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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposdb wytwarzania preparatu na bazie oligogalakturonidéw (OGA)
i jego zastosowanie w rolnictwie.

Oligogalakturonidy sg pochodnymi pektyn o niskiej masie czgsteczkowej, ktére wytwarzane sg
zwykle poprzez depolimeryzacje naturalnych pektyn o wysokiej masie czgsteczkowe;j.

Najbardziej znang metodg otrzymywania tego typu zwigzkéw jest metoda enzymatycznej hydro-
lizy pektyn za pomocg pektynaz. Istnieje rowniez m.in. metoda alkalicznej depolimeryzacji pektyn, me-
toda hydrolizy w wysokiej temperaturze i metody depolimeryzaciji poliuronidéw przy uzyciu $rodka utle-
niajgcego.

W zaleznosci od stopnia polimeryzacii, tj. od 6 do 25-30 reszt monosacharydowych, oligogalak-
turonidy posiadajg rézne wtasciwosci i zastosowania. Na przyktad ustalono, ze oligogalakturonidy
o stopniach polimeryzacji DP od 6 do 9 zdolne sg do tworzenia silnych komplekséw z jonami metali
ciezkich, takich jak otéw, rte¢, kadm i inne. Oligogalakturonidy o wiekszym stopniu polimeryzacji stymu-
lujg powstawanie kwiatéw oraz wydtuzanie merysteméw wierzchotkowych korzeni i pedow.

Z patentu europejskiego nr EP1373543 B1 znany jest spos6b wytwarzania produktéw hydrolizy
pektyny obejmujacy traktowanie pektyny lub materiatu roslinnego zawierajgcego pektyne w wodnym
roztworze lub zawiesinie, enzymem hydrolizujgcym pektyne A w pierwszym etapie i enzymem hydroli-
zujgcym pektyne B w drugim etapie sposobu oraz zastosowanie produktéw w doustnych preparatach
farmaceutycznych. Wytworzone sposobem wedtug wynalazku produkty hydrolizy pektyny majg frakcje
galakturonidéw, ktére zawierajg co najmniej jedng 4,5-nienasycong czgsteczke kwasu galakturonowego
i ktére sg estryfikowane metanolem z wydajnoscig > 20%. Opcjonalnie w sposobie wedtug ujawnienia
ciekfe produkty hydrolizy otrzymane z drugiego etapu sposobu traktuje sie enzymem C w trzecim etapie
sposobu, w ktérym enzymem C jest pektynoesteraza.

Z patentu hiszpanskiego nr ES2537936 B1 znany jest sposdb wytwarzania zmodyfikowanych
pektyn cytrusowych charakteryzujgcy sie tym, ze surowiec pochodzacy z produktéw ubocznych prze-
mystu cytrusowego jest uwodniony i poddawany obrébce enzymatycznej celulazg i pektynoesterazg
w tagodnych warunkach. Zgodnie w wynalazkiem spos6b obejmuje wytwarzanie zmodyfikowanej pek-
tyny cytrusowej i ekstraktu alkoholowego. Polega on na tym, ze do produktéw ubocznych po produkciji
sokdw cytrusowych, tj. skorki lub pulpy dodaje sie wode i 5—10% cytrynianu sodu, w celu zwiekszenia
pH. Nastepnie przeprowadzana jest obrébka enzymatyczna roztworem celulazy, utrzymujgc produkt
w trakcie mieszania w temperaturze 40-50°C przez 30 minut. Sposdb obrdbki enzymatycznej analo-
gicznie powtarza sie przy zastosowaniu pektynoesterazy w takich samych warunkach reakcji. Po za-
konczeniu tego etapu przeprowadza sie dezaktywacje enzymatyczng poprzez obrobke cieplng w tem-
peraturze okoto 90°C przez 1-5 minut, nastepnie roztwoér jest ochtadzany do temperatury 25-30°C
i ekstrahowany metanolem w temperaturze pokojowej. Sposobem wedtug wynalazku uzyskuje sie pek-
tyne o masie czgsteczkowej 10-20 KDa i stopniu polimeryzacji 30-70 jednostek.

Z patentu amerykanskiego nr US9113650 B1 znany jest spos6b wytwarzania zhydrolizowane;j
pektyny PET, obejmujacy:

a) poddanie roztworu pektyny cytrusowej hydrolizie enzymatycznej przy zastosowaniu miesza-
nego roztworu pektynazy w warunkach kwasnych przy pH=4 i w temperaturze od 45°C do
65°C przez 1 godzine do 72 godzin, w celu wytworzenia hydrolizatu pektyny, w ktérym roz-
twor pektyny cytrusowej ma stezenie pektyny od 1 do 3% objetoSci a mieszany roztwér pek-
tynazy zawiera esteraze metylowg pektyny, poligalakturonaze i liaze pektynowg, a stosunek
objetosciowy zmieszanego roztworu pektynazy do roztworu pektyny cytrusowej wynosi
1000:1, a nastepnie

b) podanie hydrolizatu pektyny obrébce termicznej w temperaturze 100°C przez 10 minut,
w celu zakonczenia enzymatycznej hydrolizy.

Uzyskana pektyna jest catkowicie zhydrolizowana i ma usredniong mase czgsteczkowg mniejszg
lub réwng 1 kDa.

Z patentu rosyjskiego nr RU2478649 C1 znany jest sposdb wytwarzania pektyny o niskiej masie
czgsteczkowej, obejmujgcy hydrolize pektyny w wodnym roztworze kwasu mineralnego przez ogrzewa-
nie w celu oddzielenia fazy ciektej od nierozpuszczalnej pozostatosci pektyny, izolowanie docelowych
produktéw hydrolizy poprzez wytrgcenie rozpuszczalnikiem organicznym mieszalnym z wodg. Materia-
fem zasilajgcym hydrolize jest pektyna o niskim stopniu estryfikacji, natomiast hydrolize prowadzi w spo-
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séb ciggly w aparacie odptywowym utrzymujgc temperature na poziomie 70-100°C. Szybko$¢ podawa-
nia kwasu mineralnego do komory oblicza sie wedtug okre$lonego wzoru. Przygotowang faze ciektg po
procesie hydrolizy poddaje sie dodatkowej obrébce cieplnej w przeptywowym wymienniku ciepfa. Faze
ciekfg przed wytrgceniem pektyny zobojetnia sie do pH co najmniej 4.

Z patentu europejskiego nr EP/PL2115066 T3 znana jest "bioaktywna" kompozycja, ktéra zawiera
jeden lub wiecej oligogalakturonianéw ((1—4)-o-D-galakturonian) lub dowolne inne oligosacharydy (oli-
goguluroniany), ktére mogg wykazywacé konformacje "pojemnika na jajko" oraz jest stabilizowana przez
jeden lub wiecej polikationowych sacharydéw, korzystnie albo oligosacharyd chitozanowy, albo polisa-
charyd chitozanowy. Zgodnie z ujawnieniem kompozycja zwieksza synergistycznie aktywnos$¢ biolo-
giczng kazdego oligosacharydu i faczy ich indywidualne dziatanie wzmacniajgce w réznych dziedzinach.
Na przyktad moze by¢ kompozycjg elicytora, ktéra jest stosowana do ochrony roslin (zwiekszenia natu-
ralnej obrony ros$lin przed patogenami) i do stymulowania wzrostu i ré6znicowania roslin. Kompozycja
wedtug wynalazku moze tez byé kompozycjg nawozgca, stosowang do zwiekszania, na przyktad wy-
dajnosci roslin, poprzez zwiekszong wysoko$¢, grubosé (fodygi, lisci, korzeni), biomase lub liczbe kwia-
téw/owocodw przypadajgcy na rosline. W zastosowaniach srodowiskowych ujawniona w wynalazku kom-
pozycja moze byé stosowana jako srodek chelatujgcy (chelatujgcy metal ciezki) lub do uzdatniania $cie-
kow, zwiaszcza w technikach oczyszczania wody, do segregacji zwigzkéw organicznych i metali ciez-
kich. Mozna jg réwniez stosowacé do wytrgcania niektérych zwigzkéw odpadowych lub innych substanciji
zanieczyszczajgcych, takich jak DDT i polichlorobenzeny lub do utrwalania rodnikéw. Ponadto kompo-
zycja wedtug wynalazku moze by¢ réwniez fatwo stosowana w uktadach rolniczych i agrochemicznych,
jako powtoka konserwujgca i $rodek biostatyczny po naniesieniu na owoce, warzywa i uprawy, jako
nawoz, jako $rodek zwiekszajgcy liczbe uzytecznych mikroorganizméw glebowych i zmniejszajgcy
liczbe szkodliwych ("kontrola biologiczna") lub do stymulowania syntezy Srodkéw ochronnych przez
samag rosline, w celu przyspieszenia kietkowania i wzrostu roslin. Kompozycje stosuje sie jako promotor
wzrostu roslin, $rodek powlekajacy nasiona czy adiuwant przeciwgrzybiczy.

Zmieniajgcy sie klimat, gwattowne zmiany warunkéw atmosferycznych, wystepujgce okresy su-
szy na przemian z wysokimi opadami deszczu i zwigzana z tym wysoka presja choréb i szkodnikéw to
istotne problemy dzisiejszego rolnictwa. Dodatkowo zanieczyszczenie Srodowiska naturalnego oraz
problem pozostato$ci pestycydéw w zywnosci pochodzenia roslinnego sktaniajg do poszukiwan nowych
rozwigzan w zakresie ochrony i stymulacji roélin zarébwno pod wzgledem przystosowania rosliny do
zmiennych warunkéw atmosferycznych oraz zwiekszenia jej naturalnej odpornoéci na atak szkodnikéw
i patogenoéw wywotujgcych choroby. Wzrost Swiadomos$ci spotecznej dotyczgcej zdrowego odzywiania
zmusza producentéw do poszukiwania i wprowadzania do praktyki rolniczej bezpiecznych i biodegra-
dowalnych srodkéw ochrony roslin.

W stanie techniki nie ujawniono preparatéw biostymulujgcych pochodzenia naturalnego, ktére
faczylyby poprawe mozliwosci obronnych roslin przed atakiem patogenéw i szkodnikdéw oraz réwnocze-
sne dziatanie bezposrednio na szkodniki.

Twércy wynalazku w toku prac badawczo-rozwojowych otrzymali preparat, ktéry posiada takie
wihasciwosci.

