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Summary

The effect of 10 fungicides on survival of A. tumefaciens in various types of soils
was studied. In fertile, nonsterile soil Dithane M-45 (mancozeb), Euparen 50 WP
(tolyfluanid), Kaptan 50 WP (captan) and Ridomil Gold 80 WP (metalaxyl) at
concentration of 1000 ppm showed the highest antibacterial activity. Similar trends in
activity of these fungicides occurred in fertile, sterile soil, however a little lower in
case of Kaptan and Euparen. In most of investigated soils Befran 25 SL
(imimnoctadyne), Syllit 65 WP (dodine) and Thiram Granulfo 80 WG (thiram)
increased bacteria number. In sandy acidic soil (pH 3.5) all tested fungicides totally
eliminated bacteria. On the other hand in sandy neutral soil only Dithane, Euparen,
Kaptan and Ridomil showed such activity. Ten fold decrease of fungicides
concentration generally did not influence Kaptan and Ridomil effectiveness but it
decreased the activity of Dithane and Euparen.
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WSTEP

Guzowato$¢ korzeni powodowana przez Agrobacterium tumefaciens
wystepuje powszechnie na wielu gatunkach roslin, zwiaszcza dwulisciennych i to
zaréwno drzewiastych, jak i zielnych. W Polsce atakuje gtéwnie drzewa owocowe
i réze powodujac straty o znaczeniu gospodarczym. W niektérych gospodarstwach,
szczegblnie w uprawach gruszy, moga one sigga¢ nawet 80%. Szacuje si¢, Ze z powodu
guzowatosci dyskwalifikowanych jest corocznie co najmniej Kilkaset tysigcy roslin
w szkotkach.

Ze wzgledu na genetyczne podioze choroby powodowanej przez
A. tumefaciens i brak mozliwosci wyleczenia roslin porazonych, ich ochrona jest
oparta giéwnie na profilaktyce. Sposréd wszystkich zwiazkow chemicznych
testowanych pod katem zapobiegania porazeniu drzew owocowych i krzewdéw rozy
przez A. tumefaciens, najczeéciej badano zwiazki miedziowe. Copac E (amoniakalny
roztwdr miedzi) w stezeniu 5%, a takze tlenochlorek miedzi w st¢zeniu 2% obnizaty
porazenie podktadek M9 z 37% do 2% (G ri m m 1987). Badania te nie dostarczyty
jednak informacji o ewentualnym fitotoksycznym dziataniu zwiazkow miedzi, co
zaobserwowali Sobiczewski iin. (1991) po zastosowaniu tlenochlorku miedzi
w stezeniu 2% na siewkach czeresni ptasiej, oraz Utkhede i Smith (1993) po
zastosowaniu tego zwiazku w stezeniu 0,5% na siewkach Antonowki.
W doswiadczeniu wazonowym na siewkach czeresni ptasiej, tlenochlorek miedzi
(Miedzian 50 WP) nie wykazat zadnego dziatania ochronnego, za§ w doswiadczeniach
polowych, na podktadkach drzew pestkowych powodowal w prawie wszystkich
przypadkach obnizenie porazenia szyjki korzeniowej i korzenia glownego.
W wickszosci przypadkéw zwiazek ten chronit rowniez czgsciowo podkiadki drzew
ziarnkowych przed guzowatoscig (Sobiczewski iin, 1991). Oros (1983)
stwierdzil, ze sposrod przetestowanych okoto 150 pestycydéw zdecydowana
wiekszos¢ nie wykazywata ani bezposredniego, ani posredniego wptywu na wzrost A.
tumefaciens na agarze odzywczym. Autor ten twierdzi jednak, ze w warunkach
naturalnych takie preparaty jak: Basamid (dazomet), Dinoseb (4,6-dinitro-2-F-
butylphenol), Dithane (mankozeb), Euparen (dichlofluanid), Ferbam (ferbam),
Orthocid (kaptan), Panoctine (quazatine) i TMTD (tiuram) moga wptywa¢ hamujaco
na Agrobacterium. Niektore fungicydy i herbicydy stosowane w produkcji
sadownicze] i szkolkarskiej wykazaly dziatanie bakteriobdjcze w stosunku do
wybranych szczepow A. tumefaciens i szczepu K84 A. radiobacter w warunkach in
vitro(Sobiczewski, 1995). Jednak nie wszystkie z tych preparatéw podobnie
dziataly na bakterie w glebie (Berczynski i Sobiczewski, 1999).

