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RozDZIAL 1. WSTEP | CEL PROJEKTU

Integrowana ochrona ro$lin (ang. Integrated Pest Management, IPM) taczy rozne
metody ograniczania szkodliwych organizmoéw (bakterii, grzybow, legniowcéw, nicieni,
owadow, zwierzat townych, chwastow itp.) w celu utrzymania liczebnosci ich populacji na
mozliwie niskim poziomie. Wykorzystuje ona wszelkie dostepne metody ochrony roslin,
preferujac metody niechemiczne, w tym biologiczne, ktére w minimalny sposéb oddziatluja na

zdrowie ludzi, zwierzat i Srodowisko.

Jedna z metod dziatania w ochronie biologicznej jest stworzenie optymalnych
warunkow dla rozwoju roélin i ochrona pozytecznych organizmdw, naturalnie wystgpujacych
w danym ekosystemie poprzez wprowadzanie wrogéw naturalnych danych patogendéw na
uprawy np. w postaci biopreparatow. Zastosowanie stymulatoréw wzrostu (nawozow na bazie
fosforynu amonu lub potasu) podnoszacych naturalna odporno$¢ roslin przeciw patogenom
oraz poprawiajacym parametry biometryczne sadzonek wpisuje si¢ w zasady ochrony roslin
promowane przez IPM. Kolejna z metod niechemicznych polega na wykorzystaniu
odpowiednich zabiegdéw agrotechnicznych, takich jak wlasciwy dobdr plodozmianu oraz

hodowla gatunkéw lub odmian odpornych na patogeny.

Stosowanie chemicznych s$rodkow ochrony roslin w IPM jest ograniczone do
niezbednego minimum 1 musi by¢ poprzedzone procesem decyzyjnym, ktory pozwala na
trafne i skuteczne dobranie rodzaju, dawki i terminu stosowania preparatu. Zgodnie
Z zasadami integrowanej ochrony roslin aktywna ochrona ro$lin przed chorobami moze by¢
podejmowana jedynie wtedy, gdy juz wystepujaca lub przewidywana choroba powoduje
straty przekraczajace prog ekonomiczny. Zagrozenie chorobowe powinno by¢ zatem starannie
monitorowane, a metody temu stuzace stale udoskonalane. Zastosowanie technik biologii
molekularnej (analiz DNA) daje mozliwos¢ skutecznego zidentyfikowania patogena juz na

wczesnym etapie produkcji materiatu szkotkarskiego, a takze w drzewostanach.

Obowiazek stosowania zasad integrowanej ochrony roslin przez wszystkich
profesjonalnych uzytkownikéw srodkow ochrony roslin poczawszy od dnia 1 stycznia 2014 r.
wynika z postanowien art. 14 dyrektywy 2009/128/WE oraz rozporzadzenia nr
1107/2009/WE. Jej idea polega na komplementarnym stosowaniu wielu (lub wszystkich)
mozliwych metod ochrony roslin. W zwiazku z powyzszym, w Ministerstwie Rolnictwa
i Rozwoju Wsi opracowano projekt krajowego planu dziatania na rzecz ograniczania ryzyka

zwigzanego ze stosowaniem S$rodkow ochrony roslin na lata 2013-2017. Z Dyrektywy



2009/128/WE z dnia 21.10.2009 Komisji Europejskiej oraz dokumentdéw z nia zwiazanych
wynika respektowanie ,,Dobrej praktyki ochrony ro$lin”, opracowanej przez EPPO,
Europejska i Srédziemnomorska Organizacje Ochrony Roslin. Wedtug postanowiei EPPO do
najwazniejszych zasad ochrony ros$lin nalezy przede wszystkim stosowanie metod
profilaktycznych, hodowlanych, mechanicznych, biologicznych w pierwszej kolejno$ci przy
ograniczeniu do minimum stosowania chemicznych §rodkdw ochrony roslin. EPPO ktadzie
duzy nacisk na bezpieczne i racjonalne stosowanie chemicznych $rodkéw ochrony roslin.
Wydane w 1999 roku Zarzadzenie 11A Dyrektora Generalnego Laséw Panstwowych
wskazuje na stosowanie metod nieinwazyjnych w przypadku prowadzenia metod ochronnych
w PGL LP. Powyzsze ograniczenia sklaniaja do poszukiwania nowych, nieinwazyjnych

technologii profilaktycznych lub ochronnych opartych na metodach biologicznych.

Obecnie, do wazniejszych chordéb wystepujacych w szkotkach lesnych nalezy zaliczy¢
zgorzele siewek oraz zgorzele korzeni pojawiajace si¢ na siewkach kilka tygodni po
skietkowaniu. W niechronionych szkotkach lesnych, zgorzel siewek moze spowodowac straty
siggajace nawet 80% calego materiatu sadzeniowego (Manka 1993). W 2013 roku zagrozenie
od chor6b zgorzelowych zanotowano na tacznej powierzchni 164,15 ha, co stanowito spadek
0 16% w stosunku do poprzedniego stanu wegetacyjnego. Choroby zgorzelowe wywotywane
sa przez kompleks patogenow grzybowych z rodzaju Cylindrocarpon, Cylindrocladium,
Fusarium i Rhizoctonia, wystgpujace najczgsciej w stadium konidialnym (Mittal i Wang
1993, Sutherland i in. 2002), a takze lggniowce: Pythium i Phytophthora, przenoszone przez
zoospory, oospory oraz chlamydospory, zarowno w glebie, jak iz materialem nasiennym
(Lilja 1994). Poniewaz patogeny te naleza do réznych grup systematycznych, ich reakcja na
srodki ochrony roslin jest wysoce zréznicowana. W takiej sytuacji konieczne jest wykonanie

kilku zabiegéw ochronnych z zastosowaniem wielu preparatow chemicznych.

Wieloletnie uzytkowanie wielkoobszarowych szkotek spowodowato znaczny spadek
zyzno$ci gleb oraz ich biologiczna degradacj¢. Prace nad dzialaniami zmierzajacymi do
poprawy tej sytuacji, poprzez wykorzystanie metod biologicznych i technicznych do
rewitalizacji gleb w szkotkach lesnych, prowadzone byly w IBL wielokrotnie (Duda 1999,
Duda i Lukaszewicz 2002, Dobrowolski i in. 2001). W do$wiadczeniach badano wptyw m.in.
wermikompostu (in. biohumusu) oraz preparatu Antifung 20 SL (zawierajacego 20% wyciag
biohumusu) na wzrost naturalnej odpornosci roslin na patogeniczne grzyby powodujace
zgorzel siewek (Duda 1999). Wykazano, iz dodatek nawozoéw na bazie biohumusu wplynat