Przedmiotem wynalazku jest sposdb wytwarzania preparatu na bazie oligogalakturonidéw (OGA)
o stopniu polimeryzacji DP od 2 do 10 metodg enzymatyczng, charakteryzujacy sie tym, ze do reaktora
wyposazonego w mieszadto i system grzejny wprowadza sie wode, roztwér 40% wersenianu 4-sodo-
wego oraz wodorotlenek sodu do uzyskania pH 12.0 mieszaniny reakcyjnej, nastepnie do reaktora wpro-
wadza sie pektyne owocowg wybrang sposréd pektyny cytrusowej lub jabtkowej, i miesza sie zawarto$¢
reaktora do czasu catkowitego rozpuszczenia sie pektyny, po czym dodaje sie 10% roztwor kwasu cy-
trynowego do uzyskania pH 5.0, nastepnie do reaktora wprowadza sie 0.1% roztwo6r enzymu pektyno-
litycznego wybrany spos$rdd poligalakturonazy lub pektynazy, po czym zawarto$¢ mieszaniny reakcyjne;j
ogrzewa sie do osiggniecia temperatury 80°C, ktérg utrzymuje sie jeszcze przez kolejne 30 minut do
czasu dezaktywacji enzymu, nastepnie mieszanine reakcyjng chtodzi sie do temperatury ponizej 40°C
i dodaje sie roztwdr sorbinianu potasu (1-5 kg proszku rozpuszczonego w niewielkiej ilosci wody)
i miesza sie przez kolejne 30 minut, gotowy produkt w postaci ptynnej zlewa sie do pojemnikéw lub
suszy rozpytowo albo liofilizuje w celu otrzymania produktu w postaci statej.

Stosowane w dalszej czesci opisu okreslenie ,preparat OGA” oznacza preparat wytworzony spo-
sobem wedtug wynalazku.
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Zgodnie ze sposobem wedtug wynalazku do wytwarzania preparatu OGA stosuje sie surowce
gtébwnie pochodzenia roslinnego, dlatego tez preparat OGA jest bezpieczny dla srodowiska podczas
jego stosowania.

Przedmiotem wynalazku jest takze zastosowanie wytworzonego sposobem wedtug wyna-
lazku preparatu OGA o stopniu polimeryzacji DP od 2 do 10 w rolnictwie lub sadownictwie lub
uprawie warzyw jako preparatu o dziataniu biostymulujgcym ros$liny i/lub dziataniu kontaktowym na
szkodniki oraz do stymulacji proceséw obronnych ros$lin i wzmocnienia odpornosci roélin na atak
patogenoéw i szkodnikéw, zwtaszcza w uprawach warzyw, roslin sadowniczych i zbéz lub do ograni-
czenia porazenia przez szkodniki,

przy czym patogen wybrany jest spos$réd Golovinomyces orontii, Oidium lycopersici, Erysiphe
betae, Erysiphe heraclei, Blumeria graminis Pseudoperonospora cubensis, Alternaria spp, Puccinia re-
condita, Zymoseptoria tritici, Fusarium spp., Rhizoctonia crealis, a szkodnik wybrany jest spo$réd prze-
dziorka, wciornastka, mszyc, maczlika, tantni$ krzyzowiaczek i poty$nicy marchwianka.

Jak wykazano w przyktadach wykonania preparat OGA wedtug wynalazku wykazuje dziatanie
biostymulujace i poprawia kondycje roslin zwiekszajgc ich tolerancje na zmieniajgce sie warunki atmos-
feryczne. Co wiecej, preparat OGA wedtug wynalazku wykazuje dziatanie stymulujgce odporno$¢ na-
bytg rosliny po przez aktywacje szlakéw sygnatowych oraz genéw odpowiedzialnych za reakcje obronne
rosliny, co pozwala na ograniczenie stosowania chemicznych $rodkdéw ochrony ro$lin, zwiaszcza
w uprawach gatunkéw ogrodniczych i rolniczych, gdzie atakujgce rosliny patogeny albo szkodniki mogg
powodowaé zniszczenie catej uprawy. Dlatego tez preparat OGA wediug wynalazku korzystnie stosuje
sie w rolnictwie lub sadownictwie lub uprawie warzyw.

Preparat OGA wediug wynalazku moze by¢ uznany za naturalng szczepionke , ktéra wspomaga
procesy odpornosciowe roélin. Dodatkowo preparat ten wpltywa na zwiekszenie zawarto$ci m.in. cukru
oraz polifenoli w roslinie, zatem zgodnie z wynalazkiem stosowanie preparatu OGA moze poprawiac
wiasciwosci prozdrowotne uprawianych roélin, zwtaszcza owocdw i warzyw, szczegdlnie tych uznawa-
nych za ,superfoods”.

Jak wykazano w przyktadach wykonania, po aplikacji preparatu OGA wedtug wynalazku zwiek-
szyt sie plon uzytkowy roslin uprawnych oraz jako$¢ plonu, zatem stosowanie tego preparatu jest wska-
zane w produkcji ekologicznej, zdrowej i bezpiecznej zywnosci. Zgodnie z wynalazkiem preparat OGA
korzystnie stosuje sie do wzmocnienia odpornosci roélin na patogeny i szkodniki lub ograniczenia cho-
réb grzybowych roslin, zwlaszcza w uprawach warzyw i zb6z.

Jak wykazano w przyktadach wykonania preparat OGA wedtug wynalazku dziatanie ambiwa-
lentne na ro$liny, gdyz z jednej strony stymuluje systemiczng odporno$é nabyta rosliny poprawiajac jej
mozliwosci obronne na atak patogendéw i szkodnikéw, a jednoczeé$nie w sytuacji ataku szkodnikéw,
wykazuje dziatanie kontaktowe, ograniczajgc liczbe zerujgcych szkodnikoéw na porazonej ro$linie. Jest
to unikalna wtasciwo$¢ preparatu OGA wedtug wynalazku, ktéra nie jest znana wséréd innych dostep-
nych w stanie techniki preparatéw naturalnych tego typu. W przeprowadzonych eksperymentach wyka-
zano, ze skuteczno$é preparatu OGA wediug wynalazku jest w pewnych zastosowaniach poréwny-
walna do preparatéw chemicznych. Zatem rozwigzanie wedtug wynalazku jest zgodne z programem
ochrony w Integrowanej Produkcji Rolniczej oraz z zasadami Rolnictwa Ekologicznego i moze stanowi¢
alternatywe dla stosowanych w uprawach preparatéw chemicznych lub tez pozwala na ograniczenie
iloSci stosowanych preparatéw chemicznych, co moze sie przyczynia¢ do zmniejszenia negatywnych
dla cztowieka i Srodowiska skutkéw stosowania chemicznych $rodkéw ochrony roslin, zwtaszcza tych
stosowanych powszechnie i na duzg skale w produkcji rolne;j.

Dlatego, zgodnie z wynalazkiem moze by¢ on zastosowany jako preparat zwiekszajacy odpor-
no$¢ na atak patogenoéw tj. maczniaki, alternaria, rdza brunatna, septorioza paskowana lisci, fuzaryjna
zgorzel podstawy zdzbta i korzeni i ostra plamisto$¢ oczkowa, a takze do zwalczania szkodnikow
w uprawach gatunkéw roslin uzytkowych tj. przedziorki, wciornastki, mszyce, a takze maczlik, tantni$
krzyzowiaczek i potySnica marchwianka. Wykazano szczegélnie korzystne dziatanie wobec maczniaka
prawdziwego obejmujgcej gatunki m.in. Golovinomyces orontii, Oidium lycopersici, Erysiphe betae, Ery-
siphe heraclei, ktére najczesciej atakujg uprawy warzywne.

Wynalazek przedstawiono w przyktadach wykonania, ktére nie ograniczajg jego zakresu.
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Przykiad 1 otrzymywanie preparatu OGA

Do reaktora wyposazonego w mieszadto i system grzejny wprowadza sie 900 dm? wody, nastep-
nie wigcza sie mieszadto i wprowadza roztwér 40% wersenianu 4-sodowego w iloéci 2,5 dm?® oraz wo-
dorotlenek sodu w ilosci odpowiednio 2-5 kg, tak aby po rozpuszczeniu surowcéw uzyskaé docelowg
warto$¢ pH mieszaniny wynoszacg 12,0.

Nastepnie wprowadza sie odpowiednio 10 kg pektyny jabtkowej (Pektyna, Centrochem) i miesza
sie do catkowitego rozpuszczenia, po czym wprowadza sie do reaktora odpowiednio 20-25 kg 10%
roztworu kwasu cytrynowego do uzyskania pH 5.0. Nastepnie do mieszaniny reakcyjnej dodaje sie
2 dm3 0.1% roztworu enzymu pektynolitycznego- pektynazy (Rohapect®, AB Enzymes) i cato$é
ogrzewa sie do osiggniecia temperatury 80°C, ktérg utrzymuje sie przez kolejne 30 minut. Nastepnie
wyfgcza sie ogrzewanie i mieszanine reakcyjng pozostawia sie do schtodzenia do temperatury roztworu
ponizej 40°C, po czym dodaje sie 1 kg sorbinianu potasu, w formie roztworu (rozpuszcza sie uprzednio
w niewielkiej ilosci wody potrzebnej do catkowitego rozpuszczenia proszku) i miesza sie przez kolejne
30 minut. Po zakonczeniu procesu reaktor uzupetnia sie wodg do 1000 dm?.

Po zakonczeniu mieszania gotowy produkt w postaci ptynnej mozna rozlaé do pojemnikéw lub
poddawac dalszej obrdbce (suszenie rozpytowe, liofilizacja) celem otrzymania postaci state;j.

Przeprowadzono badanie stopnia polimeryzacji preparatu OGA wg procedury opisanej w przy-
ktadzie 6, badania wykazaty polimeryzacje pektyn na poziome DP wynoszgcym 9 + 1.

Przykiad 2 otrzymywanie preparatu OGA

Do reaktora wyposazonego w mieszadto i system grzejny wprowadza sie 900 dm? wody, nastep-
nie wigcza sie mieszadto i wprowadza roztwér 40% wersenianu 4-sodowego w ilosci 2,5 dm® oraz wo-
dorotlenek sodu w ilosci odpowiednio 2-5 kg. Po rozpuszczeniu surowcdédw zmierzono pH, wartos¢ do-
celowa po dodaniu wodorotlenku sodu pH powinna wynosi¢ 12.0 w mieszaninie reakcyjne;.

Nastepnie wprowadza sie 10 kg pektyny cytrusowej (Pectin Classic CU 201, Herbstreith) i miesza
sie do catkowitego rozpuszczenia, po czym wprowadza sie do reaktora 20-25 kg 10% roztworu kwasu
cytrynowego do uzyskania pH 5.0. Nastepnie do mieszaniny reakcyjnej dodaje sie 6 dm® 0.1% roztworu
enzymu pektynolitycznego — poligalakturonazy (Pectinex SP-L, Novozymes) i cato$é ogrzewa sie do
osiggniecia temperatury 80°C, ktérg utrzymuje sie przez kolejne 30 minut. Nastepnie wytgcza sie ogrze-
wanie i mieszanine reakcyjng pozostawia sie do schtodzenia do temperatury roztworu ponizej 40°C, po
czym dodaje sie 2.5 kg sorbinianu potasu, w formie roztworu (proszek rozpuszcza sie uprzednio w nie-
wielkiej ilosci wody potrzebnej do catkowitego rozpuszczenia proszku) i miesza sie przez kolejne 30 mi-
nut. Po zakonczeniu procesu reaktor uzupetnia sie¢ wodg do 1000 dm?.

