastu saponin wyizolowanych z réznych odmian cebuli. Badania wskazujg na antybakteryjne,
antygrzybowe, antywirusowe i owadobdjcze whasciwosci saponin [Francis i in. 2002; Sparg i in.
2004]. Ich mechanizm dziatania na mikroorganizmy polega na tworzeniu komplekséw ze stero-
lami i fosfolipidami zawartymi w membranach komdérkowych, co powoduje wzrost ich prze-
puszczalnosci oraz lizy komdrek [Francis i in. 2002; Lanzotti i in. 2012]. Fungitoksycznos¢
saponin jest zréznicowana i zalezy zaréwno od rodzaju saponiny, jej stgzenia, jak i testowanego
gatunku grzyba [Sparg i in. 2004]. Lanzotti i in. [2012] zbadali wptyw trzech saponin cebuli,
pochodnych furostanu (A, B i C) na 10 gatunkéw grzybéw. Najsilniejszg aktywnoscig antygrzy-
bowg charakteryzowala si¢ saponina B, a najstabszg saponina C. Fusarium oxysporum, Rhizoctonia
solani i Sclerotium cepivorum, bedace patogenami cebuli, okazaly si¢ gatunkami niewrazliwymi
na badane saponiny. Dwa ostatnie gatunki grzybéw posiadaty zdolnos¢ rozktadu saponin do
nietoksycznych zwigzkéw. Badane saponiny wykazywaly synergizm w dziataniu antygrzybowym.
Ich mieszanina charakteryzowata si¢ silniejszg fungitoksycznoscig w poréwnaniu z dziataniem
kazdej z nich oddzielnie.

Saponiny sg metabolitami wtérnymi wystgpujacymi u bardzo wielu roslin. Dzigki whasci-
wosci pienienia si¢ w wodzie byly przez dtugi czas stosowane do prania. Cebula zawiera znacznie
mniej saponin w poréwnaniu z innymi roslinami. W surowcach zielarskich, z ktérych pozyskuje
si¢ saponiny (np. korzed mydlicy, lis¢ bluszczu czy owoc kasztanowca) ich zawarto$¢ wynosi 8-12%.
Natomiast z 10 kg swiezych roslin z rodzaju A//ium mozna uzyska¢ 5-10 mg czystych saponin
[Lanzotti 2005]. Zawartos¢ saponin zalezy od fizjologicznego wieku rosliny. W roslinach niedoj-
rzatych znajduje si¢ wiecej saponin niz w dojrzatych [Francis i in. 2002]. U roslin z rodzaju Allium
najwiccej saponin wystepuje w kwiatach, znacznie mniej w innych czg¢sciach, np. w lisciach
[Lanzotti 2005]. Ilosciowa i jakosciowa zawartos¢ saponin u niektérych roslin z rodzaju Alium
zalezy od pory roku, w ktérej wykonuje si¢ analizy i ma zwigzek z przechowywaniem. U pora
(Allium porrum) najwyzsza zawarto$¢ saponin wystgpuje w lecie. Zimg saponin jest najmniej
i nie wystepujg saponiny pochodne spirostanu [Lanzotti 2005]. W literaturze brak jest doktad-
nych danych dotyczgcych zawartosci saponin w cebuli. Mozna jednak przypuszczaé, ze podlegaja
one tym samym zalezno$ciom, co u innych roslin z rodzaju Allium.

FrawonoiDy. Flawonoidy sg polifenolami wystgpujacymi w roslinach. Struktura flawonoidéw
oparta jest na ukladzie flawanu, sktadajacego si¢ z trzech pierscieni: A, B i C. Modyfikacje
w obrgbie pierscienia C prowadza do powstania réznych zwigzkéw flawonoidowych. W cebuli
wystepujg zwigzki z grupy flawonoli i antocjanidyn. Flawonole wystgpuja w cebuli biatej, Zéttej
i czerwonej, natomiast antocyjanidyny tylko w czerwonej [Slimestad i in. 2007]. Do tej pory
w cebuli zidentyfikowano 25 flawonoli i 25 antocjanidyn. Zawarto$¢ flawonoli jest najwyzsza
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w cebuli czerwonej i wynosi 415-1917 mg/kg $w. m. [Slimestad i in. 2007]. Cebula biata zawiera
minimalne ilosci flawonoli (1,2-2,7 mg/kg sw. m.) [Marotti, Piccaglia 2002]. Gléwnym flawo-
nolem w cebuli, niezaleznie od jej rodzaju, jest kwercetyna. Jej udzial wynosi okoto 90% wszyst-
kich flawonoli wystgpujacych w cebuli [Lombard i in. 2002]. Flawonoidy wystepujg w postaci
polaczeni glikozydowych i wolnych aglikonéw.

