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Wstep

W ostatnich latach integrowane metody zwalczania chwastow staja si¢ domi-
nujacymi. Ten stan rzeczy ma kilka przyczyn. Po pierwsze, ujemne skutki stosowania
herbicydow, takie jak zanieczyszczenie gleb i wod gruntowych [45] czy gwaltownie
wzrastajaca liczba biotypow chwastéw odpornych [27], spowodowaty wzrost zaintere-
sowania innymi metodami ograniczania ich liczebnosci. Po drugie, wystapit znaczacy
zasto] w syntezie nowych substancji aktywnych herbicydéw, o odmiennych, niz
dotychczas poznane, mechanizmach dziatania [52]. To razem wywotato wzrost za-
interesowania innymi sposobami zwalczania chwastéw, w tym metodami biologicz-
nymi. W Polsce wiele badan z tego zakresu poswigcono bezposredniemu wyko-
rzystaniu roslin o potencjale allelopatycznym [21, 56] oraz ro$linozernych owadéw do
zwalczania uciazliwych gatunkow chwastow [42], a takze chwastow inwazyjnych, jak
Heracleum sosnowskyi [62]. Tymczasem na $wiecie wzrasta zainteresowanie bio-
herbicydami — czyli zarodnikami grzybow patogenicznych (mykoherbicydami) i bakte-
riami — stuzacymi do zwalczania konkretnych gatunkéw chwastow [26], a takze
alleloherbicydami, czyli wyizolowanymi z mikroorganizméw oraz ro$lin substancjami
naturalnymi, o wysokim potencjale fitotoksycznym [16, 50]. W Stanach Zjedno-
czonych dziata specjalna agenda rzadowa (Natural Product Utilization Research Unit),
zajmujaca si¢ wyszukiwaniem, badaniem i wdrazaniem substancji pochodzenia na-
turalnego, jako biologicznych $rodkéw ochrony roélin, a takze farmaceutykow [15].

Celem ponizszej pracy jest scharakteryzowanie obu grup preparatow oraz przed-
stawienie perspektyw ich zastosowania w przysztosci.
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Bioherbicydy

Waznym zrédtem substancji o charakterze fitotoksycznym sa toksyny wydzielane
przez grzyby. Wykorzystano je do produkcji naturalnych srodkéw — bioherbicydow,
przeznaczonych do zwalczania wybranych gatunkéw chwastéw. Role substancji
aktywne] w bioherbicydach petnia zarodniki grzybow patogenicznych lub bakterii
[20]. Badania nad tego typu preparatami sa prowadzone od 30 lat i w tym czasie kilka
bioherbicydow zostalo zarejestrowanych w Stanach Zjednoczonych i Kanadzie (tab. 1).
Sa one stosowane w formie klasycznej (zarodniki) lub ptynnej [26].

Tabelal. Wykazbioherbicydéw znajdujacych si¢ w obrocie (Auld i Morin 1995 cyt. za[26])

Preparat Patogen Zwalczany gatunek chwastu

Collego® Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Aeschynomene virginica (L.) B.S.P.
Sacc. f.sp. aeschynomene

De Vine® Phytophtora palmivora (ButLer) ButLer  Morrenia odorata (H.&A.) LinoL.

BioMal®  Colletotrichum gloeosporoides (Penz.)  Malva pusilla Sm.
Sacc. f.sp. malvae

Glownymi zaletami bioherbicyddw sa: wysoka selektywnosé wzgledem zwalcza-
nych gatunkdw chwastow oraz brak toksycznosci dla ludzi i Srodowiska [26]. Wysoka
selektywnos¢ bioherbicydéw ogranicza zakres ich stosowania w uprawach rol-
niczych — po wyparciu jednego gatunku ze zbiorowiska chwastow, jego miejsce
zajmuja inne [26]. W przypadku bioherbicydéw bardzo wazny jest wybér docelo-
wego chwastu. Wedlug Charudattana [7] najskuteczniej preparaty te zwalczaja
chwasty jednoroczne, rozmnazajace si¢ generatywnie, bez zdolnosci do wegetatyw-
nej regeneracji uszkodzonych czgsci, i samopylne. Kluczowym w wyborze celowych
gatunkow chwastow jest stopien ich szkodliwosci w uprawach, ale takze podatno$¢ na
choroby grzybowe. Dodatkowym atutem moze okazaé sie takze zwiekszona kon-
kurencyjno$¢ rosliny uprawnej, wzgledem chwastu ostabionego dziataniem bio-
herbicydu [63].