pozytywnie na zwigkszenie wydajnosci siewu. Ponadto stosowanie zabiegdw ochronnych
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preparatem Antifung w momencie najwigkszego zagrozenia chorobowego ze strony grzybow,
pozwolito na uaktywnienie wielu gatunkéw antagonistycznych wobec patogenow.
Pozytywnym rezultatem stosowania naturalnych nawozéw na bazie biohumusu bylo
zmniejszenie wypadoéw siewek oraz skrdcenie czasu trwania i ostabienie intensywnos$ci
chorob grzybowych w badanych szkotkach lesnych. Korzystne oddziatywanie nawozow
naturalnych na zdrowotno$¢ siewek i sadzonek stwierdzono dopiero po kilku latach
stosowania, jednakze zbyt dtugie dostarczanie sktadnikéw odzywczych (szczeg6lnie azotu i
fosforu) moze powodowac obnizenie kondycji zdrowotnej mykoryz (Dobrowolski i in. 2001).
Zastosowanie metod biologicznych, obejmujacych ptodozmian wraz z ugorem zielonym i
czarnym, ma na celu ograniczenie wystgpowania patogenéw oraz odbudowe zbiorowisk
korzystnych mikroorganizmoéow glebowych (Lukaszewicz i Duda 2002a, b). Zaobserwowano
pozytywny wplyw stosowania niektorych roélin w ugorze zielonym na parametry
biometryczne siewek sosny, stopien mykoryzacji korzeni oraz zwigkszenie réznorodnosci
zbiorowisk mikroorganizméw glebowych. Rola plodozmiandéw z zastosowaniem ugoru
zielonego jak i czarnego, jako $rodka fitosanitarnego, stanowiacego alternatywe dla metod

chemicznych zostata podkreslona rowniez przez Gorzelaka i Lukaszewicza (1993).

Celem projektu byto opracowanie metody podniesienia naturalnej odpornosci roslin na
patogeny, jako elementu profilaktyki w integrowanej ochronie szkotek lesnych. Ponadto
podjgto probe udoskonalenia metod identyfikacji patogenéw z wykorzystaniem analizy DNA

w badaniach genetycznych.



ROZDZIAL 2. PRZEGLAD METOD OCHRONY SZKOLEK PRZED PATOGENAMI

Zaprezentowane w rozdziale wyniki prac badawczych dotyczacych wykorzystania
czynnikow biologicznej ochrony w ograniczaniu wystgpowania patogenéw w szkotkach
lesnych, drzewostanach oraz naturalnych ekosystemach wskazuja na duzy potencjat
mozliwo$ci stosowania metod biologicznych w lesnictwie (Hill i in. 2007, Lefort i in. 2013,
Reglinski i Dick 2005). Niniejszy rozdziat zestawia réwniez preparaty dopuszczone obecnie
do stosowania w lesnictwie, pokazuje mechanizmy ich dziatania oraz obecna i potencjalna
skutecznos¢ wobec réznych grup patogenicznych organizmow, wraz z jednoczesna analiza
mozliwosci wystgpowania odpornosci grzybow na fungicydy (organizmy wystgpujace w

Polsce oraz blisko z nimi spokrewnione) (Gtowacka i in. 2013).

Rozdziat 2.1. Metody biologiczne

Zgodnie z zasadami integrowanej ochrony roslin promowane jest wykorzystywanie
W lesnictwie alternatywnych metod ochrony ro$lin, do ktérych zaliczana jest biologiczna

ochrona.

Sformutowane przez Bakera i Cooka (1974) podstawy biologicznej ochrony roslin
okreslity jej zasady jako zwalczanie organizméw patogenicznych za pomoca innych
organizmow zywych. Obecnie, pojecie biologicznej ochrony roslin jest bardziej ztozone i jest
definiowane jako wykorzystanie biopestycydow czyli srodkow ochrony ro$lin zawierajacych
czynnik (lub czynniki) pochodzenia biotycznego (Biological Control Agents-BCA), dla
ograniczenia wystgpowania patogenicznych organizmow za posrednictwem jednego lub kilku
mechanizmow dziatania. Wptywaja one bezposrednio lub posrednio na patogeny lub na
patogeny 1 rosliny. Biotyczne czynniki mikrobiologiczne to Zywe organizmy: bakterie, grzyby
I wirusy antagonistyczne w stosunku do patogenéw lub indukujace mechanizmy obronne
roslin (Cook 1993, Schouten i in. 2008). Mechanizm dziatania mikrobiologicznych BCA
opiera si¢ na wykorzystaniu ich zdolnosci konkurencyjnych (szybki wzrost, intensywne
zarodnikowanie, duze zdolnos$ci adaptacyjne), ktore pozwalaja na kolonizacj¢ niszy
ekologicznej 1 ograniczenie liczebnosci populacji organizmoéw patogenicznych, zar6wno
w glebie jak i na roslinie. BCA, poza konkurencja o przestrzen zyciowa, wspotzawodnicza

Z patogenami o sktadniki odzywcze, ktore znajduja si¢ w glebie.

Bezposrednie oddziatywanie BCA na patogeniczne mikroorganizmy polega na

syntetyzowaniu enzymow litycznych oraz antybiotykow hamujacych ich wzrost 1 rozwoj,



atakze na nawiazywaniu z patogenem bezposredniego kontaktu pasozytniczego
(nadpasozytnictwo) (Whipps, 2001). W relacjach z ros§linami BCA indukuja odporno$é
poprzez aktywowanie mechanizmu SAR (Systemic Acquired Resistance) lub poprzez
indukcje systemicznej odpornosci ISR (Induced Systemic Resistance). W tym pierwszym
przypadku (SAR) wyzwalaczami reakcji odpornosciowej roslin, w ktorej posredniczy kwas
salicylowy, sa zarowno czynniki biotyczne i abiotyczne (Salas-Marina i in. 2011). Indukcje
systemicznej odpornosci ISR aktywuja saprotroficzne grzyby i bakterie, czasteczka

sygnatowa jest etylen, a kluczowa role odgrywa kwas jasmonowy (JA) (Pieterse i in. 2001).

Skutkiem aktywacji odpowiedzi obronnej ro$lin jest akumulacja bialek PR
(Pathogenesis Related Proteins), fitoaleksyn (FA), chitynaz, glukanaz i peroksydaz oraz

synteza zwiazkoéw fenolowych (Khan i in. 2004).

Najczgsciej wykorzystywane w biologicznej ochronie grzyby naleza do rodzajow:
Trichoderma, Gliocladium, Ampelomyces, Candida i Coniothyrium (Fravel 2005). Grzybowe
BCA tworza wtorne metabolity o wlasciwosciach antybiotycznych (Vinale i in. 2008),
syntetyzuja enzymy: chitynazy, celulazy, glukanazy i proteazy pozwalajace na nawiazanie
relacji mykopasozytniczej (Harman i in. 2004), oraz indukuja w roslinach mechanizm SAR
i ISR (Salas-Marina i in. 2011).

Bakterie zaliczane do czynnikow biologicznej ochrony naleza do grupy PGPR (Plant
Growth Promoting Rhizobacteria), ktoére poza antagonistycznymi oddziatywaniami na
patogen wywieraja korzystny wplyw na rosliny. Bakterie PGPR udostgpniaja roslinom
trudnodostgpne formy sktadnikow mineralnych oraz poprawiaja strukture gleby, produkuja
analogi roslinnych regulatorow wzrostu, a takze wiaza toksyczne metale cigzkie (Gutierrez-
Manero i in. 2001). Bakterie PGPR to przede wszystkim przedstawiciele rodzajow:
Acetobacter, Acinetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Azoarcus, Azospirillum, Azotobacter,
Bacillus, Beijerinckia, Burkholderia, Derxia, Enterobacter, Gluconacetobacter, Klebsiella,
Ochrobactrum, Pseudomonas, Rhodococcus, Serratia, Zoogloea (Singh i in. 2011). Bakterie
z grupy PGPR wykazuja silne wlasciwosci konkurencyjne w stosunku do patogenow,
produkuja bowiem siderofory, syntetyzuja antybiotyki oraz indukuja odpornos¢ typu ISR
(Figueiredo 1 in. 2010). Czynnikami biologicznej ochrony sa takze bakterie mykofagiczne,
ktore za pomoca aktywnych mechanizméw pasozytuja na strzgpkach grzybow (de Boer i in.
2005, Fritsche i in. 2006).