W poréwnaniu z innymi roslinami zawarto$¢ flawonoidéw w cebuli jest bardzo wysoka
[Lanzotti 2006]. Zalezy ona zaréwno od czynnikéw genetycznych (odmiany cebuli), jak i Srodo-
wiskowych. Ta sama odmiana cebuli rosngca w réznych miejscach moze réznié si¢ zawartoscig
kwercetyny [Patil i in. 1995; Marotti, Piccaglia 2002; Rodriguez Galdén i in. 2008]. Najwigcej
flawonoli znajduje si¢ w skérce (suche tuski). Ich zawartosé w tkankach cebul zmniejsza si¢ od
zewnetrznych lisci do wewnetrznych [Bilyk i in. 1984]. Poziom nawozenia wedtug jednych badari
nie ma wptywu na zawarto$¢ flawonoli [Morgen i in. 2006]. Natomiast inne wskazuja, ze niska
zawarto$¢ azotu w glebie w drugiej czesci sezonu wegetacyjnego moze powodowacé wzrost
zawartosci flawonoli [Patil i in. 1995]. Ich akumulacja w cebulach rozpoczyna si¢ w sierpniu
w momencie zasychania lici i wzrasta az do zbioru, a takze moze by¢ kontynuowana w pierwszych
tygodniach przechowywania, jezeli temperatura nie bedzie wyzsza niz 1°C [Horbowicz 1999].
Réwniez pozostawienie cebuli po zbiorze na polu przez 3-4 dni powoduje akumulacj¢ flawonoli
[Patil i in. 1995]. Stad tez termin zbioru i sposéb przechowywania majg decydujacy wpltyw na
zawarto$¢ tych zwigzkéw w cebulach. Stres srodowiskowy oraz niedobér wody, porazenie przez
grzyby lub owady powoduje wzrost zawartosci flawonoli [Patil i in. 1995].

Kwercetyna, gtéwny flawonol wystepujacy w cebuli, znajduje szerokie zastosowanie w medy-
cynie: obniza st¢zenie cholesterolu i lipidéw we krwi, ma dziatanie przeciwnowotworowe, prze-
ciwzapalne i przeciwzakrzepowe, zmniejsza skutki napromieniowania, ochrania migzsz watroby,
obniza poziom glukozy we krwi, zapobiega miazdzycy [Lanzotti 2006].

Wiele metabolitéw wtérnych roslin wykazuje aktywnos¢ biologiczng w stosunku zywych
organizméw. Flawonoidy odgrywajg w tym zakresie szczegélnie wazng rolg, kontrolujgc inter-
akcje miedzy roslinami, grzybami, organizmami grzybopodobnymi i bakteriami [Lagrange i in.
2001]. Odgrywaja one role czagsteczek sygnalnych biorgcych udziat w rozpoznaniu partneréw
i decydujg o ekspresji genéw odpowiedzialnych za nawigzanie symbiozy (tworzenie brodawek)
roslin motylkowatych i bakterii z rodzaju Rhizobium [Kikuchi i in. 2007]. Podobny udziat flawo-
noidéw ma miejsce w nawigzywaniu pasozytniczych relacji migdzy roslinami i bakterig Agrobacterium
tumefaciens, grzybopodobnymi Qomycetes oraz grzybami z rodzaju Fusarium powodujacych paso-
zytniczg zgorzel siewek. Flawonoidy majg réwniez wptyw na kietkowanie zarodnikéw i form
przetrwalnikowych grzybéw pasozytniczych [Lagrange i in. 2001; Kikuchi i in. 2007].