Zastosowanie bioherbicydow. Bioherbicydy znalazty szerokie zastosowanie
w zwalczaniu chwastow na ograniczonych powierzchniach, np. w ogrodach, parkach,
na trawnikach czy wzdtuz drog. Wedlug Gressela [23] fitotoksyczne patogeny znaj-
duja zastosowanie tam, gdzie herbicydéw nie mozna stosowaé lub sg one niesku-
teczne, czyli do niszczenia:

— chwastéw inwazyjnych [19],

— chwastow blisko spokrewnionych z ro$linami uprawnymi,

— chwastéw wymagajacych wysokich dawek herbicydéw, jak Abutilon theophrasti,
— chwastéw odpornych na herbicydy [65].

Formulacje bioherbicydéw. Duzym ograniczeniem w masowym stosowaniu
bioherbicydéw jest gwaltowna obnizka skutecznosci ich dziatania przy zbyt niskiej
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wilgotnodci [66] oraz w obecnoéci promieniowania UV [33]. Kluczem do roz-
wiazania powyzszych probleméw jest zastosowanie tzw. odwrotnych emulsji (ang.
invert emulsions), gdzie krople wody otacza lipidowa powloczka. Obie frakcje:
wodna i hydrofobowa miesza si¢ w proporcji 1 : 1 [3]. Taki sposob aplikacji bioher-
bicydu znacznie przedtuza okres dziatania preparatu, zachowujac wode wewnatrz
kropli do 24 godzin, co jest wystarczajacym okresem do infekcji [22]. Jako faze
lipidowa mozna stosowac¢ oleje réznego pochodzenia: olej 1 wosk parafinowy oraz
nienasycone monoglicerydy [11], oleje parafinowo roslinne i roslinne [53] czy
hydrofilne polimery [9]. Rowniez dodatek surfaktantow (np. Silwet L-77) znacznie
wydtuza czas dziatania bioherbicydéw [38]. Zastosowanie odwrotnych emulsji po-
zwala na skrocenie czasu infekcji, np. zastosowanie oleju rzepakowego znaczaco
skrocito (z 24 do 8 godzin) okres infekcji szartatu szorstkiego (Amaranthus retro-
fexus) przez Alternaria alternata [32). Najnowsza forma aplikacji bioherbicydow sa
mikropelety, ztozone z odwodnionej grzybni wymieszanej z dwutlenkiem krzemu,
olejem oraz skrobia [23]. Tak przygotowane preparaty grzybowe maj3 zdolno$¢ do
rehydratacji i wzrostu, bez wymaganego przez zarodniki okresu wilgoci.

Oprocz formulacji istotny jest réwniez sposob aplikacji bioherbicydu. Doll i in.
[13] wykazali, ze najskuteczniejsza forma aplikacji konidiow Microsphaeropsis
amaranthi, potencjalnego bioherbicydu do zwalczania Amaranthus spp., jest drobno-
kropliste opryskiwanie, takie jak dla fungicydéw, zapewniajace dobra penetracje
kropli w tanie i infekcje todyg chwastu.

Laczne stosowanie bioherbicydow. Istnieje nadal wiele ograniczed w szerszym
zastosowaniu bioherbicyddéw, szczegdlnie w rolnictwie. Po pierwsze, potrzeba du-
zych ilosci zarodnik6w, by wywotaty one zamierzone dziatanie fitotoksyczne. Efekt
ten mozna zwigkszy¢ poprzez taczne stosowanie kilku roéznych patogenéw, wyko-
rzystujac zjawisko synergizmu. Zastosowali to Guske i in. [25] w badaniach nad
zwalczaniem Cirsium arvense za pomocg patogenéw z rodzaju Phoma sp.. Bourdot
I in. [4] donosza o skuteczniejszym zwalczaniu Ulex europeaus poprzez taczne
zastosowanie dwoch biopreparatéw: najpierw Chondrostereum purpureum na zdeka-
pitowane pedy, a nastepnie po 5-6 miesigcach Fusarium tumidum w postaci odwrot-
nej emulsji. Oba patogeny nie wykazaly synergistycznego oddziatywania; kazdy
znich niezaleznie redukowat zaggszczenie pgdow chwastu, a efekt utrzymywat sie do
[2 miesigcy po zastosowaniu.