Niezwykle wazna grupe BCA stanowia promieniowce, ktére syntetyzuja okoto 70-

80% wszystkich znanych wtdrnych metabolitow produkowanych przez mikroorganizmy
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(Berdy 2005, Golinska i Dahm 2013). Najwigkszym potencjatlem do zwalczania choréb ro$lin
charakteryzuja si¢ przedstawiciele przynalezacy do rodzajow Streptomyces i Micromonospora
(Lehr i in. 2008, El-Tarabily i in. 2010). Actinomycetes oddziatluja na patogen poprzez
produkcje antybiotykéw, zewnatrzkomorkowych polisacharydow indukujacych odpowiedz
obronng roslin (exopolysaccharides - EPS), enzymow hydrolizujacych $ciang komorkowa
grzybow: B-1,3-, B-1,4-, B-1,6-glukanaz, sideroforéw i fitohormonéw (Gohar i in. 2006,
Khamna i in. 2009, Ma i Berkowitz 2007, Valois i in. 1996).

Grzyby mykoryzowe, jako czynniki biologicznej ochrony, pelnia istotna role
W ochronie ekosystemow lesnych. Szacuje sig, ze okoto 5000-6000 gatunkow grzybow moze
by¢ zaangazowanych w ektomykorozy (Molina i in. 1992). Korzystny dla roslin efekt
oddziatywania grzybow mykoryzowych polega na zwigkszeniu zdolnosci systemu
korzeniowego do absorpcji sktadnikow mineralnych i wody (Read i Perez-Moreno 2003),
dlatego zaszczepianie grzybami mykoryzowymi sadzonek ze szkotek kontenerowych przed
przenoszeniem do $rodowiska znacznie poprawia ich przezywalno$¢ (Domenech i in. 2004).
Istnieja doniesienia wskazujace, ze grzyby mykoryzowe moga zwigksza¢ odpornos¢ roslin na
infekcje wywotane przez patogeny glebowe (Azcon-Aguilar i Barea 1996; Graham 2001).
Niektore grzyby ektomykoryzowe produkuja siderofory wiazace zelazo w glebie (Renshaw
iin. 2002), za$ inne syntetyzuja antybiotyki (Tsantrizos i in. 1991). Podstawowym
mechanizmem oddzialywania tych grzyboéw na patogen jest konkurencja oraz tworzenie
fizycznej bariery uniemozliwiajacej infekcje (Graham 2001). Najwazniejsze grzyby
mykoryzowe wykorzystywane w biologicznej ochronie naleza do rodzaju Glomus, sa to
gatunki: Gigaspora margarita, Hebeloma crustuliniforme, Sclerocystis dussi (Kavatagi
i Lakshman 2012, Kowalski i Wojnowski 2009, Ozgonen i in. 2009).

Kolejna grupa czynnikdéw biologicznej ochrony sa zwiazki chemiczne pochodzenia
organicznego i nieorganicznego, ktére moga by¢ aplikowane do gleby oraz bezposrednio na
rosliny i1 nasiona w celu ograniczenia chordb wywolanych przez patogeny. Do grupy
zwiazkdw pochodzenia organicznego =zalicza si¢ ekstrakty roslinne, olejki eteryczne,
glukozynolany i chitozan oraz syntetyczne zwiazki: kwas salicylowy, ester S-metylowy
kwasu benzo[l,2,3]tiadiazolo-7-karbotiowego (ASM), benzotiadiazol (BTH) i kwas [3-
aminomastowy (BABA) (Alabouvette i in. 2006, Muthukumar i in. 2010, Oostendorp i in.
2001). Zwiazki te dzialaja hamujaco na wzrost patogendw oraz podobnie jak mikroorganizmy

antagonistyczne aktywuja mechanizmy obronne roslin (Alabouvette i in. 2006).


http://www.cabdirect.org/search.html?q=au%3A%22Kowalski%2C+S.%22
http://www.cabdirect.org/search.html?q=au%3A%22Kowalski%2C+S.%22

Biologiczna ochrona w szkélkarstwie leSnym

Literatura dotyczaca biologicznych metod ochrony roslin obejmuje opis wielu
przyktadow korzystnego zastosowania BCA w przypadku upraw rolniczych i ogrodniczych,
za$ przykltady wykorzystania czynnikéw biologicznej ochrony w ograniczaniu chorob
wystepujacych w szkotkach lesnych sa nieliczne. Autorzy prac badawczych podaja, ze
biologiczne ograniczanie chorob drzew jest bardzo trudne, co wynika ze specyfiki produkcji
(Reglinski i Dick 2005, Hill i in. 2007). W Nowej Zelandii (gdzie szkotkarstwo kontenerowe
dostarcza rocznie okoto 50 mln sadzonek), waznym wsparciem produkcji jest wykorzystanie
czynnikow biologicznej ochrony, co ma zapewni¢ ochrong przed chorobami oraz korzystnie
wplywac na wzrost ro§lin (Hohmann i in. 2011). BCA w szkoétkach lesnych mozna stosowac
na dwa sposoby: poprzez zaprawianie nasion oraz opryski (Hohmann i in. 2011). Na
podkreslenie zastuguje fakt, iz zaprawianie nasion jest bardziej ekonomiczne (korzystne
finansowo), a jednoczenie bardzo skuteczne w odniesieniu do choréb powodowanych przez
grzyby zwiazane ze $rodowiskiem glebowym (Mousseaux 1 in. 1998, Bell i in. 2000).
Zdaniem Bent i in. (2001) bardzo istotnym elementem technologii produkcji szkotkarskiej jest
inokulacja sadzonek drzew bakteriami z grupy PGPR, gdyz poprawia kondycj¢ ro$lin oraz
zwigksza zdolnos$ci adaptacyjne roslin po przesadzeniu. Zdaniem Reglinskiego i Dicka (2005)
antagonistyczne mikroorganizmy, do ktoérych naleza przedstawiciele rodzaju Trichoderma,
maja duzy potencjal w ograniczaniu patogenow W lesnictwie. Potwierdzeniem sa wyniki
badan uzyskane przez Hill i in. (2007), ktore wykazaty, ze stosowanie gatunkow Trichoderma
poprawito stan zdrowotny sadzonek Pinus radiata w uprawie kontenerowej. W innych
badaniach wykazano korzystny wpltyw grzybow z rodzaju Trichoderma na rozne rosliny
drzewiaste (Paderes i in. 2005, Adams i in. 2007, Grodnitskaya i Sorokin 2007), za$
wykorzystany w badaniach Kelley (1976) gatunek T. harzianum ograniczal choroby
zgorzelowe na sadzonkach Pinus echinata. Ten sam gatunek BCA zastosowany w szkotkach
kontenerowych zmniejszyl S$miertelnos¢ sadzonek daglezji na skutek infekcji roslin
powodowanej przez F. oxysporum (Mousseaux i in. 1998). Kolejne badania wykonane przez
Hill i in. (2007), dowiodly, ze zarébwno zaprawianie nasion, jak i opryski preparatami
zawierajacymi antagonistyczne szczepy grzybow z rodzaju Trichoderma poprawity

kietkowanie nasion oraz stan zdrowotny sadzonek P. radiata w szkotkach kontenerowych.