Flawonoidy, w zaleznosci od ich st¢zenia i budowy, mogg wplywaé zaréwno stymulujgco,
jak i inhibujgco na kietkowanie zarodnikéw grzybéw ekto- i endomikoryzowych oraz wzrost
i rozgalezianie si¢ ich strzgpek, przez co regulujg tworzenie symbiozy mikoryzowej [Chabot i in.
1992; Fries i in. 1997; Kikuchi i in. 2007]. Kwercetyna w st¢zeniu 10 pM stymulowata wzrost
strzepek endomikoryzowego grzyba Gigaspora margarita i pozostawala bez wptywu na wzrost
Gigaspora gigantea [Douds i in. 1996]. Badania Friesa i in. [1997] wykazaly, ze doglebowa aplikacja
kwercetyny w niskich stezeniach (0,25 mM) stymulowata wzrost roslin i kolonizacj¢ endomiko-
ryzowg. Natomiast wyzsze st¢zenia (1,0 mM) i wielokrotna aplikacja hamowaty zar6wno wzrost,
jak i kolonizacj¢ mikoryzows. Autorzy ci uwazaja, ze tylko w waskim przedziale niskiego
stezenia kwercetyna stymuluje kKietkowanie zarodnikéw i wzrost strzgpek grzybéw endomiko-
ryzowych z rodzaju Glomus i Gigaspora. Kikuchi i in. [2007] testowali wptyw 11 flawononoidéw
aplikowanych w stezeniu 2 mM na kietkowanie zarodnikéw ektomikoryzowego grzyba Swillus
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bovinus. Siedem z badanych flawonoidéw stymulowalo kietkowanie, a cztery, w tym kwercetyna,
pozostawato bez wptywu na ten proces.

Flawonoidy, w tym kwercetyna, charakteryzujg si¢ wlasciwosciami antygrzbowymi [Curir
i in. 2006; Silva i in. 1998]. Niektére gatunki mikroorganizméw glebowych oraz grzybéw, np.
z rodzaju Armillaria, réwniez wrazliwych na flawonoidy, mogg je metabolizowac do zwigzkéw
nietoksycznych i wykorzystywaé jako Zrédto wegla [Fries i in. 1997; Curir i in. 2006].

Flawonoidy mogg wptywac takze na wzrost ro§lin. Agati i Tattini [2010] uwazaja, ze flawo-
noidy o wlasciwosciach antyoksydacyjnych, w tym kwercetyna, sg skutecznymi inhibitorami
dopodstawowego (bazypetalnego) transportu auksyny w todydze. Z kolei Lagrange i in. [2001]
podaja, ze flawonoidy mogg w roslinach wykazywaé dziatanie podobne do cytokinin (aktywne
stezenie okoto 100 pM).

Biologiczna rola zwigzkéw wystepujacych w cebuli

Przedstawione powyzej grupy zwigzkow pelnig wazng rolg w reakcjach obronnych rosliny [Jones
i in. 2004]. Tiosulfinaty i zwigzki siarkoorganiczne powstajg w tkankach w miejscu infekcji lub
mechanicznego uszkodzenia ze zwigzkéw bedacych ich prekursorami, fizycznie oddzielonymi
od siebie w nieuszkodzonej komérce. Zwigzki te toksyczne dla atakujgcych mikroorganizméw
mogg réwniez uszkodzi¢ tkanki roslin, dlatego dziatajg tylko lokalnie i w krétkim czasie, mini-
malizujac takg mozliwosé. Tiosulfinaty i zwigzki siarkoorganiczne nalezy zaliczy¢ do fitoanty-
cypin, czyli toksycznych dla mikororganizméw substancji produkowanych w roslinie w wyniku
infekcji lub mechanicznego uszkodzenia tkanek wylgcznie ze zwigzkéw obecnych w komdree.
Fitoantycypiny réznig si¢ od fitoaleksyn, ktére syntetyzowane sg de novo w koméree w wyniku
r6znego rodzaju streséw, réwniez infekcji [VanEtten i in. 1994]. Saponiny cebuli sg typowymi
fitoncydami, czyli substancjami wydzielanymi przez rosliny naczyniowe (niezaleznie od infekcji)
i oddzialujace na mikroorganizmy. Flawonoidy cebuli petnig najbardziej zr6znicowang rolg. Jako
substancje toksyczne dla grzybow zaliczane sg do fitoncydéw, jednak ich dziatanie allelopaty-
czne jest znacznie szersze. Maja one wplyw na kietkowanie zarodnikéw i interakcje migdzy
ro$linami a organizmami symbiotycznymi i pasozytniczymi [Gniazdowska i in. 2004].