Fumigacja gleby mieszaning chloropikryny z bromkiem metylu przed
sadzeniem drzew migdata i krzewow rozy pozwolita na zmniejszenie wystgpowania
guzowatosci korzeni o 70% (R o s s 1 in., 1970). Podwojenie dawki preparatow
fumigujacych nie spowodowato jednak catkowitej eliminacji choroby. Pewien stopien
zmniejszenia porazenia siewek czeresni ptasiej przez A. tumefaciens uzyskali takie
D e piin. (1968) po fumigacji gleby bromkiem metylu, chloropikryna i trzema
preparatami eksperymentalnymi. Natomiast traktowanie zakazonej gleby siarczanem
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streptomycyny lub dichlonem spowodowato nawet wzrost liczby porazonych siewek
czeresni ptasiej uzyskanych z wysianych do tej gleby nasion. Piotrowski i Suski
(1993) nie stwierdzili, aby odkazanie gleby dazometem lub bromkiem metylu miato
wplyw na porazenie podktadek M26, M9 i F12/1. Istotnie zmniejszato natomiast i tak
niewielkie porazenie podkiadki P22. Niejednoznaczne wyniki dotyczace fumigacji
gleby i porazenia korzeni przez A. tumefaciens sa spowodowane rézna wilgotnoscia
gleby, ktéra ma zasadnicze znaczenie przy fumigacji. Dickey (1962) udowodnit, ze
populacja A. tumefaciens w glebie na glebokosci 7,5, 22,5 i 37,5cm po fumigacji
mieszanina bromku metylu i chloropikryny, zmniejszyta si¢ o ponad 99%. Jednak
nawet niewielkie inokulum w glebie moze si¢ w pewnych warunkach odbudowa¢, co
z kolei ma okreslone znacznie epidemiologiczne i praktyczne (R o s s iin., 1970).

Celem przedstawionej pracy byto okreslenie wptywu wybranych fungicydow
na przezywalnosc bakterii Agrobacterium tumefaciens w dwu rodzajach gleb - zyznej
i piaszczystej o réznych poziomach kwasowosci. Badano takie antybakteryjng
aktywnos¢ fungicydow w glebie zyznej po jej uprzednim wyjatowieniu,

MATERIAL 1 METODY

Materiat do badan stanowity probki gleb, pobrane ze stanowisk

uzytkowanych pod uprawy roslin ogrodniczych i rolniczych, do ktérych
wprowadzano bakterie szczepu AT 2.1 A. tumefaciens, a nastgpnie dodawano do nich
kazdy z 10 badanych fungicydow. Liczb¢ bakterii w traktowanych fungicydami
probkach gleb okreslano po 3, 7 i 14 dniach inkubacji.
Badania przeprowadzone w laboratorium obejmowaly nastepujace kombinacje:
Af przezywalnos¢ A. tumefaciens w glebie zyznej o pH 6,75, niejalowej, z dodatkiem
fungicydéw (1000 ppm s.a.), B/ przezywalnos¢ A. tumefaciens w glebie zyznej
o pH 6,75, jalowej, z dodatkiem fungicydéw (1000 ppm s.a.), C/ przezywalnos¢
A. tumefaciens w glebie piaszczystej o pH 6,4, niejatowej, z dodatkiem fungicydow
(1000 ppm s.a.), D/ przezywalno$¢ A. tumefaciens w glebie piaszczystej o pH 3,75,
niejatlowej, z dodatkiem fungicydéw (1000 ppm s.a.), E/ przezywalno$¢ A. tumefaciens
w glebie zyznej o pH 6,25, niejatowej z dodatkiem fungicydéw (100 ppm s.a.).

1. Charakterystyka szczepu AT 2.1 Agrobacterium tumefaciens

Szczep AT 2.1 A. tumefaciens, uzyty do zakazania gleby, jest spontanicznym
mutantem opornym na streptomycyne (500 ppm) i rifampicyne (100 ppm),
wyselekcjonowanym z reprezentatywnych kolonii szczepu AT-4, ktéry zostat
wyizolowany z guzéw na korzeniach czeresni ptasiej. Jest on obecnie zdeponowany
w kolekeji kultur bakterii fitopatogenicznych Laboratorium Bakteriologii Instytutu
Sadownictwa i Kwiaciarstwa w Skierniewicach. Trwatos¢ mutacji szczepu AT 2.1
sprawdzano przez okres§lenie zdolnosci wzrostu bakterii na pozywce King B
z antybiotykami /20g pepton bakteriologiczny (Bacto Peptone, Difco), 1,5¢ K,HPO,,
1,5¢ MgSO, x 7H,O, 10ml glicerol, 15g agar (Bacto Agar Difco), 1000ml woda
destylowana, 500 ppm streptomycyna, 100 ppm rifampicyna/, po pigciokrotnym
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pasazowaniu w ptynnej pozywce King B nie zawierajacej antybiotykéw. Morfologia
kolonii bakterii szczepu AT 2.1 i AT-4 na pozywce King B nie zawierajacej rifamicyny
i streptomycyny nie réznita sie.

Patogeniczno$¢ tego szczepu sprawdzano przed zakazaniem prébek gleby
na siewkach stonecznika i pomidora (Sobiczew ski, 1996).

2. Charakterystyka gleb

Glebe do badan pobrano z warstwy omej, z dwoch réznych stanowisk
uzytkowanych pod uprawy roélin rolniczych i ogrodniczych. Z kazdego stanowiska
pobrano po 3 jednokilogramowe proby, ktore po oczyszczeniu z kamieni i grubszych
zanieczyszczen przy uzyciu sita, przekazano do Laboratorium Zaktadu Chemii Rolnej
Pola Do$wiadczalnego SGGW w Skierniewicach w celu przeprowadzenia analiz na
zawartos¢ dostgpnych dla roslin sktadnikéw pokarmowych.