Po zakonczeniu mieszania gotowy produkt w postaci ptynnej mozna rozlaé do pojemnikéw lub
poddawac dalszej obrdbce (suszenie rozpytowe, liofilizacja) celem otrzymania postaci statej.

Przeprowadzono badanie stopnia polimeryzacji preparatu OGA wg procedury opisanej w przy-
ktadzie 6, badania wykazaty polimeryzacje pektyn na poziome DP wynoszgcym 6 + 1.

Przykiad 3 otrzymywanie preparatu OGA

Do reaktora wyposazonego w mieszadto i system grzejny wprowadza sie 900 dm>wody, nastep-
nie wigcza sie mieszadto i wprowadza roztwor 40% wersenianu 4-sodowego w iloéci 2,5 dm?® oraz wo-
dorotlenek sodu w ilosci odpowiednio 2-5 kg, tak aby po rozpuszczeniu surowcoéw uzyskaé docelowg
warto$¢ pH mieszaniny wynoszacg 12,0.

Nastepnie wprowadza sie 10 kg pektyny cytrusowej (Pectin Classic CU 201, Herbstreith) i miesza
sie do catkowitego rozpuszczenia, po czym wprowadza sie do reaktora 20—-25 kg 10% roztworu kwasu
cytrynowego do uzyskania pH 5.0. Nastepnie do mieszaniny reakcyjnej dodaje sie¢ 10 dm?3 0.1% roz-
tworu enzymu pektynolitycznego-poligalakturonazy (Pectinex SP-L, Novozymes) lub) i cato$é ogrzewa
sie do osiggniecia temperatury 80°C, kt6rg utrzymuje sie przez kolejne 30 minut. Nastepnie wyfacza sie
ogrzewanie i mieszanine reakcyjng pozostawia sie do schtodzenia do temperatury roztworu ponizej
40°C, po czym dodaje sie 5 kg sorbinianu potasu, w formie roztworu (proszek rozpuszcza sie uprzednio
w niewielkiej ilosci wody potrzebnej do catkowitego rozpuszczenia proszku) i miesza sie przez kolejne
30 minut. Po zakonczeniu procesu reaktor uzupetnia sie wodg do 1000 dm?.

Po zakonczeniu mieszania gotowy produkt w postaci ptynnej mozna rozlaé do pojemnikéw lub
poddawac dalszej obrdbce (suszenie rozpytowe, liofilizacja) celem otrzymania postaci state;j.

Przeprowadzono badanie stopnia polimeryzacji preparatu OGA wg procedury opisanej w przy-
ktadzie 6, badania wykazaty polimeryzacje pektyn na poziome DP wynoszgcym 3 + 1.
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Przykiad 4 otrzymywanie preparatu OGA w formie statej
Roztwér otrzymany wedtug przyktadéw 1 — mozna wysuszy¢ rozpytowo uzyskujgc produkt w for-
mie statej zawierajgcy OGA w iloéci do 10% (m/m).
Stosuje sie znane znawcy dziedziny techniki suszenia rozpytowego przy zadanych warunkach,
gdzie:
— temperatura zasilania powietrzem na wejsciu wynosi 180-220°C,
— temperatura zasilania powietrzem na wyj$ciu wynosi 80-100°C,
— foze wewnetrzne osigga temperature na wejsciu 75-90°C,
— foze zewnetrzne na wejsciu osigga temperature 20-30°C,
— Natezenie przeptywu roztworu otrzymanego wg przyktadow 1-3 przez uktad wynosi
1000-2000 kg/h.
Uzyskane wartosci DP dla preparatu statego majg warto$ci odpowiadajace ich ptynnym roztwo-
rom wyj$ciowym.
Przykiad 5
Roztwor otrzymany wedtug przyktaddéw 1-3 mozna poddag liofilizacji uzyskujac produkt w formie
statej zawierajgcy OGA w ilosci do 10% (m/m).
W celu uzyskania materiatu w postaci liofilizatu stosuje sie liofilizator.
Stosuje sie znane znawcy dziedziny techniki liofilizacji przy zadanych warunkach, gdzie:
— roztwér otrzymany wedtug przyktadéw 1-3 zamraza sie do temperatury od -35 do -25°C
utrzymujgc takie warunki przez 2 godziny,
— proces suszenia prowadzi sie pod ciSnieniem 0.2 mbar w temperaturze 20-30°C przez 20
godzin,
— uzyskany materiat dosusza sie w temperaturze 30—-40°C pod ci$nieniem 0.1 mbar przez 1-2
godziny.
— Uzyskane wartosci DP dla preparatu w postaci liofilizatu majg warto$ci odpowiadajgce ich
ptynnym roztworom wyjSciowym.
Przykiad 6
Badanie zakresu stopnia polimeryzacji (DP) w preparacie OGA
Badanie zakresu stopnia polimeryzacji preparatu OGA uzyskanego sposobem wedtug wynalazku
prowadzono dla formy ptynnej i statej preparatu. Wybrano metode oznaczania zawartosci kwasu galak-
turonowego metodg spektrofotometryczng z m-hydroksydifenylem wedtug Blumenkrantz, Asboe-Han-
sen. W warunkach oznaczenia zachodzi catkowita hydroliza substancji pektynowych do kwaséw galak-
touronowych (Gala). Kwasy te reagujg z kwasem siarkowym tworzgc kwas 5-formylo-2-furanokarbok-
sylowy (5FF). Z kolei te pochodne reagujg z m-hydroxydifenylem (MHDP) tworzgc kompleksy o rézo-
wym zabarwieniu, 0 maksimum absorbanciji przy dtugosci fali 520 nm. Do oznaczania zawarto$ci kon-
céw redukujgcych kwasu galakturonowego zastosowano metode Bertranda. Oznaczanie oligosachary-
doéw przeprowadza sie metodg posrednig na podstawie iloSci roztworu manganianu (VII) potasu zuzy-
tego na miareczkowanie jonow Fe*? odpowiadajgcych stechiometrycznie ilosci polisacharydow reduku-
jacych zawartych w badanym roztworze. W metodzie tej stosuje sie trzy ptyny Bertranda (I — siarczan
(V1) miedzi (Il); Il — winian potasu i sodu oraz wodorotlenek sodu; Ill — siarczan (VI) zelaza (lll) w stezo-
nym kwasie siarkowym (VI)). Oznaczenie polega na ilosciowej redukcji jonow Cu*? do Cu*' przez poli-
sacharydy zawierajgce w czgsteczce wolne grupy redukujace, ktére zachodzi w $rodowisku silnie alka-
licznym i w temperaturze wrzenia roztworu. W celu uzyskania wartosci DP nalezy poréwnaé stosunek
catkowitej zawartosci kwasu galakturonowego oznaczonego metodg Blumenkrantz, Asboe-Hansen
(1973) do catkowitej zawartosci redukujgcych koncéw oznaczonych metodg Bertranda. Powyzszg za-
leznos$é okresla sie za pomocg wzoru:

cathowita ilos¢ kwasu galakturonowego (%)

Stopien polimeryzacji (DP) = -
catkowita ilos¢ wolnych koicdw redukujacych (Tg)

Przykiad 7

Badanie wiasciwosci preparatu OGA

Badania wtasciwosci preparatu OGA uzyskanego sposobem wedtug wynalazku prowadzono dla
formy ptynnej preparatu.
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Doswiadczenia przeprowadzono na ro$linach uprawianych w tunelu i w polu narazonych na po-
razenie przez powszechnie wystepujgce choroby grzybowe. Obserwowano wplyw preparatu OGA na
najczesciej wystepujgce choroby grzybowe roélin wywotywane przez maczniaki i Alternarie, dozujac
preparat OGA wedtug wynalazku w dawce 2 | i 3 | na hektar uprawy. ll0$¢ cieczy roboczej w doswiad-
czeniach wynosita 600 I/ha. Do celéw poréwnawczych zastosowano kontrole, ktéra oznacza uprawy
bez podawania preparatéw oraz kombinacje z zastosowaniem dostepnych komercyjnie Srodkéw
ochrony roslin.

Preparat OGA wg wynalazku aplikowano dolistnie kilkukrotnie w odstepach co 7-10 dni poprzez
oprysk roslin. Dawki preparatéw sg podane w tabelach z wynikami poszczegélinych doswiadczen. OGA
zastosowano przed wystgpieniem objawdw choroby w celu aktywacji proceséw obronnych roslin. Sku-
teczno$¢ preparatéw oceniono na podstawie stopnia porazenia liSci przez maczniaka lub alternarie
w odstepach czasu co 7-10 dni. Do$wiadczenia prowadzono na uprawach ogérka i pomidora w tunelu
oraz w polowych uprawach buraka ¢wikiowego, marchwi i kapusty.

W tunelowej uprawie ogorka skuteczno$é OGA w obu badanych dawkach, obserwowana 10 dni
po 2 zabiegu, wynosita powyzej 80% przy porazeniu na obiekcie kontrolnym wynoszgcym 1,54%. Dal-
sze obserwacje wykazaty, ze skuteczno$é utrzymywata sie powyzej 80% dla dawki 3 I/ha, natomiast dla
dawki 2 I/ha spadta do poziomu 76%. Wzrost porazenia na ro$linach kontrolnych do 19,3% (10 dni po
4 zabiegu), a nastepnie 39,6% (10 dni po 5 zabiegu) spowodowato, ze skuteczno$¢ OGA bez wzgledu
na dawke spadta ponizej 70% (obserwacja prowadzona 10 dni po 4 zabiegu), a nastepnie ponizej 60%.
Obserwacje skutecznosci preparatu OGA w ograniczeniu maczniaka prawdziwego Golovinomyces
orontiiw uprawie ogérka pod ostonami przedstawiono w Tabeli 1. Pierwsza aplikacja OGA miata miejsce
w fazie BBCH 16.

Tabela 1 Skuteczno$¢ preparatu OGA w ograniczaniu maczniaka prawdziwego ogérka (Golovinomyces orontii)
w uprawie pod ostonami.