Najczesciej fitoncydy, fitoantycipiny czy fitoaleksyny danej rosliny dzialajg na mikroorga-
nizmy, ktére jej nie porazajg [Lanzotti i in. 2012]. Jest rzeczg zupetnie zrozumialy, ze skutecznie
infekowa¢ rosliny mogg jedynie te mikroorganizmy, ktére w swoim rozwoju ewolucyjnym
potrafity wyksztatci¢ mechanizmy unieszkodliwiajace substancije toksyczne wystepujace w pora-
zanej ro$linie lub zdobyty odpornos¢ na ich dziatanie [Jankiewicz, Sobiczewski 1997]. Wiedza
w tym zakresie daje jednak szerokg mozliwos¢é wykorzystania omawianych substancji w ochronie
innych gatunkéw roslin.

Doswiadczenia z praktycznym zastosowaniem cebuli w szkétkach

lesnych
Metodg zastosowania wodnego wyciagu z cebuli w ochronie siewek przed pasozytniczg zgorzelg
w szkdtkach lesnych zaproponowata dr Barbara Duda z Instytutu Badawczego Lesnictwa.
Biofungicyd ten, przygotowany przez szkétkarza samodzielnie, mozna stosowac do zaprawiania
nasion oraz opryskiwania wschodéw [Duda 1998]. Preparat cebulowy stosowano w wielu
szkétkach, m.in. w Nadlesnictwie Szubin i Dobrzejewice (RDLP Toruii) oraz w szkétce Kampino-
skiego Parku Narodowego. Zabiegi zwigkszyly przezywalnosé siewek, ograniczyly wystgpowa-
nie patogenéw w glebie i spowodowaty zmiany morfologiczne grzybni Riizoctonia solani [Stocka
2008]. W wyniku aplikacji preparatu cebulowego nastgpito zwickszenie liczby gatunkéw grzybéw
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saprotroficznych w glebie do 20, przy czterech gatunkach po stosowaniu fungicydéw zawiera-
jacych tiuram [Sierota 1997]. Niekorzystnym efektem aplikacji wyciggu z cebuli w ochronie sosny
przed pasozytniczg zgorzelg moze by¢ zahamowanie wzrostu ochranianych roslin. Wskazujg na
to wyniki uzyskane przez Dudg¢ [1998] i Hamere [2009]. Obie autorki wykazaly ograniczenie
dhugosci czgsci nadziemnej siewek sosny, co moze by¢ efektem ograniczenia bazypetalnego
transportu auksyny przez flawonoidy zawarte w wyciggu z cebuli. Niezaleznie od stosowania
cebuli w ograniczaniu pasozytniczej zgorzeli siewek, podejmowane sg badania nad wykorzysta-
niem pozostalosci pozniwnych roslin z rodzaju A/ium: czosnku i cebuli do biofumigacji gleby
w szkétce w ochronie przed chwastami [Mallek i in. 2007].

Opracowany przez Dude [1998] przepis na przygotowanie biofungicudu jest nastgpujacy:
zmielone cebule zalewa si¢ wodg i pozostawia w ciemnym, chlodnym i przewiewnym miejscu
na tydzieri. Podstawowy sklad mieszaniny stanowi 1 kg cebuli i 3 litry wody. Po przefiltrowaniu
mieszaniny otrzymany wodny wyciag stosuje si¢ do opryskéw jako 7% wodny roztwér (przepis
ilosciowy). Zmodyfikowany przepis podaje Stocka [2008]. Zmielone cebule zalewa si¢ wodg
w proporcji: 1 cz¢$¢ pulpy cebulowe;j i 1,5 czgsci wody. Mieszaning przetrzymuije si¢ w chtodnym
miejscu przez 7-10 dni, a nast¢gpnie odcedza. Otrzymany wodny wycigg mozna przechowywac
w chtodni przez 3 miesigce. Do opryskéw stosuje si¢ wyciag w proporcji: 1 cz¢s¢ wyciagu i 7 czesci
wody (przepis objetosciowy).