Zdaniem Bent i in. (2001) optymalizacja stosowania mikroorganizmow
w szkotkarstwie leSnym wymaga precyzyjnego poznania mechanizmow  wpltywu

mikroorganizméw PGPR na ro$liny oraz okreslenie warunkéw Srodowiskowych



wplywajacych na zasiedlenie niszy przez konkretne mikroorganizmy. Kelley (1976) wykazat,
ze przedstawiciel rodzaju Trichoderma nie byt w stanie powstrzymac zgorzeli sadzonek Pinus
echinata wywotanej przez P. cinnamomi w warunkach, gdy wilgotnos¢ gleby utrzymywata
si¢ blisko poziomu wysycenia. W innych pracach badawczych nie wykazano efektywnego
oddziatywania grzybow z rodzaju Trichoderma oraz zwiazkO6w wapnia w ograniczaniu
Phytophthora, jednakze autorzy podsumowujac uzyskane przez siebie wyniki badan
skonkludowali, ze zwalczanie Phytophthora wymaga integracji wszystkich dostgpnych metod
w tym metody biologicznej (Reglinski i in. 2008). Z pracami Reglinskiego koresponduja
wyniki uzyskane przez Minchin i in. (2012), ktérzy nie zaobserwowali korzystnego wptywu
komercyjnego biopreparatu zawierajacego Trichoderma atroviride (pig¢ izolatow)
i T. harzianum (jeden izolat) na wzrost roslin. Autorzy wykazali brak negatywnego
oddziatywania BCA na kolonizacj¢ sadzonek przez grzyby ektomykoryzowe Pinus radiata
w szkotkach kontenerowych. Inne badania dotyczace tacznego stosowania bakterii
Paenibacillus polymyxa oraz P. fluorescens, wykazaty niekorzystny wptyw na wzrost i mas¢
korzeni tworzonych przez Pinus contorta, w poréwnaniu do indywidualnego zastosowania
BCA. Stwierdzono jednoczes$nie, ze stopien kolonizacji ryzosfery przez bakterie nie koreluje
z korzystnym oddziatywaniem bakterii na wzrost roslin (Bent i in. 2001). W badaniach
wykonanych przez Hohmann i in. (2011) wykazano jednak zwigkszenie wzrostu sadzonek
w stosunku do kontroli na skutek wprowadzenia do hodowli kontenerowej izolatow grzybow
z rodzaju Trichoderma pochodzacych z rdzennych ekosystemow. Korzystny efekt rdzennych
populacji mikroorganizméw BCA na stan zdrowotny sadzonek buka i degbu potwierdzaja
takze najnowsze wyniki badania zaprezentowane przez Lefort i in. (2013), ktorzy wykazali
znaczaca redukcje infekcji sadzonek powodowana przez legniowce P. cambivora

i P. cinnamoni w do$wiadczeniach in vivo.

Biologiczna ochrona choréb zgorzelowych powodowanych przez lggniowce Oomycetes

i grzyby z rodzaju Fusarium.

Wiele zespotow badawczych koncentrowato swoje prace na badaniu  wptywu
mikroorganizmoéw antagonistycznych na patogeny wywotujace choroby zgorzelowe
(Oomycetes oraz grzyby z rodzaju Fusarium) wystgpujace w uprawach roslin rolniczych,
ogrodniczych oraz drzew lesnych. W wigkszosci dostgpnych prac, w testach szalkowych
badano aktywno$¢ mikroorganizmow antagonistycznych w stosunku do patogenicznych dla
roslin grzybow i legniowcow, ktére czesto stanowity réwniez wstep do badan wazonowych,

a w niektorych przypadkach dla polowych. Przyktadem takich badan jest praca, w ktorej Paul
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i Sarma (2006), dokonali oceny efektywnosci szczepu IISR-6 Pseudomonas fluorescens
o0 silnych wlasciwosciach antybiotycznych (pyoluteorin, pyrrolnitrin, HCH), w kierunku
zwalczania P. capsici. Autorzy wykazali silne (siggajace okoto 70%) zahamowanie wzrostu
grzybni, redukcje produkcji sporangiow oraz kietkowania zarodnikéw. Inny czynnik
biologicznej ochrony byl przedmiotem badan grupy kierowanej przez Picard (Picard i in.
2000b). W przeprowadzonym tescie szalkowym wykazano antagonistyczne dziatanie szczepu
Pythium oligandrum (1010) na P. parasitica. Autorzy sugeruja, ze silne powinowactwo Py.
oligandrum do komorek gospodarza wywotaly bodzZzce chemiczne lub chemotropizm,
a uszkodzenie komorek nastapito w wyniku syntezy enzyméw hydrolitycznych: B -1,3-
glukanazy oraz celulazy. Jednocze$nie autorzy kontynuujac prace badawcze wykazali, ze
wtorny metabolit syntetyzowany przez Py. oligandrum hamowal wyst¢gpowanie objawow
chorobowych wywotanych przez P. parasitica na roslinach pomidora. Zastosowanie
oligandryny ograniczato liczbg chorych roslin wykazujacych najpilniejsze objawy chorobowe
(Picard i in. 2000b). Ta sama grupa badaczy w kolejnych analizach wykazata, ze nanoszenie
zarodnikow Py. oligandrum redukowato o okoto 60% wystepowanie objawow chorobowych
na ro$linach pomidora (Picard in. 2000a). Zdaniem autoréw Py. oligandrum oddziatuje
bezposrednio na komorki patogenicznych grzybdw, a oligandryna jest elicytorem reakcji
obronnej roslin. Wedlug autoréw rosliny pomidora posiadaja funkcjonalne receptory
oligandryny posredniczace w specyficznym szlaku sygnalowym prowadzacym do
wystapienia reakcji odpornosciowej, przejawiajacej si¢ synteza fitoleksyn oraz zwiazkéw

fenolowych (Picard i in. 2000a).

Przeanalizowane przez autoréw niniejszej pracy dane literaturowe wskazuja, ze
W biologicznej ochronie przed chorobami zgorzelowymi réznych roslin najczesciej stosowano

bakterie i promieniowce o wlasciwosciach antybiotycznych (30 na 47 prac).