Obserwacje

KOMBINACJA 10 dn.l po2 10 dn.l po3 10 dn.l po 4 10 dn.l po S

zabiegu zabiegu zabiegu zabiegu

% porazenia lisci /% skutecznosci

KONTROLA 1,54 - 5,3 - 19,3 - 39,6 -
OGA 2 l/ha
(Przyktad 2) 0,24 84 1,3 76 77 60 19,3 51
OGA 3 l/ha
(Przyktad 2) 0,17 89 1,0 81 6,2 68 16,1 59
OGA 2 I/ha
(Przyktad 1) 0,18 70 1,1 69 8,9 51 19,0 52
Scorpion 325 SC
(substancja
aktywna:
Azoksystrobina, 0,0 100 0,0 100 0,0 100 0,04 99
Difenokonazol,
producent:
Syngenta)

W tunelowej uprawie pomidora preparat OGA wedtug wynalazku aplikowany w uprawie pomidora
(pierwsza aplikacja w fazie BBCH 53—-61) skutecznie ograniczat rozw6j maczniaka prawdziwego, jego
skuteczno$¢ obserwowana 10 dni po 3 aplikacji wynosita 90% bez wzgledu na zastosowang dawke.
Wozrost porazenia do 30,2% na obiekcie kontrolnym spowodowat obnizenie skutecznosci, jednakze
4 zabieg preparatem pozwolit na utrzymanie skutecznosSci preparatu na poziomie od 65% dla dawki
3 I/ha do 75% dla dawki 2 I/ha, wyniki przedstawiono w Tabeli 2.
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Tabela 2. Skuteczno$¢ preparatu OGA w ograniczaniu maczniaka prawdziwego pomidora (Oidium lycopersici)
w uprawie pod ostonami.

Obserwacje
KOMBINACJA 10 dn.l po3 14 dn.l po 4 7 dm. poS
zabiegu zabiegu zabiegu
% porazenia li§ci/% skuteczno$ci
KONTROLA 8,78 - 30,2 - 68,8 -
OGA 2 l/ha
(Przykiad 2) 0,78 91 7,4 75 36,6 46
OGA 3 l/ha
(Przyklad 2) 0,84 90 10,4 65 42,9 37
OGA 2 1/ha
(Przykiad 1) 2,08 76 18,1 40 48,9 29
Scorpion 325
S.C. (substancja
aktywna:
Azoksystrobina, 0,0 100 0,0 100 0,2 99
Difenokonazol
producent:
Syngenta)
WNIOSKI:

Dolistna aplikacja preparatu OGA w uprawie ogoérka i pomidora pod ostonami skutecznie ograni-
czyta porazenie ro$lin przez maczniaka prawdziwego. OGA stosowane przed wystgpieniem objawdw
choroby stymuluje procesy obronne i zwieksza odpornos$é roélin. Ponowienie aplikacji preparatem OGA
utrzymuje wysoka skuteczno$¢ dziatania w ograniczaniu rozwoju maczniaka prawdziwego w uprawie
warzyw pod ostonami.

W polowej uprawie buraka ¢wiktowego (Tabela 3) obserwacje porazenia liSci przez patogen wy-
konane 10 dni po 1 aplikacji OGA (faza BBCH 42-45) wykazaty jego skuteczno$¢ w obu badanych
dawkach na poziomie okoto 70%. Powtdrzenie zabiegu pozwolito na ograniczenie porazenia przez
maczniaka i uzyskanie skutecznosci na poziomie powyzej 50% w 7 dniu po 2 aplikacji oraz powyzej
40% w 7 dniu po 3 aplikacji (Tabela 3). Skuteczno$¢ w ograniczaniu mgczniaka prawdziwego w uprawie
marchwi po 4 aplikacji preparatem OGA byta wysoka i wynosita okoto 80% dla dawki 2 I/ha i 3 I/ha.
Obserwacje wykonane 7 i 14 dni po 5 zabiegu wykazaty skuteczno$é na poziomie okoto 40% dla dawki
2 i 3 I/ha (Tabela 4). Pierwsza aplikacja OGA w uprawie marchwi miata miejsce w fazie BBCH 42.

Tabela 3 Skuteczno$¢ preparatu OGA w ograniczaniu maczniaka prawdziwego buraka ¢wiktowego
(Erysiphe betae) w uprawie poi owe;.

Obserwacje
KOMBINACJA | 10 dni po 1 zabiegu | 7 dni po 2 zabiegu | 7 dni po 3 zabiegu
% porazenia lisci/% skutecznosci

KONTROLA 9,7 - 455 _ 72.5 i
OGA 2 1/ha
(Przykiad 3) 2.7 72 18,5 59 38,8 46
OGA 3 1/ha
(Przyktad 3) 3,0 69 21,9 51 42,1 41
OGA 2 1/ha 5.8 40 31,3 43 529 30

(Przyktad 1)
Scorpion 325 SC
(substancja
aktywna:
Azoksystrobina, 0,0 100 1,1 97 2,2 97
Difenokonazol,
producent:
Svngenta)
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Tabela 4 Skuteczno$¢ preparatu OGA w ograniczaniu maczniaka prawdziwego marchwi
(Erysiphe heraclei) w uprawie polowe;j

Obserwacje
KOMBINACTA 7 dni po 4 zabiegu 7 dni po S zabiegu 14 d.m po 5
zabiegu
% porazenia lisci/% skutecznos$ci
KONTROLA 0,66 - 5,9 - 332 -
OGA 2 1/ha
(Przyktad 3) 0,13 80 2.6 56 20,1 40
OGA 3 1/ha
(Przyktad 3) 0,14 78 3,2 46 22,6 32
OGA 2 I/ha
(Przyklad 1) 0,25 57 47 27 26,7 20
Luna Experience
(substancja 0,0 100 0,0 100 0,03 99
aktywna:
fluopyram,
tebukonazol,
Producent: Bayer)

Przetestowano takze OGA w uprawie ogorka w celu okre$lenia dziatania na maczniaka rzeko-
mego (Tabela 5). Skuteczno$¢ OGA w ograniczaniu organizmoéw grzybopodobnych (maczniak rze-
komy) w uprawach polowych wynosita okoto 60% przy porazeniu na obiekcie kontrolnym wynoszgcym
5%. Wzrost porazenia na lisciach do 49,1%), spowodowat spadek skuteczno$ci OGA do poziomu ponizej
40%. Kolejne obserwacje wykazaty dalszy duzy spadek skuteczno$ci OGA. Pierwsza aplikacja prepa-
ratow w fazie BBCH 65.

Tabela 5 Skuteczno$¢ badanych preparatéw w ograniczaniu rozwoju maczniaka rzekomego ogérka
(Pseudoperonospora cubensis)

Obserwacje: % porazenia lisci/%
skutecznosci

KOMBINACJA

7 dni po 1 7 dni po 2 7 dni po 3

zabiegu zabiegu zabiegu
KONTROLA 5,0 - 49,1 - 79,5 -
OGA 2 I/ha (Przyktad 2) 2,0 60 36,0 27 73,3 8
OGA 3 I/ha (Przyktad 2) 1,7 66 32,3 34 65,7 17
OGA 2 I/ha (Przyktad 1) 3,2 36 44,7 9 70,0 12
Cabrio duo
(substancja aktywna
piraklostrobina, dimetomorf, 0.0 100 6.4 87 29,6 03
Producent BASF)
WNIOSKI:

Dolistna aplikacja preparatu OGA w uprawie marchwi i buraka éwiktowego w warunkach polo-
wych skutecznie ograniczyta porazenie roslin przez maczniaka prawdziwego. OGA stosowane przed
wystgpieniem infekcji patogenu stymuluje procesy obronne roslin. Preparat OGA jest skuteczny w upra-
wach polowych w szczegdlnosSci w ograniczeniu porazenia macznika prawdziwego.

W polowej uprawie marchwi i kapusty skuteczno$¢ preparatu OGA w ograniczeniu rozwoju alter-
nariozy marchwi (Tabela 6) i czerni krzyzowych kapusty (Tabela 7) byly zblizone. W uprawie marchwi
pierwsza przeprowadzona ocena wykazata skuteczno$¢ OGA na poziomie od 36% dla dawki 2 L/ha do
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52% dla 3 L/ha. W 2 terminie oceny OGA wykazywata skuteczno$¢ od 23 d 0 45%, a w 3 terminie oceny
od 21 do 41% (Tabela 6). Pierwsza aplikacja w uprawie marchwi w fazie BBCH 42.

W dniu pierwszej oceny skuteczno$¢ ograniczenia porazenia lisci kapusty przez Alternaria spp.
wynosita 45% dla OGA 3 I/ha, w kolejnych terminach oceny skuteczno$¢ wynosita okoto 30%. Skutecz-
no$¢ OGA 2 I/ha byta o kilka procent nizsza (Tabela 7). Pierwsza aplikacja OGA w uprawie marchwi
w fazie BBCH 41-42.

Tabela 6 Skuteczno$¢ preparatédw w ograniczeniu rozwoju alternariozy marchwi (Alternaria dauci)

Obserwacje
o TS . .
KOMBINACJA : Yo porazenia IISCI'/ Yo skutecznosci :
10 dni po 2 7 dnipo 3 7 dni po 4
zabiegu zabiegu zabiegu
KONTROLA 8.4 - 17.6 - 30,9 -
OGA 2 I/ha
(Przykiad 2) 5,4 36 13,5 23 243 21
OGA 3 l/ha
(Przyktad 2) 4,0 52 9,7 45 182 41
OGA 2 1/ha
(Proykiad 1) 5,1 39 13,9 21 25,3 18
Luna Experience
400 S.C.
substancja
aktywna:
fluopyram 200 g/1, 0.4 9 1O o4 2.2 93
tebukonazol 200
g/l, Producent:
Bayer
Tabela 7. Skuteczno$¢ preparatédw w ograniczeniu rozwoju czerni krzyzowych kapusty (Alternaria spp.)
Obserwacje
° TV -
KOMBINACJA : Yo porazenia |l.SCl/ Yo skutecznosc.l
10 dni po 2 7 dni po 3 10 dni po 4
zabiegu zabiegu zabiegu
KONTROLA 1,93 - 4,87 - 7,27 -
OGA 2 1/ha (Przyktad 2) | 1,13 42 3,39 30 5,42 25
OGA 3 1/ha (Przyktad 2) | 1,07 45 3,18 35 5,14 29
OGA 2 I/ha (Przyktad 1) | 1,2 38 3,48 29 5,5 24
Signum 33 WG
Substancja aktywna:
boskalid, piraklostrobina 0,0 100 0,161 97 0.25 7
Producent: BASF SE

WNIOSKI:

Preparat OGA ogranicza rozwoj chordéb grzybowych wywotywanych przez grzyby rodzaju Alter-
naria w uprawie warzyw na poziomie 40-50%. OGA jest skuteczne w ochronie ro$lin uprawianych
w polu.

Przeprowadzono doswiadczenie, w celu sprawdzenia skutecznosci preparatu OGA w ogranicza-
niu choréb grzybowych pszenicy ozime;j.

W uprawie pszenicy aplikowano preparat OGA dolistnie dwukrotnie w fazie BBCH 30-31 i 49-55
w dawce 2 I/ha (Tabela 8). Obserwacje wykonane po drugim zabiegu na lisciu podflagowym i flagowym
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wykazaty skuteczno$¢ preparatu OGA powyzej 40% w ograniczeniu mgczniaka prawdziwego i septo-
riozy w pszenicy ozimej. Na poziomie 51% ksztattowata sie skuteczno$é w ograniczeniu fuzaryjnej zgo-
rzeli podstawy zdzbta na zdzbtach pszenicy. Natomiast rdza brunatna na liSciach podflagowych i flago-
wych oraz ostra plamisto$¢ oczkowa na zdzbtach w wyniku aplikacji OGA zostata ograniczona w 60%
(Tabela 8). W przypadku rdzy brunatnej i septoriozy skuteczno$¢ OGA byta o kilka procent nizsza niz
preparatu chemicznego.