Glebe pobrana ze stanowiska uzytkowanego pod uprawy roslin
ogrodniczych uznano za zyzna. Charakteryzowata si¢ ona $rednia zawartoscia
prochnicy, miata odczyn zblizony do obojetnego (pH 6,75), byla bardzo zasobna
w fosfor, érednio zasobna w magnez i mangan, zasobna w potas, miedZ i cynk.
Zawarto$¢ poszezegdlnych sktadnikéow pokarmowych w glebie wynosita: 16,1 mg
P/100g gleby, 22,2 mg K/100g gleby, 5,84 mg Mg/100g gleby, 10,6 mg Cu/kg gleby,
88,9 mg Mn/kg gleby, 670 mg Fe/kg gleby, 61,1 mg Zn/kg gleby, 1,39 mg N/g gleby,
zawarto$¢ wegla 1,6%;, stosunek C:N - 11,6; pH 6,75.

Gleby pobrane ze stanowisk uzytkowanych pod ro§liny rolnicze okreslono
jako piaszczyste. Charakteryzowaly si¢ $rednig zawartoscig prochnicy (dla tego
rodzaju gleb) i byly zasobne w forsfor przyswajalny. Gleba o pH 3,5 byla srednio
zasobna w potas i bardzo mato zasobna w magnez. Zawarto$¢ potasu w glebie o pH 6,4
okreslono jako niska, a magnezu - $rednia

3. Przygotowanie wodnej zawiesiny bakterii

Bakterie szczepu AT 2.1 hodowano na pozywce King B. Po 24-godzinnej
inkubacji w temperaturze 260C wyrosta murawe bakterii zmywano z powierzchni
pozywki sterylna woda destylowana. Transmitancje wodnej zawiesiny bakterii
ustalono na spektrokolorymetrze SEMCO S91E przy diugodci fali 630 nm. na 70%, co
odpowiadato okofo 10° komoérek bakterii w jednym mililitrze zawiesiny. Ponadto,
doktadng liczbg bakterii w zawiesinie oznaczano metoda seryjnych rozcienczen
i posiewow ptytkowych na pozywke King B.

4. Wprowadzanie bakterii do gleby

Swiezo pobrane préby gleby, o srednim nawilgoceniu podzielono na 2 czesci.
Do pierwszej z nich dodano wodna zawiesing szczepu AT 2.1, stosujac 1 ml zawiesiny
(o koncentracji ok. 10°/ml) na 100g gleby. Druga prébe poddano wyjatawianiu
sterylizujac ja przez trzy kolejne dni w temperaturze 1210C i pod cisnieniem
1 atmosfery, przez 20 minut. Po 7 dniach przetrzymywania w temperaturze pokojowej,
dodawano do gleby bakterie w taki sam sposéb jak do probki niejatowej. Bakterie
w glebie rozprowadzano i1 mieszano przy uzyciu elekirycznego miksera. Naste¢pnie
odwazano po 100 g probek gleby i umieszczano w sterylnych kolbkach Erlenmayera
o pojemnosci 250 ml.
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5. Badane fungicydy

Do badari wybrano 10 fungicydéw, powszechnie stosowanych w ochronie
roslin, prawie wszystkie z nich sa stosowane w uprawach sadowniczych
i szkotkarskich: Aliette 80 WP (80% fosetyl glinu), Befran 25 SL (25% iminoktadyna),
Dithane M-45 80 WP (80% mankozeb),. Euparen 50 WP (50% dichlofluanid), Kaptan
zaw. 50 WP (50% kaptan), Miedzian 50 WP (50% tlenochlorek miedzi), Ridomil Gold
MZ 68 WP (4% metalaksyl i 64% mankozeb), Saprol 190 EC (19% triforyna), Syllit 65
WP (65% dodyna), Thiram Granuflo 80 WG (80% tiram).

6. Traktowanie probek gleby fungicydami

Po uptywie jednej godziny od wprowadzenia bakterii do gleby dodawano
odpowiedni fungicyd w dawce odpowiadajacej koricowej koncentracji jego substancji
aktywnej w glebie 1000 lub 100 ppm. Odpowiednie iloici poszczegdlnych
fungicydow rozprowadzano w 5 ml sterylnej wody destylowanej, wlewano do kolbek
Erlenmayera z probka gleby i rozprowadzano sterylng bagietka szklana. W kombinacji
kontrolnej do kolbki z probka gleby wlewano 5 ml sterylnej wody destylowane;.
Kolbki przykrywano folia aluminiowa i umieszczono w ciemnym pomieszczeniu
laboratoryjnym w temperaturze okoto 200C.