Laczne stosowanie kilku réznych bioherbicydéw moze zwigkszyé spektrum
zwalczanych gatunkéw chwastow. Chandramohan i Charudattan [6] wykazali efek-
tywnos¢ jednoczesnego stosowania Phomopsis amaranthicola, Alternaria cassiae,
Colletotrichum dematium f. sp. crotalariae i Fusarium undum f. sp. crotalariae
W zwalczaniu Amaranthus sp. oraz Senna obtusifolia i Crotalaria spectabilis.

Stosowanie bioherbicydéw z innymi zwiazkami. Rozwiazaniem problemow
Z ograniczonymi mozliwosciami stosowania bioherbicydéw na szersza skale moze
by¢ np. ich taczenie z niektérymi herbicydami lub stosowanie tych substancji po sobie



44 A. Stoklosa

[29]. Herbicyd hamuje syntez¢ biatek ochronnych uruchamianych przez ro$liny w trak-
cie ataku patogena, co wielokrotnie zwigksza porazenie roslin chwastu. Tego typu
praktyki moga by¢ wykorzystane w integrowanych metodach zwalczania chwastéw.
Wykazano na przyktad zwigkszong skuteczno$é fitotoksyczna wzgledem Setaria viri-
dis przy kombinacji 1/10 zalecanej dawki herbicydu setoksydym oraz patogena Pyri-
cularia setariae. Opryskiwanie herbicydem wykonywano na 2 lub 6 godzin przed
aplikacja grzyba [41]. Potaczenie herbicydu i grzyba okazato sie réwniez skuteczne
w zwalczaniu maruny bezwonnej (Matricaria perforata), gdzie na 48 godzin przed
inokulacja grzybem Colletotrichum truncatum zastosowano herbicyd metrybuzyne.
Optymalng faza do stosowania preparatéw byla faza 10 lisci maruny [40].

Trwaja badania nad taczeniem aplikacji patogenicznego grzyba ze zwiazkami
hamujacymi reakcje obronne roélin, jak np. z lipofilnymi chelatami wapnia czy
szczawianem. Rownie skuteczne sa rézne sposoby uszkadzania tkanek docelowo
zwalczanych chwastéw na drodze biologicznej, chemicznej lub fizycznej, a nastepnie
porazanie ich grzybami [23].

Badania nad nowymi mykoherbicydami do stosowania w uprawach rol-
niczych. W ostatnim czasie nasility si¢ badania nad nowymi gatunkami patogenéw,
stuzacych do zwalczania réznych gatunkéw chwastéw. W badaniach Medda i Camp-
bella [36] wykazano przydatno$¢ Pyrenophora semeniperda w zwalczaniu takich
gatunkow chwastoéw jednolisciennych, jak: Avena fatua, Lolium rigidum czy Hor-
deum leporinum. Patogen ten skutecznie ograniczat kietkowanie chwastéw, nie
uszkadzajac ziarniakow pszenicy, jesli byt zaaplikowany najpézniej w fazie kwitnie-
nia zboza. Z kolei w Japonii prowadzone s3 badania nad Drechslera monoceras
(DRESCHLER) SUBRAM. i JAIN, grzybem wyizolowanym z rodzimych gatunkéw z ro-
dzaju Echinochloa spp., do zwalczania Echinochloa crus-galli [28]. Bioherbicyd ten,
oznaczony symbolem MTB-951, charakteryzuje sie duza skutecznoscia chwasto-
bojcza w warunkach znacznego uwilgotnienia, a takze z dodatkiem ftalanu biisono-
nylowego (diisononyl phtalane) w iloéci 0,5-8 kg - ha™'. Ciekawe wydaje sie réwniez
zastosowanie grzyba Curvularia eragrostidis (izolat QZ-2000) w zwalczaniu palusz-
nika krwawego (Digitaria sanguinalis). Preparat ten wykazuje selektywnosé wzgle-
dem kukurydzy, ryzu, soi oraz bawetny [67].