Tabela 8. Skuteczno$é preparatu OGA w ograniczaniu choréb grzybowych pszenicy ozime;.

19 dnipo 2

OBSERWACJE zabiegu lis¢ | 29 dni po 2 zabiegu lis¢ 24 dni po 2 zabiegu Zdsblo
podflagowy i podflagowy i flagowy
flagowy
Fuzaryjna
. Rdza Septorioza zgorzel Ostra

Maczniak C

rawdziwy bruna‘tnla paslﬁoxv.ana podstaw._v plamistos¢
KOMBINACJA p( Blumeria (Puccinia lisci zdzbla i oczkowa

., recondita) | (Zymoseptor korzeni (Rhizoctonia
gramiris) ia tritici) (Fusarium crealis)
spp.)
Skutccznosé (%)

KONTROLA - - - - -
2O)GA 2 Vha (Przyklad 40-43 45-60 31-42 51 60
?)GA 2 Vha (Przyklad 16-21 19-24 15-20 19 33
Talius 200EC
(substancja aktywna
proquinazid,
Producent: DuPont)
Prosaro 250EC 81-92* 64-88* 55-73* 74% T2%
(substancja aktywna:
protiokonazol,
tebukonazol
Producent: Bayer)

*Skutecznosc odczyvtana po aplikac)i Taliusa 200EC (faza BBCH 30-31) 1 Prosaro
250EC (faza 49-33)

WNIOSKI:

Preparat OGA ogranicza rozwoj choréb grzybowych roélin zbozowych na poziomie 40—-60%.

Przeprowadzono serie doSwiadczen oceniajgcych wpltyw OGA na ochrone ro$lin przed po-
wszechnie wystepujacymi szkodnikami. Preparat OGA stosowano wedfug wynalazku w dawce 2 1i 3 |
na hektar uprawy, stosowano 600 I/ha cieczy roboczej. Do celéw poréwnawczych zastosowano kon-
trole, ktéra oznacza uprawy bez podawania preparatéw oraz kombinacje z zastosowaniem dostepnych
komercyjnie $rodkéw ochrony ro$lin.

Preparat OGA wg wynalazku aplikowano dolistnie 2-krotnie w odstepach co 7 dni poprzez oprysk
roslin. W prezentowanych badaniach pierwsza aplikacja miata miejsce po przekroczeniu progu szkodli-
wosci dla danego szkodnika, zgodnie ze standardami EPPO (European and Mediterranean Plant Pro-
tection Organization https://www.eppo.int). Dawki preparatow podano w Tabelach z wynikami.

Przeprowadzono do$wiadczenia na uprawach truskawki, ogérka, pomidora, papryki, kapusty
i marchwi. Preparat OGA aplikowano dolistnie w dawce 2 I/hai 3 I/ha i badano dziatanie preparatu OGA
na szkodniki ssgco-kujgce tj. przedziorki, wciornastki i mszyce. Szkodniki te wysysajg soki z komoérek
ros$linnych uszkadzajgc tym samym tkanki roslinne i powodujg straty w uprawie ros$lin. Skutecznos$é (%)
zwalczania szkodnikéw zostata obliczona wzorem Hendersona-Tiltona, ktéry uwzglednia liczebnos$é po-
pulacji szkodnika przed i po zabiegu.
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Wzér Hendersona-Tiltona: Skutecznos¢ (%) = (1 — (K1 x T2)/(K2 x T1)) x 100,

gdzie:

K1 — liczba szkodnika przed zabiegiem na poletku kontrolnym

K2 - liczba szkodnika po zabiegu na poletku kontrolnym

T1 - liczba szkodnika przed zabiegiem na poletku traktowanym

T2 - liczba szkodnika na poletku traktowanym

Skuteczno$¢ OGA w zwalczaniu form ruchomych przedziorka (Tabela 9) w dawce 2 I/hai 3 I/ha,
obserwowana 7 dnia po 1 aplikacji (T1 + 7) wynosita powyzej 70% w uprawie truskawki i ogérka. Ob-
serwacja wykonana 7 dnia po drugiej aplikacji (T2 + 7) wykazata kilku procentowy spadek skutecznosci,
jednakze po kolejnych 7 dniach skuteczno$é OGA 2 I/ha zwiekszyta sie do 80% dla truskawki i 70% dla
ogorka (Tabela 9). Najwyzszg skuteczno$¢ w zwalczaniu jaj przedziorka (Tabela 10) wynoszaca 91%
zaobserwowano 14 dni po 2 zabiegu (T2 + 14) preparatem OGA w dawce 2 I/ha w uprawie truskawki
oraz 69% dla dawki 2 I/ha dla ogérka. Skuteczno$é preparatu OGA w dawce 2 I/lha w zwalczaniu prze-
dziorka byta poréwnywalna do syntetycznego standardu $rodka Vertigo (Tabela 10).

Tabela 9. Skuteczno$é zwalczania form dorostych przedziorka chmielowca ( Tetranychus urticae)
w uprawie truskawki i ogérka

SKUTECZNOSC (%) ZWALCZANIA PRZEDZIORKA (FORMY
RUCHOME)
KOMBIN Truskawka Ogorek
ACJA TI+3 | T1+7 [T2+7 | T2+14 [ T2421 | T1+43 | T1+7 | T2+7 | T2+14 | T2+21
KONTRO
LA
OGA 2 l/ha
(Przyktad 64 75 69 80 59 76 77 63 70 46
2)
OGA 3 I/ha
(Przyktad 63 70 66 74 63 65 72 42 37 68
2)
OGA 2 l/ha
(Przykiad 44 40 40 31 35 44 38 35 30 29
1)
VERTIGO
(substancja
aktywna:
abamektyn
a,
Producent:
Makhteshi
m Agan)

66 71 95 47 83 76 83 90 45 63
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Tabela 10. Skuteczno$¢ zwalczania jaj przedziorka chmielowca ( Tetranychus urticae)
w uprawie truskawki i ogérka

SKUTECZNOSC (%) ZWALCZANIA PRZEDZIORKA (JAJA)

KOMBINACJA Truskawka Ogérek
T1+3 | T1+7 | T2+7 | T2+14 | T2+21 | T1+3 | T1+7 | T2+7 | T2+14 | T2+21

KONTROLA - - - - - - - - - -
OGA 2 I/ha ,
(Przyktad 3) 55 | 72 | 50 91 45 57 | 52 | 63 69 54
OGA 3 l/ha n
(Przyktad 3) 31 29 31 77 0 57 76 34 32 78
OGA 2 I/ha
(Pryklad 1) 29 | 25 | 20 18 15 46 | 40 | 38 35 20
VERTIGO
(substancja
aktywna:
abamektyna, 68 01 88 81 71 71 79 91 64 74
Producent:
Makhteshim
Agan)

Skuteczno$¢ preparatu OGA w zwalczaniu wciornastka w uprawie ogoérka byfa najwyzsza wzgle-
dem stadium nimf i wynosita 90% w 21 dniu po 2 aplikacji (T2 + 21) dla dawki 2 I/ha. Obserwacje dla
tego stadia rozwojowego wykonane 7 i 14 dnia po 2 aplikacji takze wykazaty wysokg skutecznosé wy-
noszacyg powyzej 80%. Najwyzszg skutecznosc¢ w stosunku do osobnikdéw dorostych stwierdzono 14 dni
po 2 aplikacji wynosita ona 72% (Tabela 11). W uprawie pomidora preparat OGA takze wykazywat
wyzszg skuteczno$¢ w zwalczaniu nimf w poréwnaniu do osobnikéw dorostych, ktéra wynosita powyzej
90%, 7 dni po 1 oraz 7 i 14 dni po 2 zabiegu. Zaréwno w zwalczaniu osobnikéw dorostych, jak i nimf
skuteczniejsza jest dawka 2 I/ha preparatu OGA. Obserwacje wykonane 14 dni po 2 zabiegu wykazaty,
ze preparat OGA w dawce 2 I/ha jest skuteczny w 72%. W uprawie papryki skuteczno$¢ zwalczania
osobnikéw dorostych byta najwyzsza dla preparatu OGA dla dawki 3 I/ha i wynosita 100% siedem dni
po 2 zabiegu, skuteczno$¢ zwalczania nimf wciornastka utrzymywata sie na poziomie ponad 50% 7 dni
po 1i 2 aplikacji (Tabela 11).

Tabela 11. Skuteczno$¢ zwalczania wciornastka zachodniego (Frankliniella occidentalis) w uprawie ogérka
i pomidora oraz wciornastka tytoniowca ( Thrips tabaci) w uprawie papryki

OSOBNIKI DOROSLE NIMFY
KOMBINACIA 1143 | T147 | T247 124—1 ']T“z T1+3 27 247 | T2014 | T2021
Skutecznosé (%) preparatow w uprawie ogorka
KONTROLA - - - - - - - - - -
OGA 2 l/ha
(Przykiad 2) 69 43 68 72 62 63 18 83 82 90
OGA 3 l/ha
(Przyktad 2 ) 70 42 53 51 30 76 13 82 72 85
OGA 2 I/ha
q
(Przyktad 1) 30 35 29 25 20 55 28 49 44 40
I}\E/I(? SPILAN 20 63 24 28 0 20 74 47 88 66 91
(substancja
czynna:
Acetamipryd,
producent: Sumi
Agro)
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Skutecznos¢ (%) preparatéw w uprawic pomidora
KONTROLA - - - - - - - - - -
OGA 2 1/ha

(Przyklad 2) 45 20 61 74 3 86 | 9l 92 93 18
OGA 3 I/ha
(Przykltad 2)
OGA 2 1/ha
(Przykiad 1)
MOSPILAN 20
EC (substancja
czynna:
Acetamipryd,
producent. Sumi
Agro)

0 0 0 0 0 55 71 71 59 4

15 10 9 5 0 20 15 9 0 0

Skutecznos$é (%) preparatéw w uprawie papryki
KONTROLA - - - - - - - - - -
OGA 2 1/ha
(Przyktad 2)
OGA 3 I/ha
(przyktad 2)
OGA 2 1/ha
(Przyktad 1)
MOSPILAN 20
EC (substancja
czynna
Acetamipryd,
producent: Sumi
Agro)

WNIOSKI:

OGA skutecznie zwalcza przedziorka i wciornastka w uprawie warzyw, dziatanie OGA jest za-
rébwno bezposrednie na szkodnika, jak i posrednie. Ponowienie aplikacji OGA powoduje wzrost lub
utrzymanie wysokiej skutecznosci zwalczania szkodnika. Skuteczno$¢ OGA w zwalczaniu przedziorka
i wciornastka jest poréwnywalna do skutecznoéci chemicznych $rodkéw ochrony roslin. Przeprowa-
dzono doswiadczenia, w celu sprawdzenia skutecznos$ci preparatu OGA w zwalczaniu mszyc w uprawie
warzyw i jabtoni.