Odczyn (pH) wodnych zawiesin lub roztworéw badanych fungicydow przed
ich wprowadzeniem do gleby wnosit: Aliette 80 WP (2,3); Befran 25 SL (5,6); Dithane
M-45 (7,4); Euparen 50 WP (10,2); Kaptan zaw. 50 WP (8,5); Miedzian 50 WP (7,5);
Ridomil Gold MZ 68 WP (6,9); Saprol 190 EC (5,0); Syllit 65 WP (6,5); Thiram
Granuflo 80 WG (7,8); woda (kontrola; 5,8).

7. Okreslanie przezywalnosci bakterii w glebie z dodatkiem fungicydow

Po 3, 7 i 14 dniach inkubacji, z kazdej kombinacji pobierano aseptycznie
3 probki po 5 g gleby. Kazda z nich przenoszono do kolbki Erlenmeyera o pojemnosci
100 ml z 45 ml sterylnej wody. Po recznym wymieszaniu gleby z woda przez
wstrzgsanie przez okoto 1 minute, wykonano dziesigciokrotne rozcienczenia i posiewy
na pozywke King B z dodatkiem 100 ppm rifampicyny i 500 ppm streptomycyny.
Po 3 dobach inkubacji w temperaturze 26°C liczono wyroste na pozywce kolonie
A. tumefaciens.

Uzyskane wyniki opracowano statystycznie metoda analizy wariancji na
danych transformowanych (y = log (x+1), a istotno$¢ réznic miedzy $rednimi okreslono
Za pomocy testu t-Duncana.

WYNIKI

1. Przezywalnos¢ A. tumefaciens w glebie zyznej, niejatowej, o pH 6,75, z dodatkiem
fungicydow (1000 ppm s.a.)

W okresie prowadzenia badari stwierdzono zmiany liczebnosci populaciji

A. tumefaciens w glebie zaréwno nie traktowanej, jak i traktowanej fungicydami

(tab. 1). Trzy dni po zakazeniu gleby, fungicydy Befran 25 SL i Miedzian 50 WP nie

spowodowaly istotnego obnizenia populacji bakterii w poréwnaniu z kontrola.
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Natomiast w kombinacji z Thiram Granuflo 80 WG stwierdzono nawet wzrost
populacji. Sposréd badanych fungicydow najwigksze antybakteryjne dziatanie
wykazaty: Kaptan zawiesinowy 50 WP, Euparen 50 WP i Dithane M-45. W siedem dni
po rozpoczeciu doswiadczenia stwierdzono wzrost populacji bakterii w probkach
gleby traktowanych fungicydami Thiram Granuflo, a takze Befran i Saprol. W tym
samym czasie Kaptan, Dithane i Ridomil Gold MZ 68 WP catkowicie wyeliminowaty
A. tumefaciens z gleby. Ta antybakteryjna zdolnos¢ wymienionych fungicydéw
utrzymata si¢ przez co najmniej 14 dni trwania do§wiadczenia. Podobne, choé nieco
gorsze dziatanie wykazatl Euparen, natomiast w glebie traktowanej Syllitem
zaobserwowano gwaltowny wzrost liczebnosci bakterii w okresie miedzy 7 a 14 dniem
trwania doswiadczenia.
Tabela 1
Liczba bakterii Agrobacterium tumefaciens w 1 gramie gleby zyznej (niejatowej, pH 6.75),
traktowanej wybranymi fungicydami (1000 ppm substancji aktywnej)

Table 1
Number of Agrobacterium tumefaciens cells in 1 gram of fertile soil (nonsterile, pH 6.75)
treated with selected fungicides (1000 ppm a.i)

L Liczba dni po wprowadzeniu bakterii do gleby
Kombinacja Days after introduction of bacteria into soil
Treatment
3 7 14

Kontrola (woda) 2010000 g 1 195 000 de 944 000 e
Check (water)
Alliette 80 WP 1 141 000 ef 794 000 d 479 000 de
Befran 25 SL 1 632 000 fg 12 315000 g 659 000 e
Dithane M-45 281 000 c 0a 0a
Euparen 50 WP 170 000 b 520 b 10 b
Kaptan zaw. 50 WP 1800 a 0a 0a
Miedzian 50 WP 1 319 000 efg 251000 c 182 000 d
Ridomil Gold MZ 68 WP 534 000 d 0a 0a
Saprol 190 EC 941 000 e 1 739 000 ef 50 000 ¢
Syllit 65 WP 6 937 000 i 1 122 000 de 12 781 000 f
Thiram Granuflo 80 WG 3137000 h 2 060 000 f 698 000 e

Analizg statystyczna przeprowadzono oddzielnie dla kazdego terminu badari; wartosci $rednie
oznaczone t3 samg literg nie réznig si¢ przy poziomie 5% wedtug testu Duncana

Statistical analysis was made separately for each term of investigation; mean values followed by
the same letter(s) do not differ at 5% level of significance

2. Przezywalnos¢ A. tumefaciens w glebie zyznej, jatowej, o pH 6,75 z dodatkiem
fungicydow (1000 ppm s.a)

Trzy dni po zakazeniu gleby, we wszystkich kombinacjach stwierdzono

istotnie mniejsza liczbe bakterii po traktowaniu fungicydami niz w kontroli (tab. 2).