Wykorzystanie bakterii jako bioherbicydow. Wsrod ostatnich trendéw w roz-
woju biologicznych metod zwalczania chwastéw, zaznacza sie wzrost zaintereso-
wania bakteriami wyizolowanymi z roslin i glebowymi, w tym szczegélnie bakteria-
mi ryzosfery. Moga by¢ one wykorzystywane bezposrednio do zwalczania chwastow
Jako bioherbicydy [29]. Tichich i Doll [57] donosza o skutecznym zwalczaniu
Cirsium arvense L. za pomocg bakterii Pseudomonas syringae pv. tagetis (PST),
wyizolowanej z porazonych nig ro$lin. Bakterie aplikowano w formie wodnego
roztworu z dodatkiem organiczno-silikonowego surfaktanta Silwet L-77, w potowie
lipca. Cztery kolejne aplikacje preparatu, wykonywane w odstepie tygodniowym,
wywotaly 50% uszkodzen ro$lin. Autorzy podkreslaja zalety tego typu ochrony
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biologicznej w miejscach, gdzie nie jest konieczne catkowite zwalczanie chwastu,
a jedynie znaczne ograniczenie liczebnosci jego populacji.

Preparaty bakteryjne, podobnie jak w przypadku mykoherbicydéw, mozna taczy¢
z innymi grupami zwiazkéw. Gronwald i in. [24] zastosowali kombinacje biatka
grzybowego Nepl oraz bakterii PST do zwalczania Cirsium arvense, Ambrosia
artemisiifolia i Taraxacum officinale. Uzyskane efekty byty poréwnywalne z otrzy-
manymi dla preparatéw stosowanych oddzielnie. Autorzy zwracajq jednak uwage na
potrzebg poszukiwania innych, korzystniejszych kombinacji obu biopreparatdw.

Alleloherbicydy

Zréd{em naturalnych fitotoksyn moga by¢ produkty wtérnego metabolizmu
roslin i mikroorganizmow. Sa to badz substancje o charakterze allelopatycznym [60],
wydzielane jako zwiazki wspomagajace konkurencje migdzygatunkowa [44], badz
substancje magazynowane w gruczotach ro$linnych [18], stuzace do obrony przed
atakiem ro$linozercéw. Wéréd wydzielin roslinnych coraz wigcej uwagi przywiazuje
si¢ do substancji uwalnianych z korzeni do gleby [12, 30, 35, 54]. Znacznie bogatszym
zrédtem naturalnych fitotoksyn, w poréwnaniu z ro$linami, sa mikroorganizmy [16]
zar6wno patogeniczne, jak i wolno zyjace [29]. Wszystkie wymienione zwiazki moga
stanowi¢ substancje wyjsciowe do produkc;ji alleloherbicydow.

Zalety alleloherbicydéw. Wsréd zalet alleloherbicydéw Duke i in. [17] wymie-
niajq inne, niz u herbicydéw, docelowe miejsca ich dziatania w roslinie oraz od-
mienne, niehalogenowe struktury chemiczne, a co si¢ z tym wiaze, odmienny cha-
rakter chemiczny. Substancje te sa rozpuszczalne w wodzie, herbicydy zas sa gléwnie
rozpuszczalne w ttuszczach [31]. Alleloherbicydy sa zwiazkami bardziej przyjaz-
nymidla srodowiska, o krotszym okresie pttrwania, sa obecne w srodowisku natural-
nym od wiekéw. Dodatkowo ich skutecznos¢ jest zdecydowanie wyzsza, poniewaz
ksztaltowaly si¢ one przez tysiace lat wspétistnienia, a wiec i wspotkonkurencji
mi¢dzy organizmami w konkretnym siedlisku. Jako ich zalete wymienia sie réwniez
mozliwos¢ produkowania na ich bazie syntetycznych herbicydow.