Skuteczno$¢ zwalczania mszyc w uprawie kapusty po pierwszej aplikaciji (T1 + 3, T1 + 7) prepa-
ratu OGA wynosita od 66% dla dawki 2 I/ha do 72% dla dawki 3 I/ha.

Po 2 powtérnej aplikacji skuteczno$é preparatu OGA wzrosta i wynosita powyzej 80% dla dawki
2 I/ha w terminie 7 dni po 2 aplikacji, a 14 i 21 dni po 2 aplikacji skuteczno$é wzrosta prawie do 100%.
Skutecznos$¢ preparatu OGA w zwalczaniu mszycy na kapuscie byta poréwnywalna do syntetycznego
Srodka ochrony roslin, jakim jest Karate Zeon. Wyniki przedstawiono w Tabeli 12.

Tabela 12. Skuteczno$¢ zwalczania mszyc (Brevicoryne brassicae) w uprawie kapusty

15 0 46 24 27 15 3 38 6 0

22 0 100 18 86 30 58 59 23 19

20 0 0 18 14 0 0 20 15 16

Skutecznos$é (%) zwalczania mszyc
KOMBINACJA T1+3 T1+7 T2+7 T2+14 T2+21
KONTROLA - - - - -
;))GA 2 l/ha (Przyklad 66 67 34 95 97
2O)GA 3 I/ha (Przyklad 7 7 79 29 o
KARATE ZEON
0,05%
(substancja czynna: 80 79 87 91 97
lambda-cyhalorryna,
Producent: Syngenta)
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Aplikacja OGA w dawce 3 I/ha zmniejszyta populacje mszycy zerujgcej na roslinach marchwi co
przetozyto sie bezposrednio na zmniejszenie liczby uszkodzonych roslin przez tego szkodnika. Wartosci
badanych parametréw w kombinacji z OGA 3 I/ha byly nizsze niz w kombinacji z aplikacjg chemicznego
Srodka Proteus 110. Wyniki przedstawiono w Tabeli 13.

Tabela 13. Wplyw OGA na mszyce — bawetnica topolowo-marchwiowa (Pemphigus phenax) w uprawie marchwi

Liczba uszkodzonych % zasiedlonych
KOMBINACJA przez bawelnice roslin po zabiegach
roslin/3 m? na powierzchni 3 m?
KONTROLA 53,7 28,4
OGA 2 l/ha (Przyktad 2) 40,2 26,2
OGA 3 Vha (Przyklad 2) 35,5 20,9
Proteus 110, (substancja
aktywna: tiachlopryd, 462 263
deltameiryna, producent: ’ ’
Bayer)

Przeprowadzone zostato doswiadczenie w celu okreslenia wptywu preparatu OGA na mszyce jabto-
niowg w uprawie jabtoni. Skuteczno$¢ preparatu OGA aplikowanego dolistnie w dawkach 2 I/ha i 3 I/ha
w zwalczaniu mszycy wynosita 60-67% 7 dni po zabiegu (T1 + 7). Wyniki przedstawiono w Tabeli 14.

Tabela 14. Skuteczno$¢ OGA w zwalczaniu mszycy jabtoniowej (Aphis pomi) na jabtoni.

Srednia liczba mszyc na 1 Skutecznosé (%)
KOMBINACJA pedzie zwalczania
PRE-T T1+2 T1+7 T1+2 T1+7
KONTROLA 212,6 221,9 1913 - -
OGA 2 I/ha 173,2 1375 71,6 26 60
(Przyktad 3) ’
OGA 3 I/ha 185,1 1442 498 23 67
(Przykiad 3) ’
Mospilan 20 SP
(substancja
czynna. 256,1 343 5.3 84 98
Acetamipryd,
producent: Sumi
Agro)

W doswiadczeniu szalkowym testowano skuteczno$¢ dziatania OGA wg wynalazku, jako prepa-
ratu o dziataniu kontaktowym na szkodniki. Do testu wybrano mszyce. W do$wiadczeniu pobrano liscie
papryki z roslin naturalnie zasiedlonych przez mszyce. LiScie z mszycami zostaty wytozone na szalki
z wilgotng bibutg. Wykonano dwie aplikacje badanymi preparatami. Obserwacje liczby zywych mszyc
prowadzono 3 i 7 dni po pierwszym i po drugim zabiegu (Tabela 15). Obserwacje wykonane 7 dni po
1 aplikacji wykazaty skuteczno$¢ na poziomie 87% dla dawki 2 L/ha, a dla dawki 3 L/ha na poziomie
92%. Po 2 aplikacji skuteczno$é wzrosta do 100%. Skuteczno$¢ preparatu OGA wg wynalazku byta
wyzsza od OGA 2 I/ha (Przyktad 1) i poréwnywalna do srodka chemicznego.
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Tabela 15. Skuteczno$¢ kontaktowego dziatania OGA w zwalczaniu mszycy brzoskwiniowej
(Myzus Persicae) na lisciach papryki

3dnipol 7dnipol |3dnipo2| 7dnipo2
KOMBINACJA zabiegu zabiegu | zabiegu zabiegu
Skuteczno$é (%) zwalczania

KONTROLA - - - -
OGA 2 l/ha (Przyktad 2) 65 87 92 100
OGA 3 l/ha (Przyktad 2) 94 94 96 100
OGA 2 l/ha (Przyktad 1) 30 25 31 15
MOSPILAN 20 EC
(substancja czynna: ,
Acetamipryd, Producent: 9 4 100 100
Sumi Agro)

WNIOSKI:

W uprawie kapusty i w teScie szalkowym na papryce skuteczno$¢ OGA wynosita ponad 80%
i byta poréwnywalna do syntetycznego $rodka ochrony roélin, jakim jest Karate Zeon i Mospilan 20EC.
W uprawie marchwi dziatanie ochronne preparatu OGA jest poréwnywalne do chemicznego preparatu
komercyjnego Proteus 110.

OGA dziata kontaktowo na szkodniki (dziatanie bezposrednie) po zetknieciu OGA ze szkodni-
kiem, szkodnik ginie (Tabela 15). OGA skutecznie zwalcza mszyce w polowej uprawie warzyw.

Kolejne doSwiadczenia w celu okreslenia mozliwosci wykorzystania OGA w ograniczeniu popu-
lacji szkodnikdéw zerujgcych na lisciach i korzeniach przeprowadzono na kapuscie i marchwi.

Preparat OGA aplikowano dolistnie w dawkach 2 I/ha i 3 I/ha i badano dziatanie preparatu OGA
na larwy maczlika warzywnego i tantnisia zerujgce na liciach kapusty. W przypadku larw maczlika
(Tabela 16) skutecznos$é preparatu OGA wynosita 44% i zostata zaobserwowana 14 dni po 2 zabiegu,
skuteczno$é OGA w zwalczaniu gasienic tantnisia (Tabela 17) pojawita sie takze 14 dni po 2 zabiegu.
Dla nizszej dawki preparatu OGA skuteczno$¢ wynosita 59%, a dla wyzszej 65%. Zaobserwowana sku-
teczno$¢ zwalczania larw maczlika byta wyzsza dla preparatu OGA (T2 + 14) niz dla preparatu poréw-
nawczego Benevia, (Tabela 17).

Tabela 16. Skuteczno$¢ zwalczania larw maczlika warzywnego (Aleyrodes proletella) w uprawie kapusty biatej

SKUTECZNOSC (%) ZWALCZANIA
KOMBINACJA T+3 T+7 T2+7 T2+14
KONTROLA - - - -
OGA 2 I/ha (Przyklad 3) 0 0,7 12,4 44,0
OGA 3 I/ha (Przykiad 3) 0 0 0 10,0
OGA 2 1/ha (Przyklad 1) 0 0 0 0
Benevia 100 OD 70,2 56,7 46,4 0
(substancja aktywna:
cyjanotraniliprol,
Producent FMC

Tabela 17. Skuteczno$¢ zwalczania ggsienic tantnisia (Plutella xylostella) w uprawie kapusty biatej

SKUTECZNOSC (%) ZWALCZANIA
KOMBINACJA T+3 T+7 T2+7 T2+14
KONTROLA - - - -
OGA 21 /ha (Przykiad 2) 7,0 52 0,0 59,0
OGA 31 /ha (Przykiad 2) 0,0 0,0 0,0 65,3
OGA 2 I/ha (Przykiad 1) 0 0 0 0
Benevia 100 OD (substancja 97.7 924 792 932
aktywna: cyjanotraniliprol,
Producent FMC
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Oceniono wpltyw aplikacji dolistnej na porazenie korzeni marchwi przez larwy poty$nicy marchwianki.
Formulacje OGA testowano w dwdch dawkach 2 i 3 I/ha, jako $rodek chemiczny zastosowano Proteus 110
(Tabela 18). Liczba uszkodzonych korzeni marchwi przez poty$nice byta najnizsza w kombinacji z OGA
w dawce 2 I/ha. Skuteczno$¢ dziatania OGA (2 I/ha) byta na zblizonym poziomie co Proteus 110.

Tabela 18. Skuteczno$¢ preparatéw w zwalczaniu potysSnicy marchwianki (Chamaepsila rosae).

Srednia liczba uszkodzonych rolin Skutecznosé
KOMBINACJA spowodowana zerowaniem larw/100 (%)

szt. korzeni ¢
KONTROLA 16,2 -
OGA 2 1/ha (Przyktad 3) 8,5 48
OGA 3 I/ha (Przyktad 3) 12,2 25
OGA 2 l/ha (Przyktad 1) 13,0 20
Proteus 110, (substancja
aktywna: tiachlopryd,

72 55

deltametryna, producent: ’
Bayer)

OGA zwalcza larwy zerujgce na lisciach i korzeniach roslin poprzez stymulacje proceséw obron-
nych roslin. OGA chroni korzenie marchwi przed larwami zerujgcymi na korzeniach na poziomie
chemicznych $rodkéw ochrony roslin.