Najsilniejsze antybakteryjne dziatanie wykazaty Ridomil i Dithane, ktére catkowicie

eliminowaty bakterie z gleby. Utrzymywato si¢ ono przez caty okres doswiadczenia.
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Tabela2

Liczba bakterii A. tumefaciens w 1 gramie gleby zyznej (jalowej; pH 6.75), traktowane;j

wybranymi [fungicydami (1000 ppm substancji aktywnej)

Table 2

Number of A. tumefaciens cells in 1 gram of fertile soil (sterile, pH 6.75) treated with selected

fungicides (1000 ppm a.i)

L Liczba dni po wprowadzeniu bakterii do gleby
Kombinac/a Days after introduction of bacteria into soil
Treatment
3 7 14

Kontrola (woda) 231 000 000 j 197 000 000 e 165 000 000 d
Check (water)
Alliette 80 WP 1 800 000 fg 48 000 000 d 127 000 000 d
Befran 25 SL 790 000 e 74 000 000 de 270 000 000 e
Dithane M-45 900 b Oa 0a
Euparen 50 WP 2 100 000 gh 65 000 b 16 000 000 b
Kaptan zaw. 50 WP 27 000 d 55 000 b 34 000 000 ¢
Miedzian 50 WP 15 000 ¢ 70 000 b -
Ridomil Gold MZ 68§ WP 0a Oa 0a
Saprol 190 EC 1 100 000 ef 910 000 ¢ 11 000 000 b
Syllit 65 WP 3 300 000 h 139 000 000 de 324 000 000 e
Thiram Granuflo 80 WG 10 900 000 i 110 000 000 de 30 000 000 ¢

Objasnienia: patrz tabela 1
Notes: see table 1

Siedem dni po rozpoczeciu doswiadczenia Syllit, Thiram i Befran utrzymywaty
populacje bakterii na poziomie nie réznigcym si¢ istotnie od kontroli, natomiast po
14 dniach stwierdzono nawet wzrost populacji bakterii w probkach gleby
traktowanych Syllitem i Thiramem.

3. Przezywalnos¢ A. tumefaciens w glebie piaszczystej, niejalowej o pH 3,75
z dodatkiem fungicydéw (1000 ppm s.a)

Stwierdzono drastyczne zmniejszenie si¢ populacji bakterii w ciagu
pierwszych trzech dni inkubacji (tab. 3). W 7 dniu inkubacji populacja bakterii ulegta
dalszemu zmniejszeniu, a po 14 dniach w ogole nie wykryto bakterii w kontrolnych
probkach gleby. W tym samym rodzaju gleby traktowanej fungicydami praktycznie
nie wykrywano bakterii w ciagu calego okresu badan. Wyjatek stanowita gleba
traktowana Syllitem, w ktorej stwierdzono obecno$¢ niewielkiej liczby bakterii
w 7 dniu inkubacji.

4. Przezywalno$¢ A. tumefaciens w glebie piaszczystej, niejatowej, o pH ok. 6,4
z dodatkiem fungicydow (1000 ppm s.a.)

Fungicydy Befran, Syllit i Thiram stymulowaly rozmnazanie si¢ bakterii

w glebie przez caly okres badan (tab. 4). Analiza gleby przeprowadzona w 3 dni od

rozpoczecia doswiadczenia wykazata, ze Kaptan catkowicie eliminowat bakterie.
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Tabela 3
Liczba bakterii A. tumefaciens w 1 gramie gleby piaszczystej (niejatowej, pH 3.5), traktowane;j
wybranymi fungicydami (1000 ppm substancji aktywnej)

Table 3
Number of A. tumefaciens cells in 1 gram of sandy soil (nonsterile, pH 3.5) treated with
selected fungicides (1000 ppm a.i)

L Liczba dni po wprowadzeniu bakterii do gleby
Kombinacja : ; R :
Days after introduction of bacteria into soil
Treatment

3 7 14
Kontrola (woda) & 000 500 0

Check (water)
Alliette 80 WP 0 0 0
Befran 25 SL 0 0 0
Dithane M-45 0 0 0
Euparen 50 WP 0 0 0
Kaptan zaw. 50 WP 0 0 0
Miedzian 50 WP 0 0 0
Ridomil Gold MZ 68 WP 0 0 0
Saprol 190 EC 0 0 0
Syllit 65 WP 0 200 0
Thiram Granuflo 80 WG 0 0 0

Objasnienia: patrz tabela 1
Notes: see table 1
Tabela4

Liczba bakterii A. tumefaciens w 1 gramie gleby piaszczystej (niejatowej, pH 6.4), traktowane;j
wybranymi fungicydami (1000 ppm substancji aktywnej)

Table 4
Number of A. tumefaciens cells in 1 gram of sandy soil (nonsterile, pH 6.4) treated with
selected fungicides (1000 ppm a.i)

L Liczba dni po wprowadzeniu bakterii do gleby
. Days after introduction of bacteria into soil
Treatment
3 7 14