Wady alleloherbicydéw. Nie sa to jednak substancje pozbawione wad. Ci sami
autorzy [17] wskazuja, ze allelozwiazki czgsto maja bardzo skomplikowang budowe
chemiczna, utrudniajaca ich produkcje na szersza skalg. Co wiecej, ich aktywnogé
fitotoksyczna gwaltownie spada po uproszczeniu struktury. W wielu przypadkach
wykazuja wysoka biologiczng aktywnos$¢, ale ich fizykochemiczne whasciwosci oraz
krotki okres pottrwania w $rodowisku powoduja, ze nie sa dobrymi alleloherbicyda-
mi. Wiele z tych substancji, mimo duzej fitotoksycznosci, jest takze trujacych dla
ssakow, przez co nie moga by¢ wykorzystywane w praktyce, np. AAL-toksyna [1].

Preparaty dostepne na rynku. Naturalnymi i jedynymi fitotoksynami, z kté-
rych, jak do tej pory, powstaly preparaty handlowe, sa: bialafos i jego sktadowy
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Tabela 2. Alleloherbicydy dostgpne na rynku

Preparat Zwiazek Producent

Herbiace® Bialafos Meiji Seika Kaisha
Basta®, Buster®, Challenge®, Finale®, Glufosinat  AgrEvo USA Co, Hoechst
Harvest®, Ignite®, Liberty®, Rely® Schering AgrEvo GmbH

aminokwas — fosfinotrycyna, na rynku dostgpna jako glufosynat, syntetyczna forma
soli amonowej (tab. 2). Bialafos zostal odkryty na poczatku lat siedemdziesiatych;
wyizolowano go z bakterii glebowych Streptomyces viridochromogenes i S. higro-
scopicus (Bayer i in. 1972 oraz Kondo i in. 1973, cyt. za [29]). Poczatkowo badano
jego przeciwgrzybowe i antybakteryjne wlasciwosci, po czym okazalo sig, ze jest to
substancja inhibitujaca syntetaze glutaminowa, kluczowy enzym roslinny bioracy
udziat asymilacji azotu [37]. Wtedy pojawita si¢ mozliwos$¢ wykorzystania bialafosu
jako naturalnego herbicydu (Bayer i in. 1972, cyt. za [29]).

Nowo badane substancje o potencjale allelopatycznym. Sposréd ro$linnych
substancji allelopatycznych, o potencjalnym wykorzystaniu chwastobdjczym, obec-
nie badane sa, miedzy innymi, takie grupy zwiazkow, jak: kwasy fenolowe [48, 55],
kumaryny [10], kwasy hydroksamowe [39]. Badania te zwykle zaczynaja si¢ od
testowania aktywnosci fitotoksycznej surowych wyciagéw z roslin-donoréw, a na-
stepnie okreslania udziatu w tych wyciagach poszczegdlnych zwiazkéw fitotok-
sycznych. Grupa zwiazkéw izolowanych z mikroorganizméw jest znacznie szersza
i obejmuje takie konkretne substancje, jak: actinonin, hydantocidin, pyridazocidin,
cornexistin, hydrocornexistin, phomalacton, resomyrcin, nigrosporins [16].

Wsréd substancji izolowanych z roélin duzo uwagi poswigca si¢ sorgoleonowi,
pozyskiwanemu z wydzielin korzeniowych sorga [12, 59] oraz parteninie wyizolo-
wanej z liSci Parthenium hysterophorus L. [43].

Perspektywy rozwoju bioherbicydow i alleloherbicydow,
jako metod zwalczania chwastow

Przysztoscia rozwoju biologicznych metod zwalczania chwastow jest biotechno-
logia. Genetyczne modyfikacje majace na celu poprawienie fitotoksycznych wiasci-
wosci patogenéw sa prowadzone kierunku zwiekszenie wirulencji grzyba. Udato si¢
uzyska¢ szczep grzyba z gatunku Colletotrichum coccodes o 9-krotnie wigksze]
patogenicznosci wzgledem chwastu Abutilon theophrasti z jednoczesnym obnize-
niem jego wymagania co do wilgotnosci, poprzez wprowadzenie do niego fitoto-
ksycznego biatka NEP1 (wyizolowanego z Fusarium sp.) [2]. Innym kierunkiem jest
wykorzystanie mutantéw produkujacych zwigkszone ilosci aminokwasu waliny,
ktérego nadmiar jest toksyczny dla roslin, bo zaburza ich metabolizm [5]. Wykryto
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spontaniczny szczep Fusarium oxysporumf. sp. cannabis Cs95 odporny na toksyczne
analogi waliny, ktéry wydzielat wysokie ilosci tego aminokwasu. Planuje sie wyko-
rzystanie hodowlanych odmian szczepu, wydzielajacych ponad 50 razy wiecej wali-
ny, do niszczenia plantacji konopi indyjskich [58].