Przyktadem wykorzystania zjawiska antybiozy jest zastosowanie gatunku Serratia
plymuthica (A21-4), w zwalczaniu P. capsici na roslinach pieprzu (Capsicum annuum L.)
(Shen i in. 2005). Autorzy prowadzac badania w warunkach in vitro zaobserwowali
hamowanie rozwoju zoosporangiow 1 zoospor przez szczep A21-4 syntetyzujacy
makrocykliczny lakton. Uzyskane w laboratorium wyniki zweryfikowano w doswiadczeniach
wazonowych 1 szklarniowych, w ktorych stwierdzono wysoka skuteczno$¢ kolonizacji
korzeni ro§lin przez szczep antagonisty. Populacja S. plymuthica stabilnie utrzymywata si¢
w ryzosferze oraz na zaszczepianych i nowo wyrostych korzeniach pieprzu. Miesiac po

przesadzeniu ro$lin do zainfekowanego przez P. capsici podloza, porazenie na roslinach
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kontrolnych siggato 75%, natomiast rosliny po zastosowaniu biologicznej ochrony porazone
byty tylko w 12,6% (Shen i in. 2005). Zjawisko antybiozy bylo takze przedmiotem badan
Logeshwaran i in. (2011) w ktorych wykazano, Ze antagonistyczne szczepy
Gluconacetobacter diazotrophicus (L5 1 PALD5), syntetyzujace wtorny metabolit
0 wlasciwos$ciach antybiotycznych (pyoluteorin), hamowaly wzrost grzybni F. oxysporum
I F. solani. Odnotowano odpowiednio 53,49, 60,0% zahamowanie wzrostu grzybni wyzej

wymienionych gatunkow w przypadku szczepu PALS 43,48 oraz 46,66% dla szczepu L5.

Nalezy jednak podkresli¢, ze znaczna cze$¢ prac badawczych realizowanych przez
roézne zespoty, przeprowadzono jedynie w warunkach laboratoryjnych lub w dos§wiadczeniach
wazonowych, w ktorych korzystano ze sterylnej gleby lub sztucznych podlozy (Chen i in.
1996, Gilbert i in. 1990, Jung i Kim 2005, Logeshwaran i in. 2011, Okamoto i in. 1998,
Picard i in. 2000a,b, Smith i in. 1993, Timmusk i in. 2009). Nie zawsze efekt ochronny
uzyskany w warunkach laboratoryjnych przektada si¢ na warunki ex vitro, czego przyktadem
sa chociazby badania przeprowadzone przez Devaki i in. (1992). Badacze wykazali silny
wplyw antagonistyczny szczepu Trichoderma harzianum syntetyzujacego B-(l,3)-glukanazy-
na wzrost grzybni Py. aphanidermatum i Py. myriotylum. W testach szalkowych
obserwowano autofluorescencj¢ w rejonie interakcji grzybni BCA z fitopatogenem, co
jednoznacznie wskazywato wystgpowanie $mierci komorek. W przypadku doswiadczen
wazonowych efektywno$¢ antagonisty potwierdzono jedynie w sterylnej glebie, natomiast

efekt ochronny w glebie niesterylizowanej byt nieznaczny (Devaki i in. 1992).

Rozne zespoty badawcze przeprowadzity takze szeroko zakrojone i wielowatkowe
badania dotyczace wdrazania biologicznej ochrony w zwalczaniu r6znych patogenicznych dla
wielu roslin mikroorganizméw. Przyktadem sa wielotorowe prace dotyczace wykorzystania
szczepu Bacillus cereus (UW8S5) (syntetyzujacy zwittermicin A, kanosamine), do zwalczania
gatunkow nalezacych do §luzorosli z rodzajow Phytophthora i Pythium: Py. torulosum (Shang
i in. 1999), Py. aphanidermatum (Chen i in. 1996), P. cactorum (Gilbert i in. 1990),
P. parasitica (Handelsman i in. 1990), P. megasperma f. sp. megasperma (Handelsman i in.
1990).

Pierwsze prace przeprowadzono w warunkach in vitro, w kierunku zwalczania
P. cactorum, gdzie stwierdzono liz¢ zoospor pod wplywem antybiotycznych metabolitow
szczepu UW85 (Gilbert i in. 1990). Badania kontynuowano z wykorzystaniem szybkiego
testu Smiertelnosci siewek lucerny na P. megasperma f. sp. medicaginis (Handelsman i in.

1990) oraz w warunkach kontrolowanych do ochrony tytoniu przed zgorzela siewek
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(Py. torulosum), w ktorych wykazano catkowite zahamowanie rozwoju choroby (Shang i in.
1999).

Yuan i Crawford (1995) przeprowadzajac testy antagonizmu na ptytkach Petriego,
wykazali zahamowanie wzrostu wybranych grzybow patogenicznych dla roslin w tym
Py. ultimum, Aphanomyces euteiches, F. oxysporum i R. solani przez Streptomyces lydicus
(WYEC108) (Yuan i Crawford 1995). Autorzy zaobserwowali zaburzenie wzrostu i liz¢
strzgpek grzybni, a dzigki zastosowaniu techniki skaningowej mikroskopii elektronowej
zniszczenie kietkujacych oospor, jak réwniez wystepowanie uszkodzen $cian komérkowych
grzybni Py. ultimum. Dalsze badania grupy badaczy (Yuan i Crawford 1995) obejmowaty
ochrong nasion grochu przed infekcja przedwschodowa (Py. ultimum). W wyniku zaczepienia
nasion szczepem WYEC108 stwierdzono porazenie na poziomie 40%, podczas gdy 100%
nasion kontrolnych wykazywalo objawy chorobowe. W badaniach stwierdzono takze, ze
populacja S. lydicus stabilnie oraz na wysokim poziomie utrzymywata si¢ zaréwno
w sterylnej, jak i nieodkazanej glebie, co skutkowato wysokim efektem ochronnym

W ograniczeniu wystgpowania zgorzeli siewek grochu i (Yuan i Crawford 1995).

W  zwalczaniu chordb zgorzelowych wykorzystywano takze mikroorganizmy
indukujace mechanizmy obronne roslin, wykazujace takze zdolnosci konkurencyjne
w stosunku do patogendéw. Przyktadem takich zastosowan sa badania Benhamou i in. (2000),
w ktorych oceniano przydatno$¢ bakterii Serratia plymuthica (szczep R1GC) w zwalczaniu
zgorzeli siewek ogorka. Nasiona ogdrka moczono w zawiesinie zawierajacej komorki bakterii
przez 24 godziny. Po pigciu dniach od momentu inokulacji roslin zarodnikami Py. ultimum
wystegpowato silne porazenie korzeni 1 wigdnigcie roslin w obiekcie kontrolnym. Rosliny
chronione biologicznie nie byly catkowicie wolne od objawoéw chorobowych, przy czym
zmiany chorobowe wystgpowaly gtéwnie na korzeniach bocznych (Benhamou i in. 2000).
Zdaniem autordw uzyskane przez nich wyniki wskazuja, Ze ograniczenie objawdow
chorobowych wynika nie tylko z ograniczenia tempa rozwoju patogenu i kolonizacji tkanek
lecz takze z indukcji barier strukturalnych i biochemicznych w roslinie gospodarzu. Taka
koncepcje potwierdzaja wyniki badan uzyskane przez van Peer i in. (2001), ktorzy wykazali
zwigkszona akumulacje fitoaleksyn wystepujaca w korzeniach gozdzika traktowanych

bakteria Pseudomonas na poczatku ataku wywotanego przez grzyby z rodzaju Fusarium.