Kontrola (woda) 3 450 000 ef 1 879 000 e 1 040 000 d
Check (water)
Alliette 80 WP 3 967 000 ef 2337000 e 1 187 000 d
Befran 25 SL 5 621 000 ef 6 814 000 f 4 283 000 f
Dithane M-45 1600 ¢ 3900b Oa
Euparen 50 WP 50b Oa Oa
Kaptan zaw. 50 WP 0a Oa Oa
Miedzian 50 WP 1 193 000 de 955 000 d 501 000 ¢
Ridomil Gold MZ 68 WP 2200¢ 4100 b 0a
Saprol 190 EC 416 000 d 675 000 ¢ 176 000 b
Syllit 65 WP 11 191 000 f 12 315 000 g 10 515 000 g
Thiram Granuflo 80 WG 7 956 000 ef 5339 000 f 1661 000 e

Objadnienia: patrz tabela 1
Notes: see table 1
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Nieco mniej skuteczne okazaly si¢ Euparen, Dithane i Ridomil. W prébkach gleby
traktowanych skutecznymi fungicydami nie wykryto bakterii w 14 dniu od zatozenia
doswiadczenia.

5. Przezywalno$¢ A. tumefaciens w glebie zyznej, niejatowej o pH 6,25, z dodatkiem
fungicydéw (100 ppm s.a.)

Najwyzsza aktywnos¢ antybakteryjng wykazaty Kaptan i Ridomil (tab. 5).
W przypadku tego drugiego bakterii nie wykrywano w glebie przez caty okres badari.
Nieco mniej skuteczny okazat si¢ Euparen, natomiast Dithane i Miedzian
50 praktycznie nie wykazaty antybakteryjnej aktywnosci, bowiem po traktowaniu
gleby tymi fungicydami liczebnos¢ populacji bakterii w prawie wszystkich
przypadkach nie roznita si¢ istotnie od kontroli.

Tabela s
Liczba bakterii A. tumefaciens w 1 gramie gleby zyznej (niejalowej, pH 6.75) traktowanej
wybranymi fungicydami (100 ppm substancji aktywnej)

Table 5
Number of A. tumefaciens cells in 1 gram of fertile soil (nonsterile, pH 6.75) treated with
selected fungicides (100 ppm a.i)

Kombinaci Liczba dni po wprowadzeniu bakterii do gleby
ombnacya Days after introduction of bacteria into soil
Treatment
3 7 14
Kontrola (woda) 20 967 000 c 8 926 000 d 6 077 000 ¢
Check (water)
Dithane M-45 1 081 000 b 210 000 ¢ 268 000 c
Euparen 50 WP 1 562 000 b 5500 b 7800 b
Kaptan zaw. 50 WP 6 000 a 30 a 10 a
Miedzian 50 WP 12 063 000 ¢ 5 937 000 d 1 966 000 ¢
Ridomil Gold MZ 68 WP 0a 0 a 0a
Objasnienia: patrz tabela 1
Notes: see table |
DYSKUSJA

Wplyw pestycydéw na populacje réznych mikroorganizméw zasiedlajacych
glebe byt przedmiotem zainteresowania wielu badaczy. Stosunkowo mato spotyka
si¢ jednak informacji na ten temat w odniesieniu do Agrobacterium tumefaciens.
Uzyskane w ramach przedstawionej pracy wyniki wskazuja, ze niektore fungicydy
stosowane w ochronie upraw sadowniczych i szkétkarskich przed chorobami wykazaty
antybakteryjne dzialanie wobec sprawcy guzowatoéci korzeni w S$rodowisku
glebowym. Przeprowadzone badania maja przede wszystkim warto$¢ dla praktyki;
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umozliwity bowiem wskazanie zwigzkow chemicznych toksycznie oddziatujacych
na A. tumefaciens. Nabiera to z kolei szczegdlnego znaczenia w sytuacjach
niemoznoéci zastosowania biologicznej metody ochrony roslin przed guzowatoscia
korzeni. Aktywne fungicydy mogltyby stanowi¢ cenny substytut jedynych - jak
dotychczas - preparatow miedziowych polecanych - oprécz Polagrocyny - przeciwko
tej chorobie. Coraz czgéciej wskazuje sie na konieczno$¢ wycofania miedzi z ochrony
roélin, ktéra jako metal cigzki kumuluje si¢ w glebie i moze stanowié zagroZenie
z ekologicznego punktu widzenia. Jednoczesnie pojawiaja si¢ glosy o celowosci
podjecia badan nad innymi, mniej toksycznymi, zwiazkami chemicznymi, ktore
w sytuacjach koniecznych mogtyby by¢ uzyte do zwalczania guzowatosci korzeni
iinnych bakterioz roslinnych.