W biofungicydzie przygotowanym wedtug powyzszych przepiséw najwigkszg aktywnosé
biologiczng wykazujg flawonoidy (kwercetyna i jej pochodne). Decyduje o tym zaréwno wysoka
zawarto$¢ tych zwigzkéw [Slimestad i in. 2007], jak réwniez fakt, ze sg one skuteczne w roztwo-
rach mili-, mikro-, a nawet nanomolarnych [Kikuchi i in. 2007]. Tiosulfinaty i zwigzki siarkoor-
ganiczne jako substancje lotne i nietrwale wykazujg wysokg aktywnosé antygrzybowsg tylko
w okresie kilku-kilkunastu godzin po zmieleniu cebuli [Breu 1996]. Z kolei zawartos¢ saponin
w kilogramie cebuli wynosi jedynie 0,005-0,01% (50-100 ppm). Po zalaniu pulpy cebulowej
wodg oraz rozciericzeniu odcedzonego wyciagu przed opryskiem zawarto$é saponin jest zbyt
niska, aby mogla by¢ skuteczna. Lanzotti [2006] podaje, ze 100% inhibicji wzrostu grzybni
uzyskano przy stezeniu saponin 200 ppm, natomiast przy stezeniu 50 ppm inhibicja wynosita
65-90% w zaleznosci od testowanego gatunku grzyba. Nalezy jednak oczekiwaé, ze zaréwno tio-
sulfinaty i zwigzki siarkoorganiczne, jak i saponiny, mimo niskiej zawartosci, b¢dg wykazywaty
dzialanie synergistyczne z flawonoidami.

Oznaczenie zawartosci polifenoli w wodnym wyciggu z cebuli

Majgc na uwadze wiosenny termin przygotowywania przez szkétkarza preparatu cebulowego
(zaprawianie nasion — druga potowa kwietnia, opryski — maj) oraz znaczng zmiennos¢ zawartosci
zwigzkéw biologicznie czynnych w zaleznosci od odmiany cebuli, warunkéw wzrostu i przecho-
wywania, oznaczono zawarto$¢ polifenoli w wodnym wyciggu (odcieku z maceratu) z cebuli.
W kordcu kwietnia zakupiono od producentéw cebule z6tta dwéch odmian (Wiktoria
Skierniewicka i Supra). Wycigg przygotowano wedtug przepiséw podanych powyzej. Do ozna-
czen przygotowano prébki z cebuli obranej ze skdrki (pozbawione suchej tuski) i nicobranej,
poniewaz zaden z przepiséw nie precyzuje z jakiej cebuli sporzadza si¢ biopreparat, a jedno-
czesnie wiadomo, ze w skérce znajduje si¢ najwigeej polifenoli [Bilyk i in. 1984]. Doswiadcze-
nie sktadalo si¢ z 8 wariantéw: 2 odmiany, 2 przepisy, cebula obrana i niedobrana. Oznaczenia
wykonano w trzech terminach (5, 9 i 13 dni po sporzgdzeniu maceratu). Z kazdego wariantu
w kazdym terminie pobrano po trzy préby. Lacznie oznaczenia wykonano w 72 prébkach.
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Suchg mas¢ odcieku maceratu oznaczono z zastosowaniem metody wagowej. Badany macerat
odsgczono na lejku Schotta pod ci$nieniem (-0,1 mBa). 1 g odcieku suszono przez 24 godziny
w 105°C przy statym cisnieniu. Po uptywie doby prébki ochtodzono w eksykatorze i wazono,
notujgc ubytek masy. Czynnosé t¢ powtérzono 3 razy do osiggnigcia stanu statej masy [Polska...
1988]. Flawonoidy oznaczono metodg opisang przez Hallmann [2012]. Nawazke¢ odcieku odwa-
zono do plastikowej probéwki, dodano metanol oraz 1% kwas askorbinowy, wymieszano
doktadnie na worteksie i inkubowano w tazni ultradZzwi¢kowej (15 min., 30°C). Prébki zwirowano
przy predkosci 4000 rpm. Z probéwki pobrano 1 ml ekstraktu i ponownie zwirowano przy pred-
kosci 10 000 rpm. 900 pl ekstraktu pobrano do wialki HPLLC i poddano analizie. Do analizy
zwigzkéw flawonoidowych wykorzystano kolumne Synergi Fusion-RP 80i (250x4,60 mm).