Indukcje mechanizmu obronnego roslin potwierdzono takze w badaniach nad
zwalczaniem fytoftorozy pieprzu poprzez wykorzystanie antagonistycznego gatunku

Paenibacillus illinoisensis (KJA-424) (Jung i in. 2005). W doswiadczeniu wazonowym
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wykazano wysoka skuteczno$¢ zaszczepiania korzeni pieprzu szczepem KJA-424 i uzyskano
zmniejszenie porazenia roslin gatunkiem P. capsici o okolo 84% w stosunku do wariantu
kontrolnego (Jung i in. 2005). Podobnie badania nad wykorzystaniem mykoryzowego
gatunku Glomus mosseae (BEG 12) w biologicznej ochronie pomidora przed P. parasitica,
wykonane przez Cordier i in. (1998), wykazaly ze w mykoryzowanych roslinach aktywowany
jest mechanizm ISR, czego konsekwencja jest wzrost st¢zenia zwiazkow fenolowych.
W badaniach wykazano redukcj¢ nekrozy korzeni na skutek zaszczepienia ro§lin grzybem
mykoryzowym, przy czym efekt ochronny zalezat od skutecznosci mykoryzacji roslin
(Cordier i in. 1998). Autorzy okreslili, ze mykoryzacja roslin pomidora wywotata nie tylko
miejscowa reakcje w korzeniach roslin, lecz wystgpowala w nich odpornos$¢ uktadowa,
a W komorkach objetych mykoryza powstawata kaloza, co prowadzito do stworzenia bariery

utrudniajacej infekcje.

Mykoryzowe gatunki Glomus macrocarpum i Glomus fasciculatum wykorzystano do
zwalczania fuzaryjnego wigdnigcia pomidora (F. oxysporum f. sp. lycopersici) (Kapoor
2008). W wazonowym doswiadczeniu w mykoryzowanych roslinach pomidora okreslono
ponad 2-krotny wzrost st¢zenia zwiazkow fenolowych, 6-krotny wzrost aktywnosci enzymu
amoniakoliazy fenyloalaninowej (PAL) oraz ponad 18-krotny wzrost zawartosci Kwasu
jasmonowego (JA) (w $wiezej masie roslin) w stosunku do roslin kontrolnych. W badaniach
uzyskano takze wysoka efektywnos$¢ biologicznej ochrony. Gatunki G. macrocarpum i G.
fasciculatum ograniczylty wystgpowanie objawow chorobowych na roslinach pomidora
odpowiednio 0 75% i 78%.

Obiecujace wyniki badan uzyskano takze w oparciu o wykorzystanie
ektomykoryzowego gatunku- lakéwka pospolita (Laccaria lacata). Chakravarty i Hwang
(1991) wykazali, ze gatunek ten na tle innych grzybow ektomykoryzowych silnie hamowat
wzrost grzybni F. oxysporum na sadzonkach sosny banksa (Pinus banksiana Lamb.). Na
skutek mykoryzacji roslin obserwowano w ryzosferze spadek liczby izolowanych kolonii
grzybow z rodzaju Fusarium, a zastosowane w badaniach in vitro filtraty z kultur lakowki
pospolitej silnie hamowaty kietkowanie zarodnikow oraz strzgpek Fusarium oxysporum.
Mykoryzowane sadzonki sosny charakteryzowaly si¢ wyzsza zawartoscia zwiazkow
fenolowych w stosunku do roslin kontrolnych, wskazujac na aktywacje mechanizméw
obronnych (Chakravarty i Hwang 1991). Badania z zastosowaniem gatunku L. lacata
kontynuowano w ochronie sosny pinia (Pinus pinea L.) przed zgorzelami siewek

powodowanymi prze F. oxysporum i F. verticillioides (Machon i in. 2009). W doswiadczeniu
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zatozonym w  doniczkach  wypelionych autoklawowanym podtozem torfowo-
wermikulitowym nie stwierdzono istotnego wplywu gatunku antagonistycznego na
przezywalno$¢ roslin zwiazana z wystgpowaniem zgorzeli przedwschodowej. Nasilenie
objawow zgorzeli powschodowej uzaleznione byto od stopnia mykoryzacji sadzonek sosny
(Machon i in. 2009). Inny gatunek ektomykoryzowy - krowiak podwinigty (Paxillus
involutus) wykorzystano do zwalczania zgorzeli korzeni (F. oxysporum) sosny czerwonej
(Pinus resinosa Ait.). Po 14 dniach od przeprowadzenia infekcji stwierdzono ograniczenie
Smiertelnosci sadzonek sosny o 55% oraz redukcj¢ zarodnikowania F. oxysporum o okoto
80% (Machon i in. 2009).

Zaprezentowane W powyzszym podrozdziale wyniki badan dotyczacych
wykorzystania w biologicznej ochronie pojedynczych mikroorganizméw BCA uzyskano
w wyniku badan laboratoryjnych oraz doswiadczeh wazonowych i szklarniowych.
Najczescie] wykorzystywano w nich sztuczne podtoza lub tez sterylizowana glebg. W takich
warunkach introdukowane mikroorganizmy konkurowaty jedynie z populacjami patogenow,
ktérymi inokulowano rosliny, a uzyskana przez autoréw wysoka i Srednia efektywnosc
zwalczania patogendéw zgorzelowych jest niezwykle trudna do osiagnigcia w badaniach
polowych. Powyzsze stwierdzenie potwierdzaja wyniki uzyskane przez Deberdt i in. (2008),
ktorzy zastosowali szczep PR11 Trichoderma asperellum do zwalczania czarnej plamistos$¢
lisci kakaowca (P. megakarya). W badaniach uzyskano statystycznie istotne, przeszio 20%
ograniczanie wystgpowania objawdéw chorobowych w stosunku do obiektu kontrolnego,
jednakze znacznie wyzsza efektywno$¢ uzyskano w przypadku zastosowania ochrony

chemicznej, notujac okoto 2% porazenie w latach badan.

Recepta na niska skuteczno$¢ preparatdéw biologicznych obserwowana w warunkach
produkcyjnych jest taczne stosowanie kilku kompatybilnych mikroorganizméw w jednym
zabiegu lub w kolejnych zabiegach wykonywanych w réznych fazach rozwojowych roslin. Ze
wzgledu na fakt, Zze najczgSciej stosowane w ochronie roslin czynniki biologicznej ochrony
posiadaja zdolno$¢ do syntezy wtornych metabolitow o charakterze antybiotycznym, to
w przypadku tacznego stosowania antagonistycznych mikroorganizméw konieczne jest

wykonywanie testow zgodnosci w warunkach in vitro.

Przyktadem skutecznego potaczenia mikroorganizméw w zwalczaniu P. parasitica
oraz grzybow z rodzaju Fusarium bylo =zastosowanie bakterii o wlasciwosciach
antybiotycznych Paenibacillus sp. (B2) z gatunkiem mykoryzowym G. mosseae. W testach

szalkowych potwierdzono, ze bakteria nie wykazuje wlasciwosci antagonistycznych wobec
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G. mosseae, ale ogranicza wzrost patogenow chorobotworczych dla roslin (Budi i in. 2000).
W warunkach in vitro stwierdzono zahamowanie kietkowania sporangiéw, wzrostu strzgpek
P. parasitica oraz wzrostu grzybni F. oxysporum i F. culmorum. W do$wiadczeniu in vivo
wykazano ograniczenie wystgpowania objawoéw nekrozy na ro$linach pomidora zaré6wno na
skutek samodzielnego zastosowania 1 tacznego zastosowanie mikroorganizmow
antagonistycznych. Jednak najsilniejsze zahamowanie wystgpowania objawow chorobowych

stwierdzono na skutek tacznego zastosowania mikroorganiméw BCA (63%) (Budi i in. 2000).