Badania przeprowadzone w glebie zyznej niejalowe] wykazaty, ze
najwicksza aktywnos¢ w ograniczaniu A. tumefaciens wykazaty Kaptan, Dithane,
Euparen i Ridomil. Podobne tendencje w dziataniu wymienionych fungicydéw (nieco
stabsze w przypadku Kaptanu i Euparenu) wystapily w glebie zyznej wyjatowione;.
Stwierdzone réznice w dziataniu fungicydéw w obu rodzajach gleb mogly byc
spowodowane obecnos$cia w pierwszej z nich mikroorganizméw antagonistycznych
wobec sprawcy guzowatosci korzeni, ktére mogly spotegowaé uzyskany
antybakteryjny efekt w tej glebie. Ponadto zaobserwowano, ze w wigkszoéci badanych
préb gleby, zardowno wyjalowionej jak niejatowej, do ktérych wprowadzono takie
fungicydy jak Thiram, Syllit czy Befran wystapit wzrost populacji A. tumefaciens.
Moégt on by¢ spowodowany zmianami w sktadzie mikrobiologicznym gleby poprzez
eliminacje mikroorganizmow konkurencyjnych, zwigkszenie Zrédta pokarmu wskutek
zamarcia i rozktadu pewnych mikroorganizmow pod dzialaniem fungicydow, a takze
ich dezaktywacja przez biotyczne i abiotyczne skladniki srodowiska glebowego
Kreutzer,1963;Curl iTruelove, 1986;Paul iClark, 2000
Niewiadomskai Sawicka,2001).

Znaczenie glebowego kompleksu sorpcyjnego zostalo szczegdlnie
zamanifestowane w glebie piaszczystej, kwasnej, w ktorej praktycznie wszystkie
z badanych fungicydow catkowicie eliminowaty bakterie ponizej poziomu ich
wykrywania.

Gleba jest tworem bardzo ztozonym, a jej skiad mechaniczny i stopien
uwodnienia sa waznymi czynnikami determinujacymi zdolnosci sorpcyjne (P a u 1
i Clark, 2000). Poza tym zwigkszona zawarto$¢ materii organicznej w glebie podnosi
pojemnos¢ sorpeyjna gleby. Wprowadzony zwiazek chemiczny podlega interakcjom
zarowno z glebowa biofaza, jak i fizykochemicznymi sktadnikami gleby. Czynniki te
decyduja wigc czy ilos¢ danego zwiazku chemicznego pozostanie toksyczna w danym
miejscu w stosunku do danego mikroorganizmu (Kreutzer, 1960).

Warunki panujace w S$rodowisku glebowym moga wigc znacznie
modyfikowaé antybakteryjne dziatanie pestycydow wprowadzanych do niego celowo
lub tez przypadkowo, na przyktad wskutek spltywania z traktowanych nimi
nadziemnych czesci roélin. Dlatego informacje o antybakteryjnym dziataniu jakiego$
srodka chemicznego uzyskane na podstawie badan przeprowadzonych w warunkach
in vitro maja gtdwnie znaczenie poznawcze. Wskazuja one na bezposrednie dziatanie
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bakteriobojcze czy bakteriostatyczne danego srodka, ale nie mozna ich bezposrednio
przenosi¢ do warunkow naturalnego bytowania bakterii (Fisher, 1976; Fisher
iHayes, 1982;Greaves iin., 1980; Sobiczewski, 1995). Nierzadko zdarza
sig, ze jaki$ preparat wykazuje duza aktywno$¢ w ograniczaniu wzrostu bakterii na
sztucznej pozywce, a w glebie jest nieaktywny lub nawet stymuluje wzrost bakterii.
Przyktadem moga tu by¢ wspomniane juz fungicydy Thiram Granuflo 80 WG i Syllit
65 WP, ktore w badaniach Sobiczewskiego (1995) catkowicie hamowaly wzrost
A. tumefaciens i A. radiobacter w warunkach in vitro, a w badaniach przedstawionych
w niniejszej pracy potegowalty rozmnazanie si¢ bakterii w glebie. Z kolei Euparen,
Dithane i Kaptan okazaty si¢ aktywne zarowno na sztucznej pozywce jak i w glebie.
Na uwage zastuguje takze preparat Aliette, ktory drastycznie obnizat odczyn
sporzadzonej z jego dodatkiem wodnej zawiesiny. W warunkach in vitro preparat ten
ograniczat rozmnazanie si¢ ,,agrobakterii” (Sobicze wski, 1995), w glebie za$ nie
wykazat antybakteryjnego dziatania, a niekiedy nawet stymulowat wzrost bakterii.