Tabela
Zawarto$¢ suchej masy [g/100 g] oraz kwercetyny i jej pochodnych [mg/100g] w odcieku maceratu z cebuli

Content of dry-mass [g/100g] as well as quercetin and its derivatives [mg/100g] in the effluent from the
onion macerate

Sucha Rutynozyd-3-O-  Glukozyd-3-O-

Wariant masa kwercetyny kwercetyny Kwerceryna
Pigty dzieri maceracji
Wiktoria Skierniewicka 3,02 b 0,50 b 0,23 b 0,93 b
Supra 240 a 0,24 a 0,17 a 0,88 a
Przepis ilosciowy 2,37 a 0,38 b 0,16 a 0,93 b
Przepis objetosciowy 3,05b 0,36 a 0,23b 0,88 a
Cebula bez skorki 2,66 a 0,29 a 0,25 b 0,96 b
Cebula ze skérka 2,77 a 0,44 b 0,15a 0,85 a
Srednio 2,24 x 0,37 x 0,20 x 0,91 x
Dziewigty dzieri maceracji
Wiktoria Skierniewicka 3,05b 0,57 b 0,20 b 0,98 b
Supra 2,56 a 0,32 a 0,16 a 0,92 a
Przepis ilosciowy 2,51a 0,45a 0,14a 0,99 b
Przepis objetosciowy 3,10 b 0,45a 0,21b 0,91 a
Cebula bez skérki 2,852 0,35a 0,23 a 1,00 b
Cebula ze skdrkg 2,76 a 0,54 b 0,12 a 0,90 a
Srednio 2,80 xy 0,45 xy 0,18 x 0,95 x
Trzynasty dzied maceracji
Wiktoria Skierniewicka 330 b 0,70 b 0,17 a 4,60 b
Supra 2,87 a 0,42 a 0,19b 347 a
Przepis ilosciowy 2,82 a 0,60 b 0,175 a 4,04 b
Przepis objetosciowy 3,35b 0,52 a 0,182 b 4,03 a
Cebula bez skérki 312a 0,42 a 0,195 b 4,86 b
Cebula ze skdrkg 305a 0,70 b 0,163 a 321a
Srednio 3,09y 0,56 y 0,18 x 4,04y
Prawdopodobieristwo
Odmiana cebuli <0,0001 <0,0001 0,0220 <0,0001
Przepis <0,0001 0,0014 <0,0001 0,0036
Postaé cebuli n.s. <0,0001 <0,0001 <0,0001
Czas maceracji <0,0001 <0,0001 n.s. <0,0001

"Ta sama litera oznacza brak istotnych statystycznie réznic (p<0.05) migdzy srednimi dla dwéch poréwnywanych wariantéw (a, b) lub ter-
minéw oznaczen (X, y)

The same letter indicates lack of statistically significant differences (p<0.05) between the means for the two comparable variants (a, b)
or for individual identifications (x, y)
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Zastosowano przeptyw gradientowy i dwie fazy mobilne acrtonitryl/woda dejonizowana (55%
oraz 10%, pH=3). Czas wykonania analizy: 36 min, przeptyw: 1 ml/min, dtugos¢ fali: 250-370 nm.
Zwigzki zidentyfikowano na podstawic zewngtrznych standardéw Fluka i Sigma Aldrich o czy-
stosci 99,5%. Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej, stosujac czteroczynnikows analizg
wariancji (odmiana cebuli, przepis, posta¢ cebuli, czas maceracji).

Wryniki przedstawione w tabeli pokazujg istotnie wigkszg zawartos¢ kwercetyny i jej pochod-
nych, jak réwniez wigksza suchg mas¢ odcieku w odmianie cebuli Wiktoria Skierniewicka
w poréwnaniu z Suprg, we wszystkich terminach (wyjatek stanowi zawartos¢ glukozydu-3-O-
-kwercetyny w 13 dniu maceracji). Macerat sporzgdzony wedlug przepisu ilosciowego [Duda
1998] zawieral mniej pulpy cebulowej w wigkszej ilosci wody w poréwnaniu z przepisem obje-
tosciowym [Stockg 2008]. Stad tez sucha masa odcieku z maceratu w przepisie ilosciowym byta
istotnie mniejsza we wszystkich terminach wykonania oznaczeri. Z kolei zawartos¢ kwercetyny
byta istotnie wigksza w odcieku sporzadzonym wedtug przepisu ilosciowego. Mozna zatem
stwierdzié, ze przygotowujac biopreparat wedtug tego przepisu, uzyskamy wigcej cieczy uzyt-
kowej zawierajacej wigkszg ilos¢ kwercetyny. Wigksza ilos¢ wody utatwia bowiem ekstrahowa-
nie substancji z materiatu roslinnego.