W innych badaniach wykazano skuteczno$¢ w tacznym stosowaniu gatunku
ektomykoryzowego Paxillus involutus oraz szczepu bakterii o wlasciwosciach
antybiotycznych- B. subtilis (Hwang i in. 1995). W doswiadczeniu in vivo przeprowadzonym
w kolbkach Erlenmeyer'a zawierajacych sterylny wermikulit wykazano, ze taczne
zastosowanie antagonistow redukuje $miertelno$¢ sadzonek sosny banksa (P. banksiana) na

skutek infekcji przez F. moniliforme do poziomu 16%.

Wysoka skuteczno$¢ ochrony biologicznej odnotowano w wyniku wykorzystania
dwoch organizmoéw antagonistycznych do zwalczania zgorzeli siewek ogorka (P. ultimum)
(Roberts i in. 2005). W dwoch niezaleznych eksperymentach badacze wykazali, ze najlepsze
rezultaty w ograniczeniu choroby uzyskano po zastosowaniu T. virens (GL21) oraz

w przypadku potaczenia T. virens (GL3) z Burkholderia cepacia (BC-1) (Roberts i in. 2005).

Istnieja takze doniesienia o probach tacznego zastosowania komercyjnych preparatow
biologicznych w zwalczaniu chorob zgorzelowych. Oceng efektywnos$ci pigciu komercyjnych
preparatow biologicznych zawierajacych: B. subtilis GB03 B. subtilis, B. lichenformis,
B. megaterium, B. subtilis QST 713, S. lydicus WYEC 108, T. atroviride CHS 861, G. virens
GL-21 w zwalczaniu P. ramorum przeprowadzita grupa Elliott i in. (2009). Skuteczno$é¢
badano w oparciu o testy antagonizmu oraz w do$wiadczeniach in vivo, w ktorych
wykorzystano liscie roslin wrazliwych na infekcje (r6zanecznik kaukaski, kamelia japonska).
W testach szalkowych najskuteczniejszy w ograniczeniu wzrostu grzybni wszystkich
szczepéw P. ramorum okazal si¢ preparat Plant Helper (Trichoderma atroviride) (100%
zahamowanie wzrostu), jednak w doswiadczeniach in vivo preparat ten nie byt skuteczny.
W tym wypadku najbardziej efektywne okazalo si¢ zastosowanie, charakteryzujacego si¢
srednig skutecznoscia w testach szalkowych preparatu Serenade (Bacillus subtilis QST 713).
Zdaniem autoréw brak zalezno$ci pomigdzy wynikami testow szalkowych oraz badan na
lisciach wyklucza stosowanie tych pierwszych jako wiarygodnej oceny preparatow

biologicznych (Elliott i in. 2009). W testach antagonizmu poszczegdlnych BCA na siebie
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autorzy wykazali, brak wzajemnego antagonizmu pomigdzy T. atroviride i S. lydicus, co
pozwolito na podjecie proby wykorzystania dwoch preparatow lacznie. Jednak w wyniku
tacznego stosowania mikroorganizmow nie uzyskano korzystniejszego efektu ochronnego

W poroéwnaniu do samodzielnego zastosowania BCA (Elliott i in. 2009).

Brak poprawy efektywnos$ci biologicznej ochrony w tacznym zastosowaniu antagonistow
W poréwnaniu do mikroorganizmoéw zastosowanych samodzielnie zanotowano w przypadku
zwalczania zgorzeli siewek buraka cukrowego (Py. ultimum) (Fukui i in. 1994), za$ badania
de Boer i in.(2003) wskazuja, ze izolaty niekompatybilne w badaniach in vito zastosowane
tacznie dawaty identyczne wyniki jak szczepy zastosowane samodzielnie (RS56 i RS111) (de
Boer i in. 1999).

Nieliczne badania dotyczace tacznego zastosowania preparatow biologicznych
przeprowadzono w warunkach polowych. Przyktadem sa badania Kim i in. (2008), w ktorych
do zwalczania P. capsici oraz innych gatunkow patogenicznych dla pieprzu: R. solani,
F. oxysporum i F. solani, wykorzystano bakterie antagonistyczne S. plymuthica (C-1),
Chromobacterium sp. (C-61), Lysobacter enzymogenes C-3. W doswiadczeniu wazonowym
autorzy zauwazyli, ze Sposrod wymienionych bakterii zastosowanych samodzielnie
najsilniejsze dziatanie antagonistyczne na P. capsici wykazywat szczep S. plymuthica (C-1),
jednakze w zwalczaniu kompleksu grzybow BCA stosowane samodzielnie charakteryzowaty
si¢ $rednig efektywnoscia. Zastosowane szczepy w potaczeniu ze soba dawaly wysoki efekt
ochronny w zwalczaniu kompleksu patogenow w badaniach wazonowych, a uzyskane wyniki
zostaly takze zweryfikowane w doswiadczeniach polowych. Kombinacj¢ BCA zastosowano
w trzech terminach, uzyskujac w dwoch niezaleznych doswiadczeniach wysoka efektywnos¢

biologicznej ochrony (Kim i in. 2008).

Zwalczanie zgorzeli siewek buraka cukrowego (Pythium) z wykorzystaniem
organizmow antagonistycznych: Stenotrophomonas maltophilia (W81) oraz P. fluorescens
(F113Rif) przeprowadzit zespot kierowany przez Dunne w warunkach polowych (Dunne i in.
1998). Autorzy wykazali, Zze zastosowanie laczne mikroorganizméw antagonistycznych
spowodowato obnizenie poziomu infekcji ros§lin na poziomie identycznym z ochrong

chemiczna (Dunne i in. 1998).

W badaniach Ezziyyani i in. (2007) zgorzel pieprzu (P. capsici) zwalczano za pomoca
kombinacji dwoch  zastosowanych tacznie  mikroorganizméw  antagonistycznych:
T. harzianum (2413), S. rochei (467). Badania wskazaly ze najnizsze dawki S. rochei

zastosowane samodzielnie nie spelniaty funkcji ochronnych, wysokie powodowaty
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opdznienie wstgpowania objawOw, a najwyzsze obnizaly $miertelno$¢ roslin. Samodzielne
zastosowanie gatunku T. harzianum nie poprawialo zdrowotno$ci roslin pieprzu. Laczne
zastosowanie mikroorganizméw powodowalo obnizenie o 79,8 % objawow fytoftorozy w
doswiadczeniu wazonowym oraz o 74,8% w doswiadczeniu polowym (Ezziyyani i in. 2007).
Nieznaczne obnizenie efektywnosci ochrony biologicznej obserwowane w doswiadczeniu
polowym (w stosunku do wazonowego) badacze thumaczyli faktem, ze antagonistyczne BCA
musiaty konkurowa¢ z rdzennymi mikroorganizmami w naturalnej glebie, podczas gdy

w wazonowym sterylnym podtozu taka konkurencja nie wystgpowata.