Drugi kierunek poprawienia skutecznosci bioherbicydéw to genetyczne ograni-
czanie zakresu porazanych przez patogena gatunkow roélin oraz regulowanie jego
trwatosci w Srodowisku. Sands i in. [46] wyizolowali 3 klasy zmutowanego patogena
Sclerotinia sclerotiorum (powodujacego zgnilizne twardzikowa): auksotroficzne mu-
tanty zdolne do infekcji roslin tylko przy aplikacji tacznie z egzogenicznie podawa-
nym sktadnikiem odzywczym, mutanty niezdolne do tworzenia przetrwalnikow
(sklerocji) i mutanty o zredukowane;j wirulencji i ograniczonej ilosci gospodarzy.

Poszukiwania nowych alleloherbicydéw w ostatnich latach staty si¢ znacznie
bardziej efektywne. Jest to zwiazane ze znacznym postgpem w opracowywaniu
* metod wyszukiwania i oznaczania zwiazkéw chemicznych, odpowiedzialnych za
efekt chwastobojczy [17], takich jak réznego typu chromatografie: wysokocisnie-
niowa chromatografia cieczowa (HPLC), chromatografia gazowa (GC), cienko-
warstwowa (TLC) czy w koficu kolumnowa [49]. Metody te s czesto faczone ze
spektometriag masowa. Umozliwiajg one juz na wstgpnym etapie biotestow izolacje
zwiazkow o potencjale allelopatycznym i dalsze ich testowanie Juzw postaci czystych
ekstraktow. Dodatkowo, zaawansowane technologie pozwalaja na jednoczesne testo-
wanie kilkunastu, a nawet kilkuset zwiazkow [17, 51]. Nastapit takze znaczny postep
w zakresie metod cytogenetycznych: wyszukiwania genéw odpowiedzialnych za
biosyntez¢ zwiazkow [8, 64] i ich uwalnianie z komérek [61]. Przysztos¢ nalezed
bedzie do biotechnologii: tworzenia roslin transgenicznych o zwigkszonym poten-
cjale allelopatycznym [14, 34, 47].

Podsumowanie

Wykorzystanie biologicznych metod staje si¢ coraz wazniejszym elementem
walki z chwastami. Przyczynia si¢ do tego niewatpliwie presja spoteczna: konsumen-
ci Swiadomie wybieraja produkty wytwarzane metodami ekologicznymi, bez stoso-
wania pestycydéw. Coraz popularniejsze stajq si¢ systemy rolnictwa ekologicznego
| integrowanego, w ktorych wykorzystanie metod biologicznych jest jednym z prio-
rytetow, na co wskazuja intensywne badania nad nowymi biopreparatami przezna-
czonymi do stosowania w uprawach rolniczych. Bardzo szeroki zakres stosowania
biopreparatéw poza obszarem rolnictwa stanowi dodatkowy atut za ich wykorzysty-
waniem; mozna nimi zwalcza¢ chwasty inwazyjne czy agresywne, mozna je stosowaé
ha terenach chronionych i do niszczenia nielegalnych upraw. Badania nad nowymi
biopreparatami nabieraja tempa, gtéwnie dzieki opracowywaniu coraz skuteczniej-
szych metod ich aplikacji, a takze znacznemu postgpowi w dziedzinie biologii mole-
kularnej (tworzenie szczepéw i odmian transgenicznych) oraz w analizie instru-
mentalnej (wykorzystanie nowoczesnej aparatury laboratoryjnej).
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Bioherbicides and alleloherbicides as weed control methods
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Summary

Paper reviews the new, world-wide literature concerning application of bioherbi-
cides and alleloherbicides as biological methods in weed control. Both, advantages
and disadvantages, and perspectives of their usage in the future were showed. Also
some examples of new experiments, connected with both groups of formulas, carried
out all over the world were described.