W poréwnaniu z preparatem przygotowanym z cebuli bez skérki, biopreparat sporzgdzony
z cebuli ze skérkg nie réznit si¢ wielkoscig suchej masy odcieku, lecz charakteryzowat si¢ istot-
nie wyzszg zawartoscig rutynozydu-3-O-kwercetyny i nizszg glukozydu-3-O-kwercetyni i kwer-
cetyny. Nizsza zawartos¢ kwercetyny w preparacie sporzgdzonym z cebuli ze skérka, mimo ze
suche tuski zawicrajg wigcej tego zwigzku, jest spowodowana stabszym przechodzeniem do
roztworu wodnego substancji wystepujacych w suchych tuskach w poréwnaniu z tymi wystg-
pujacymi w tuskach migsistych.

Czas maceracji wptywa zaréwno na wielkos¢ suchej masy odcieku, jak i zawartos¢ kwerce-
tyny i rutynozydu-3-O-kwercetyny, natomiast nie ma wpltywu na zawarto$¢ glukozydu-3-O-
-kwercetyny. Poniewaz w naszych oznaczeniach zawartos¢ kwercetyny wzrosta mi¢dzy 9. a 13.
dniem maceracji czterokrotnie, nalezatoby przeprowadzi¢ dodatkowe badania w warunkach
r6znych szkétek lesnych, aby ustali¢ optymalny czas maceracji. By¢ moze w pewnych warunkach
siedmiodniowy czas maceracji nie pozwala na wykorzystanie w petni potencjatu biopreparatu
z cebuli.

Whnioski

# W sytuacji drastycznego ograniczenia liczby fungicydéw zarejestrowanych dla lesnictwa
dobrg alternatywa wydaje si¢ mozliwos¢ stosowania w szkétkach lesnych Srodkéw ochrony
biologicznej wykonanych sposobem gospodarczym. Biofungicyd oparty na wodnym wyciggu
z cebuli moze by¢ z dobrym skutkiem stosowany w ochronie siewek drzew lesnych przed
zgorzelg pasozytniczg [Duda 1998].

# Sporzadzenie biopreparatu z cebul nieobranych z suchych tusek bedzie mniej pracochtonne,
ale tak przygotowany srodek moze zawiera¢ mniej kwercetyny. Biofungicyd przygotowany
wedhlug przepisu ilosciowego Dudy [1998] bedzie zawieral wigcej kwercetyny niz sporza-
dzony wedtug przepisu objetosciowego Stockiej [2008].

# Ujemnym skutkiem stosowania boifungicydu niestandaryzowanego (wykonanego samodziel-
nie) moze byé bardzo zréznicowany efekt ochronny. Bedzie on zalezny od zawartosci substanciji
biologicznie aktywnych w wyciggu, na co ma wpltyw zaréwno odmiana uzytej cebuli, jak
réwniez warunki jej wzrostu i przechowywania.
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SUMMARY

Onion (A//ium cepa 1..) as a biological agent of plant protection in forest
nurseries

The onion (A/fium cepa L..) contains three groups of biologically active compounds playing an
important role in plant defense responses and allowing to use onion extract as a bio-fungicide in plant
protection. Thiosulfinates and organosulfur compounds are volatile and unstable compounds.
They are formed in the tissues in the site of infection or mechanical damage from the compounds
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which are their precursors, physically separated from one another in the intact cell. Flavonoids
and saponins are secondary metabolites of onions. Thiosulfinates, organosulfur compounds
and saponins are known for their antibacterial, antimycotic and antiviral activity. Flavonoids,
however, affect plant growth and germination of fungal spores and control the interactions
between plants and fungi, fungi-like organisms, bacteria, both symbiotic and parasitic.

The paper describes the method of preparing biofungicides based on an aqueous extract
of onion, and the possibility of its application in forest nurseries for the protection against the
damping off. The study demonstrates a different content of flavonoids (quercetin and its derivatives)
in the aqueous extract of onion depending on its variety, the method of preparing biofungicides and
the time of identification (5, 9, and 13 days).