PODSUMOWANIE EKSPERYMENTOW

Otrzymane wyniki z doSwiadczen na waznych gospodarczo uprawach roslin wykazaty, ze w ogra-
niczeniu choréb grzybowych preparat OGA skutecznie ogranicza mgczniaka prawdziwego w uprawie
warzyw, choroby grzybowe w uprawie pszenicy oraz grzyby z rodzaju Alternaria. Wyzszg skutecznos$é
w ograniczeniu maczniaka prawdziwego wykazuje preparat OGA w uprawach pod ostonami niz w upra-
wie polowej. W uprawie pod ostonami skuteczno$é preparatu OGA wynosi okoto 90%, a w uprawie
polowej okoto 80%. W uprawie polowej skuteczno$¢ OGA jest wyzsza w ograniczeniu mgczniaka praw-
dziwego niz rzekomego. Preparat OGA aplikowany profilaktycznie w uprawie pszenicy ozimej ogranicza
porazenie lisci i zdzbta przez choroby grzybowe na poziomie 40—-60%. Wysoka skuteczno$¢ zwalczania
choréb grzybowych w uprawach roslin w szczeg6lnoéci na poczgtku porazenia wskazuje na mozliwos¢
wykorzystania preparatu OGA do programdw ochrony roslin, jako uzupetnienie dziatan ochronnych ma-
jace na celu ograniczenie stosowania syntetycznych $srodkéw ochrony roslin. Ponadto, obserwowany
w dos$wiadczeniach wzrost skutecznoéci preparatu po ponownej jego aplikacji wskazuje takze na po-
Srednie dziatanie preparatu OGA na ro$line. Preparat OGA stymuluje mechanizmy obronne rosliny,
ktére uruchamiane sg podczas ataku patogenow.

Skuteczno$¢ dziatania preparatu OGA w zwalczaniu przedziorka, wciornastka i mszyc jest wy-
soka i oscyluje na poziomie od 60 do 90%, powtérny drugi zabieg preparatem wedtug wynalazku zwiek-
sza o kilkanascie procent skuteczno$é zwalczania szkodnikéw. Preparat OGA wykazuje wyzszg sku-
teczno$¢ w ograniczaniu nimf wciornastka niz osobnikéw dorostych, w szczeg6Iinosci po powtdrzeniu
zabiegu. W tescie szalkowym oraz w uprawie kapusty w polu skuteczno$¢ zwalczania mszyc wynosita
powyzej 90% i byta poréwnywalna ze stosowanymi obecnie srodkami chemicznymi. Skuteczno$é OGA
w ograniczeniu zerowania larw wynosi od 45 do 65%.

Preparat OGA w zwalczaniu szkodnikoéw o aparacie kujgco-ssgcym tj. przedziorkéw, wciornast-
kéw i mszyc wykazuje gtéwnie dziatanie kontaktowe (bezposrednie) na szkodniki, w przypadku larw
maczlika, gasienic tantnisia i larw potys$nicy, ktére zerujg na lisciach lub korzeniach, preparat OGA dziata
posrednio na szkodnika poprzez dziatanie na rosline. Obserwowana skuteczno$¢ dziatania OGA na
larwy i ggsienice ujawniajgca sie po pewnym czasie i po powtérzeniu aplikacji pozwala sadzié, ze pre-
parat OGA stymuluje odporno$¢ roslin. Preparat OGA aktywuje procesy i przemiany metaboliczne
ro$lin, ktére odpowiadajg za mechanizm obronny roélin. Przyktadem takiego procesu jest produkcja
metabolitéw wtérnych takich jak terpenoidy, ktére majg wtasciwosci repelentne. Akumulacja zwigzkéw
repelentnych w tkankach roslinny powoduje, ze jest ona mniej ,smaczna” dla larw zywigcych sie lisémi.
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Przykiad 8

Ocena wplywu preparatu OGA na stymulacje odpowiedzi odpornosciowej roslin

Analiza ekspresji genéw metodg RNA-seq pozwala na identyfikacje genéw, ktére w danej fazie
wzrostu rosliny w konkretnej tkance ulegajg ekspres;ji. Analiza bioinformatyczna pozwala zidentyfikowaé
geny, ktérych ekspresja jest statystycznie istotnie rézna w obiekcie traktowanym w poréwnaniu do
obiektu kontrolnego. Analiza ekspresji genéw wykonana zostata w lisciach pomidora po aplikacji prepa-
ratu OGA w dawce 1 L/ha (przyktad 2). Doswiadczenie prowadzono w warunkach kontrolowanych
w komorze fitotronowej. Pierwszy zabieg zostat wykonany w fazie 4 liSci i nastepnie wykonano 3 zabiegi
co 4 dni. Nastepnie, 48 h po ostatnim zabiegu zebrano liScie z kombinacji kontrolnej, gdzie ro$liny trak-
towane byty wodg destylowang oraz z kombinacji z OGA, bezposrednio po zbiorze liscie zostaty zamro-
zone w -80°C do momentu izolacji mMRNA. Wyizolowane mRNA z lisci pomidora zostato poddane se-
kwencjonowaniu metodg NGS (sekwencjonowanie nowej generacji). Sekwencjonowanie mRNA wyka-
zato aktywacje gendw kodujacych zwigzki tj. biatka, enzymy i fitohormony biorgce udziat w reakcji obron-
nej rodlin. W wyniku analizy bioinformatycznej zidentyfikowano 1760 genéw ulegajacych statystycznie
istotnie podwyzszonej ekspresji pod wptywem preparatu OGA w poréwnaniu do obiektu kontrolnego
oraz 1329 genédw o istotnie obnizonej ekspresji. W Tabeli 19 przedstawiono fragment wynikéw analizy
bioinformatycznej, dla genéw o statystycznie istotnej réznicy miedzy kontrolg (warto$¢ ekspresji wy-
nosi 1) a preparatem OGA (przyktad 2), gdzie krotno$¢ zmiany ekspresji genu wyniosta przynajmniej 3.

Tabela 19. Wyniki analizy ekspresji genéw

Nr genu Wartosé Nazwa genu Nazwa biatka kodujacego gen
zmiany
ekspresji genu
{o tyle razy
wzrosta
ekspresja)

Solyc04g079450.3 7,27 SPZ3_ARATH Serpin-Z3

Solyc02g085910.3 7,14 LBD41_ARATH LOB domain-containing protein 41

Solyc11g042560.1 5,42 ERF22_ARATH Ethylene-responsive transcription
factor ERF022

Solyc03g093130.3 4,93 XTH25_ARATH Probable xyloglucan
endotransglucosylase/hydrolase
protein 25

Solyc02g090770.1 4,47 EF112_ ARATH Ethylene-responsive transcription
factor ERF112

Solyc02g064830.3 4,32 GH33_ARATH Indole-3-acetic acid-amido
synthetase GH3.3

Solyc11g018775.1 4,32 PERX_NICSY Lignin-forming anionic peroxidase

Solyc01g090300.3 4,26 ERFS9_ARATH Ethylene-responsive transcription
factor 13

Solyc10g050970.1 4,25 EF10S_ARATH Ethylene-responsive transcription
factor ERF109

Solyc03g093120.3 4,12 XTH25_ARATH Probable xyloglucan
endotransglucosylase/hydrolase
protein 25

Solyc08g036640.3 4,11 TIF5A_ARATH Protein TIFY 5A
{EC0O:0000303 | PubMed:17499004}

Solyc08g007830.1 4,1 DRE1F_ARATH Dehydration-responsive element-
binding protein 1F

Solyc01g098650.2 3,96 RLP50_ARATH Receptor-like protein 50
{ECO:0000303 | PubMed:18434605}

Solyc10g050960.2 3,87 CRF4_ARATH Ethylene-responsive transcription
factor CRF4

Solyc02g076640.1 3,87 DOGLA_ARATH Protein DOG1-like 4
{EC0O:0000303 | PubMed:17065317}
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Solyc03g093080.3 3,87 XTH22_ARATH Xyloglucan
endotransglucosylase/hydrolase
protein 22

Solyc12g009015.1 3,86 ENV_SIVMK Envelope glycoprotein gp160

Solyc06g054630.2 3,84 ERF17_ARATH Ethylene-responsive transcription
factor ERF017

Solyc08g080290.3 3,84 ERF26_ARATH Ethylene-responsive transcription
factor ERF026

Solyc01g005160.3 3,84 PUB21_ARATH U-box domain-containing protein
21

Solyc03g111300.1 3,82 C94B3_ARATH Cytochrome P450 94B3
{ECO:0000305}

Solyc03g097050.3 3,79 CSLD2_ ARATH Cellulose synthase-like protein D2

Solyc08g074705.1 3,79 DAAF1_DROPS Dynein assembly factor 1,
axonemal homolog

Solyc08g068640.3 3,76 SDC1_ORYS) Serine decarboxylase 1

Solyc01g087590.3 3,76 CAC1F_HUMAN Voltage-dependent L-type calcium
channel subunit alpha-1F
{ECO:0000305}

Solyc02g063540.2 3,74 1A13_SOLLC 1-aminocyclopropane-1-
carboxylate synthase 3

Solyc05g055080.1 3,73 RS14_BUCAK 30S ribosomal protein S14
{ECO:0000255 |HAMAP-
Rule:MF_00537}

Solyc02g080850.1 3,73 FB333_ARATH Probable F-box protein At4g22030

Solyc01g079200.3 3,72 G20X6_ARATH Gibberellin 2-beta-dioxygenase 6

Solyc07g054980.2 3,68 MYB15_ARATH Transcription factor MYB15
{ECO:0000305}

Solyc03g083680.1 3,66 PLSY1_THEMA Glycerol-3-phosphate
acyltransferase 1
{ECO:0000255 |HAMAP-
Rule:MF_01043}

Solyc01g109920.2 3,65 ECPA0_DAUCA Embryogenic cell protein 40

Solyc05g054250.1 3,65 HIP33_ARATH Heavy metal-associated
isoprenylated plant protein 33
{ECO:0000303 | PubMed: 21072340,
ECO:0000303 | PubMed:23368984}

Solyc03g121340.1 3,64 NIH_ARATH DExH-box ATP-dependent RNA
helicase DExH2 {ECO:0000305}

Solyc10g008080.2 3,59 ATL40_ARATH RING-H2 finger protein ATL40

Solyc03g111750.2 3,58 ATG16_ARATH Autophagy-related protein 16
{ECO:0000305}

Solyc08g036620.3 3,55 TIFSA_ARATH Protein TIFY 5A
{ECO:0000303 | PubMed:17499004)