Warto takze podkreslié, ze rézne izolaty tego samego gatunku bakterii mogg
podobnie reagowac na ten sam zwiazek chemiczny, na inny zas réznie. Wykazat to
w przypadku wybranych fungicydow i herbicydow wobec kilku izolatow
A. tumefaciens i szczepu K84 A. radiobacter Sobicze wski(1995). O zréZnicowaniu
wrazliwosci réznych izolatow A. tumefaciens na pestycydy donosit takze O r o s
(1983), ktéry m.in. udowodnit, ze na przyktad tlenochlorek miedzi, mankozeb, czy
zineb byly bardziej toksyczne dla bakterii szczepu K84 niz dla bakterii
tumorogennych. Stwierdzenie zroznicowania wrazliwosci omawianych bakterii na
dziatanie pestycydow ma duze znaczenie z punktu widzenia praktyki. Opornos¢
niektorych bakterii na jaki$ $rodek chemiczny moze decydowac o odbudowaniu sig
inokulum w $rodowisku glebowym do poziomu zagrazajacego zdrowotnosci roslin
i w stopniu przekraczajacym prog ekonomicznej szkodliwosci. O r o s (1983) uwaza,
ze Dithane i Euparen, a takze preparaty dodynowe, moga skutecznie oddziatywac na
Agrobacterium w warunkach naturalnego bytowania tych bakterii. Przedstawione
w niniejszej pracy wyniki badan wskazuja, ze przypuszczenie to okazato si¢ prawdziwe
w odniesieniu do dwoch pierwszych z wymienionych preparatow, ale nie do zwiazkow
dodynowych. O toksycznym dziataniu wymienionych preparatow, a takze Kaptanu
w stosunku do bakterii z rodzaju Rhizobium informujaHeinonen-Tanski iin.
(1982). Takze L o p e z iin. (1981) uznali Kaptan za preparat posiadajacy zdolnos¢
hamowania wzrostu bakterii tumorogennych oraz zapobiegajacy porazeniu podktadek
162y przez A. tumefaciens. Natomiast Sobiczew ski(1995) oceniajac skutecznos¢
kilku fungicydéw (w tym Kaptanu) w zapobieganiu porazenia roslin testowych przez
A. tumefaciens stwierdzil, ze dla stonecznika wyroznity si¢ Miedzian i Euparen, za$
dla pomidora tylko Miedzian.

Dyskusyjna pozostaje sprawa ilodci wprowadzanego do gleby s$rodka
chemicznego w aspekcie jego dzialania na sprawce guzowatosci korzeni.
Przeprowadzone badania z fungicydami najlepiej dziatajacymi w dawce 1000 ppm
wykazaly, ze jej dziesigciokrotne zmniejszenie nie wplyngto w zasadniczy sposéb na
obnizenie antybakteryjnego dziatania Ridomilu i Kaptanu, stabiej natomiast dziataty
Dithane i Eupraen, za$ Miedzian praktycznie nie wplywat hamujaco na rozmnazanie
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si¢ bakterii w glebie. Generalnie uwaza si¢ bakterie patogeniczne dla roslin sg
trudniejsze do eradykacji niz grzyby. Munnecke i Ferguson (1960) wykazali,
ze aby zabi¢ Agrobacterium tumefaciens, Corynebacterium michiganense
i Xanthomonas pelargonii w porazonych tkankach rodlin - gospodarzy
umieszczonych w glebie musieli uzy¢ wyzszych dawek chloropikryny, bromku metylu
czy ditiokarbamatu sodu niz do zwalczania grzybow. Natomiast Winfree i in.
(1958) udowodnili, ze niemozliwa byta eliminacja z gleby bakfterii z rodzaju Erwinia
i Pseudomonas powodujacych migkkie zgnilizny roélin z gleby przy zastosowaniu
standardowej dawki chloropikryny. Problem ten wymaga bardziej szczegbtowych
badan. Paul i Clark (2000) uwazaja, ze sposrod pestycydow jakie sg wprowadzane
do gleby zaréwno w sposob celowy, jak i przypadkowy, najwigksze zakldcenia
w sktadzie populacji organizméw zywych powoduja fungicydy, przy czym bakterie
naleza do najbardziej wrazliwych tak z punktu widzenia toksycznego, jak
i stymulujacego oddziatywania danego preparatu.
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Wplyw wybranych fungicydow na przezywalno$¢ Agrobacterium

tumefaciens (Smith et Townsend) Conn w réznych rodzajach gleb

Streszczenie

Badano wptyw 10 fungicydow na przezywalnos$c A. tumefaciens w réznych
rodzajach gleb. W glebie zyznej niejatowej najwicksze dziatanie antybakteryjne
w stgzeniu 1000 ppm substancji aktywnej wykazaty: Dithane M-45, Euparen 50 WP,
Kaptan zaw. 50 WP i Ridomil Gold 80 WP. Podobne tendencje w dziataniu tych
fungicydow wystapity w glebie Zyznej jatowej, przy czym nieco stabsze w przypadku
Kaptanu i Euparenu. W wigkszosci badanych gleb, fungicydy: Thiram Granutlo 80
WG, Syllit 65 WP i Befran 25 SL powodowaty wzrost liczebnosci populacji bakterii.
W glebie piaszczystej kwasnej (pH 3,5) wszystkie badane fungicydy catkowicie
eliminowaty bakterie. Natomiast w glebie piaszczystej o odczynie zblizonym do
obojetnego aktywnos¢ taka wykazaty tylko Dithane, Euparen, Kaptan i Ridomil.
Dziesigciokrotne zmniejszenie dawki wybranych fungicydow nie wplyneto
w zasadniczy sposob na obnizenie dziatania Kaptanu i Ridomilu, stabiej natomiast
dziataty Dithane i Euparen,
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