Solyc06g076060.1 3,53 SMR3_ARATH Cyclin-dependent protein kinase

inhibitor SMR3
{ECO:0000303 | PubMed:24399300,
EC0O:0000303 | PubMed:26546445}
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Solyc06g075690.3 3,51 UFC_ARATH Protein UPSTREAM OF FLC
Solyc06g062920.3 3,5 Y1725_ARATH Putative receptor-like protein
kinase At1g72540
Solyc12g005450.1 3,44 Y1332_ARATH Probable receptor-like protein
kinase At1g33260 {EC0O:0000305}
Solyc02g094000.1 3,44 CML19_ORYS!) Putative calcium-binding protein
CML19
Solyc02g064980.1 3,43 M3K20_ARATH Mitogen-activated protein kinase
kinase kinase 20
{EC0O:0000303 | PubMed: 21969089}
Solyc11g068390.1 3,43 BIC1_ARATH Protein BIC1
{ECO:0000303 |PubMed:27846570}
Solyc04g076730.1 3,42 RAD18_SCHPO Postreplication repair E3 ubiquitin-
protein ligase rad18
Solyc08g008280.3 3,41 WRKS53_ARATH Probable WRKY transcription
factor 53
{ECO:0000303 |PubMed:17369373}
Solyc08g036660.3 3,38 TIF5A_ARATH Protein TIFY 5A
{EC0:0000303 | PubMed:17499004}
Solyc10g085700.1 3,34 MAIL1_ARATH Protein MAIN-LIKE 1
{ECO:0000303 | PubMed:24635680}
Solyc02g062550.3 3,33 HSR4_ARATH Protein HYPER-SENSITIVITY-
RELATED 4
{EC0:0000303 | PubMed:15181213}
Solyc09g082870.2 3,31 ACA13_ARATH Putative calcium-transporting
ATPase 13, plasma membrane-
type
Solyc08g077610.2 3,29 CLSY3_ARATH SNF2 domain-containing protein
CLASSY 3
Solyc08g036625.1 3,27 TIF5A_ARATH Protein TIFY 5A
{EC0:0000303 | PubMed:17499004}
Solyc01g079660.2 3,24 A70_ARATH Pathogen-associated molecular
patterns-induced protein A70
{EC0O:0000303 | PubMed:17215350}
Solyc08g066320.3 3,23 SIK1_ORYS) LRR receptor-like
serine/threonine-protein kinase
SIK1 {ECO:0000305}
Solyc06g£035700.1 3,22 ERF25_ARATH Ethylene-respansive transcription
factor ERF025
Solyc09g011860.3 3,22 OFT28 ARATH O-fucosyltransferase 28
{EC0O:0000305}
Solyc08g068600.3 3,22 SDC1_ORYS) Serine decarboxylase 1
Solyc07g056000.3 3,21 XTH16_ARATH Probable xyloglucan
endotransglucosylase/hydrolase
protein 16
Solyc10g011910.3 3,21 WRK22_ARATH WRKY transcription factor 22
Solyc04g079360.1 3,2 MYB77_ARATH Transcription factor MYB77

{ECO:0000303 | PubMed:11597504}
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Solyc06g074140.1 3,18 PUB24_ARATH E3 ubiquitin-protein ligase PUB24
Solyc05g050210.3 3,18 GDL61_ARATH GDSL esterase/lipase At4g01130
Solyc02g068680.1 3,18 NRX1_ARATH Probable nucleoredoxin 1
Solyc03g119530.3 3,17 LBD41 ARATH LOB domain-containing protein 41
Solyc10g080010.2 3,17 MUC21 ARATH Xylan glycosyltransferase MUCI21
{ECO:0000305}
Solyc09g083360.3 3,16 RS151_ARATH 40S ribosomal protein S15-1
Solyc01g073830.1 3,13 PKL_ARATH CHD3-type chromatin-remodeling
factor PICKLE
Solyc01g065530.3 3,13 COBL7_ARATH COBRA-like protein 7
Solyc04g074830.1 3,12 CAP16_ARATH Putative clathrin assembly protein
At4g40080
Solyc08g068680.3 3,12 SDC1_ORYS) Serine decarboxylase 1
Solyc07g051950.3 3,11 SLAH1_ARATH S-type anion channel SLAH1
Solyc07g040710.3 3,1 IQM5_ARATH IQ domain-containing protein
IQMS {ECO:0000305}
Solyc08g022240.1 3,1 PLA15 ARATH Phosphalipase Al-lgammal,
chloroplastic
Solyc03g007380.2 3,09 WRK41_ARATH Probable WRKY transcription
factor 41
Solyc11g071760.2 3,06 CML37_ARATH Calcium-binding protein CML37
{ECO:0000303 | Ref.5}
Solyc10g076240.2 3,06 PER1_ARAHY Cationic peroxidase 1
Solyc03g116890.3 3,06 WRK40_ARATH Probable WRKY transcription
factor 40 {ECO:0000303 | Ref.1}
Solyc03g005040.1 3,05 CML31_ORYS) Probable calcium-binding protein
CML31
Solyc04g015360.3 3,04 GATA8 ARATH GATA transcription factor 8
Solyc12g055710.1 3,04 ATL60_ARATH RING-H2 finger protein ATL60
Solyc02g077060.2 3,04 HR1_ARATH RPW8-like protein 1
{EC0O:0000303 |PubMed:11141561}
Solyc01g096720.3 3,01 ZIFL1_ARATH Protein ZINC INDUCED
FACILITATOR-LIKE 1

WNIOSKI:

21

Preparat OGA zwiekszyt ekspresje genoéw biorgcych udziat w jednej z gtdbwnych odpowiedzi
obronnych ros$lin w systemicznej odpornosci nabytej (SAR). Odporno$¢ nabyta SAR jest indukowana
przez patogeny oraz substancje naturalne imitujgce interakcje patogen-roélina. Indukcja SAR przebiega
szlakiem sygnalnym kwasu salicylowego, ktéremu towarzyszy synteza substancji sygnalnych oraz bia-
tek zwigzanych z patogenezg — roslinne biatka PR (Pathogenesis Related).

Pod wptywem aplikacji preparatu OGA w liciach pomidora zwiekszyta sie ekspresja genéw ko-
dujacych kinazy z rodziny MAPK (kinazy aktywowane mitogenami, ang. mitogen-activated protein kina-
ses), ktére petnig gtéwng role w przekazywaniu sygnatu w odpowiedzi SAR. Kinazy te ulegajg aktywacji
w komdérce w momencie, kiedy komérka poprzez receptory w btonie komérkowej odbierze sygnat, ze
nastgpit atak patogenoéw, tym sygnatem sg elicytory, czyli fragmenty $cian komérkowych, pochodzgcych
od rosliny lub patogenu, powstate w trakcie ataku patogenu na rosline.

Preparat OGA wedtug wynalazku dzieki swojej unikalnej budowie jest w stanie imitowac frag-
menty $cian komorkowych i aktywuje receptory btonowe, ktére za pomocg kinaz MAPK aktywujg szlak
biosyntezy kwasu salicylowego, a posrednio reakcje odpornosciowg SAR. Poza genami kodujgcymi
kinazy preparat OGA aktywowat geny bezposrednio zaangazowane w synteze kwasu salicylowego
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tj. gen Dystrophin, gen: UPF0182 protein Tery oraz gen: WRKY DNA-binding transcription factor 70.
Preparat OGA zwiekszyt ekspresje czynnikdw transkrypcyjnych Ethylene-responsive transcription factor
zaleznych od etylenu, geny te odpowiadajg za przekazywanie sygnatéw w komaérce w trakcie stresu
jakim jest zwiekszona presja choréb i szkodnikéw. Poza powyzszymi genami preparat OGA zwiekszyt
ekspresje gendéw odpowiedzialnych za odpowiedz ro$liny na zranienie gen: lignin-forming anionie
peroxidase oraz gen: Linoleate 13S-lipoxygenase 3-1, zwiekszyt ekspresje gendéw zwigzanych z syn-
tezg biatek biorgcych udziat w odpowiedzi odpornosciowej roslin tj. chloroplastic. Linoleate 13S-lipoxy-
genase 2-1, chloroplastic, 11-beta-hydroxysteroid dehydrogenase 1B, Respiratory burst oxidase homo-
log protein C, Probable 2-oxoglutarate-dependent dioxygenase JRG21, Probable aspartic proteinase
GIP2, 11-beta-hydroxysteroid dehydrogenase A, Biotin synthase, Cationic peroxidase 1 w tym réwniez
geny kodujace sktadniki Scian komérkowych. Uszczelnienie $ciany komoérkowej jest jednym z pierw-
szych proces6w w odpowiedzi roslin na atak patogendw.

OGA zwiekszajgc ekspresje genéw zwigzanych z odpornoscig roélin zwieksza mozliwosci
obronne rosliny przygotowujac jg na stres, jakim jest atak patogenéw lub szkodnikéw. Dodatkowo pre-
parat dziata kontaktowo na szkodniki i wykazuje skuteczno$é w ograniczeniu choréb grzybowych. OGA
z powodzeniem moze byé stosowany jako stymulator odpornoséci roslin oraz naturalny Srodek ograni-
czajgcy porazenie przez choroby i szkodniki.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposo6b wytwarzania preparatu na bazie oligogalakturonidéw (OGA) o stopniu polimeryzacji
DP od 2 do 10 metodg enzymatyczng, znamienny tym, ze do reaktora wyposazonego w mie-
szadto i system grzejny wprowadza sie wode, roztwér 40% wersenianu 4-sodowego oraz wo-
dorotlenek sodu do uzyskania pH 12.0 mieszaniny reakcyjnej, nastepnie do reaktora wprowa-
dza sie pektyne owocowg wybrang sposréd pektyny cytrusowej lub jabtkowej, i miesza sie
zawartos$¢ reaktora do czasu catkowitego rozpuszczenia sie pektyny, po czym dodaje sie 10%
roztwor kwasu cytrynowego do uzyskania pH 5.0, nastepnie do reaktora wprowadza sie 0.1%
roztwor enzymu pektynolitycznego wybrany sposréd poligalakturonazy lub pektynazy, po
czym zawarto$¢ mieszaniny reakcyjnej ogrzewa sie do osiggniecia temperatury 80°C, ktérg
utrzymuje sie jeszcze przez kolejne 30 minut do czasu dezaktywacji enzymu, nastepnie mie-
szanine reakcyjng chtodzi sie do temperatury ponizej 40°C i dodaje sie roztwor sorbinianu
potasu (1-5 kg proszku rozpuszczonego w niewielkiej ilosci wody) i miesza sie przez kolejne
30 minut, gotowy produkt w postaci ptynnej zlewa sie do pojemnikéw lub suszy rozpyl owo
albo liofilizuje w celu otrzymania produktu w postaci statej.

2. Zastosowanie preparatu OGA o stopniu polimeryzacji DP od 2 do 10 wytworzonego wedtug
zastrzezenia 1 w rolnictwie lub sadownictwie lub uprawie warzyw jako preparatu o dziataniu
biostymulujgcym ro$liny i/lub dziataniu kontaktowym na szkodniki oraz do stymulacji proceséw
obronnych ro$lin i wzmocnienia odpornosci roslin na atak patogendéw i szkodnikdw,
zwiaszcza w uprawach warzyw, roslin sadowniczych i zb6z lub do ograniczenia porazenia
przez szkodniki,
przy czym patogen wybrany jest spo$réd Golovinomyces orontii, Oidium lycopersici, Erysiphe
betae, Erysiphe heraclei, Blumeria graminis Pseudoperonospora cubensis, Alternaria spp.,
Puccinia recondita, Zymoseptoria tritici, Fusarium spp., Rhizoctonia crealis, a szkodnik wy-
brany jest sposréd przedziorka, wciornastka, mszyc, maczlika, tantni$ krzyzowiaczek i poty-
Snicy marchwianka.
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