Abo-Elyousr i in. (2009) do biologicznego zwalczania zgorzeli siewek bawelny
powodowanej P. debaryanum i F. oxysporum wykorzystywali T. hamatum (AUSB-26328),
T. harzianum (AUSB-26330), Paecilomyces lilacinus (AUSB-26336) oraz syntetyczne
induktory odpornosci (RIs): Bion (BTH), kwas salicylowy (SA). W badaniach polowych
najkorzystniejsze wyniki w ograniczaniu obu gatunkéw patogenicznych dla roslin:
P. debaryanum i F. oxysporum uzyskano po zastosowaniu wariantu: P. lilacinus,
T. harzianum, SA i Bion, gdzie odnotowano okoto 50% zmieszenie indeksu chorobowego

obu badanych patogenow na zainfekowanych roslinach (Abo-Elyousr i in. 2009).
Biologiczna ochrona przed chorobami stan obecny i perspektywy rozwoju

Stosowanie w krajach Unii Europejskiej biologicznych $rodkéw ochrony roslin
regulowane jest Dyrektywa 91/414/EEC (EU 1991), Dyrektywami: 2001/36/EC (EU 2001)
i 2005/25/EC (EU 2005) oraz Regulacja EC No. 1107/2009 (EU 2009). Komisja Europejska
bardzo precyzyjnie okresla zasady obowiazujace producentdéw przy rejestracji do uzycia
preparatow BCA. Poszczeg6lne kraje cztonkowskie rdznia si¢ interpretacja przepisow
prawnych, co skutkuje wydtuzeniem procesu rejestracji, ktory jest rozny w poszczegolnych
krajach cztonkowskich. Obecnie Polska jako jeden z szeéciu krajow UE nie posiada
szczegdtowych uregulowan prawnych dotyczacych stosowania 1 rejestracji $rodkow
biologicznej ochrony. Kosztowne procedury rejestracyjne oraz dtugi czas z nimi zwigzany

powoduje, ze aktualnie w Europie dostgpnych jest 16 biofungicydow (www.rebeca-net.de).

Komercyjne preparaty biologiczne dostgpne na rynku zawieraja pojedyncze szczepy
mikroorganizmow antagonistycznych o bardzo specyficznym mechanizmie oddzialywania na
patogeny, ktore dodatkowo stosowane sa najczedciej interwencyjnie w odniesieniu do
okreslonej fazy cyklu zyciowego czynnika chorobotworczego (Junaid i in. 2013,
www.rebeca-net.de). Wigkszos¢ gatunkoéw grzybow glebowych uwazana jest za gatunki

kosmopolityczne, co oznacza, ze z tatwoscia moga przenosi¢ si¢ do innych srodowisk (Gams
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2007). Analizy porownawcze populacji grzybow glebowych prowadzone w réznych
szeroko$ciach geograficznych wskazuja, ze zaré6wno liczba, jak i sktad jako$ciowy taksonow
grzybow glebowych izolowanych z roéznych srodowisk sa podobne (Hawksworth 2001),
dlatego zdaniem Bae i in. (2011) gatunki BCA mozna stosowa¢ w innych warunkach

srodowiskowych.

Podstawowa kwestia, ktora nalezy rozwazy¢ w odniesieniu do ochrony biologicznej
jest uzyskanie zadowalajacej skutecznosci biopreparatow i powtarzalnoéci wynikow w glebie
i na roslinach w warunkach produkcyjnych. Aby uzyska¢ dobry efekt przede wszystkim
czynniki biologiczne musza skutecznie skolonizowa¢ tkanki roslin. Wzajemne interakcje
dotycza gtownie konkurencji o przestrzen zyciowa i sktadniki pokarmowe. Wyksztalcity si¢
one na drodze koewolucji w glebie i na roslinach, gdzie wspdétzawodnictwo pomigdzy
mikroorganizmami nie opiera si¢ wylacznie na szybko$ci kolonizacji (tempie wzrostu,
szybkos$ci cyklu zyciowego, zdolno$ciach adaptacyjnych czy potencjale rozmnozeniowym),
lecz dotyczy dynamicznej rywalizacji pomi¢dzy mikroorganizmami z wykorzystaniem
wszelkich dostgpnych §rodkow obrony i agresji. Mikroorganizmy bytujace w okreslonej niszy
ekologicznej wyksztatcity rozne strategie umozliwiajace im pokonanie konkurencji. Nalezy
do nich zaliczy¢: detoksyfikacje wtornych metabolitow innych mikroorganizméw, represj¢
genow odpowiadajacych za synteze¢ metabolitow, syntezg antybiotykéw szkodliwych dla
konkurencyjnych organizméw oraz wystgpowanie odpornosci na antybiotyki syntetyzowane
przez inne mikroorganizmy (Duffy i in. 2003). Wymienione powyzej oddziatywania moga
przeklada¢ si¢ na mniejsza skuteczno$¢ biologicznej ochrony w naturalnych ekosystemach,
dodatkowo na wzajemne relacje pomigdzy mikroorganizmami wplywa wiele czynnikéw nie
podlegajacych kontroli, decydujacych o skutecznos$ci zabiegow ochronnych, takich jak:
warunki §rodowiskowe: temperatura, opady, pH gleby, obecno$¢ czynnikéw hamujacych
wzrost, sktad gatunkowy mikroorganizméw w okreslonej niszy (Benhamou 2004). Z tego
powodu, badania dotyczace stosowania BCA w warunkach in vitro nie znajduja pelnego
odniesienia (liniowej zalezno$ci) do wynikow uzyskiwanych w warunkach in vivo (Elliot i in.
2009). Modele matematyczne zastosowane do analizy przebiegu choroby z uwzglednieniem
mechanizmow biologicznej ochrony wykazaty, ze efektywnos¢ BCA uzalezniona jest od
stopnia kolonizacji tkanek roslinnych lub gleby oraz czasu aktywnosci BCA (Jeger i in.
2009), za$ badania Zeng i in. (2012) udowodnily ze skutecznos¢ stosowania biologicznej
ochrony uzalezniona jest od stabilnego utrzymywania si¢ populacji BCA introdukowanych do

srodowiska. Wobec powyzszego mozna wnioskowaé, ze skuteczno$¢ BCA nie zalezy od
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krotkotrwatego  oddziatywania mikroorganizméw  antagonistycznych, a przetamanie
mechanizmu obrony patogenéw nie gwarantuje uzyskanie satysfakcjonujacego efektu
ochronnego. Z tego tez powodu efektywnos¢ biologicznej ochrony w uprawach polowych jest
ograniczona, a najwigksze sukcesy z wykorzystaniem BCA uzyskuje si¢ w uprawach
szklarniowych (Paulitz i Belanger 2001). Obserwowana w niektorych doswiadczeniach
polowych niewielka skuteczno$¢ biologicznej ochrony roslin moze wynika¢ takze
z wykorzystania organizmoéw antagonistycznych o waskim mechanizmie oddziatywania na
patogeny, dlatego zawsze wskazane jest stosowanie mikroorganizméow o szerokim wachlarzu
zdolno$ciach antagonistycznych (Cook 1993). Wyspecjalizowany mechanizm oddzialywania
na patogeniczne mikroorganizmy, oznacza bardzo mate prawdopodobienstwo zmiany zakresu
zywicielskiego, przyktadem moze by¢ nadpasozytniczy gatunek Ampelomyces quisgalis —
pasozytujacy wytacznie na grzybach powodujacych maczniaki prawdziwe (Angeli i in. 2012).
Zdaniem niektorych badaczy wysoka specjalizacja zywicielska moze by¢ skorelowana
z ewolucyjna labilnoscia (Parker i Gilbert 2004), za$ Heydari i Pessarakli (2010) twierdza, ze
organizmy nadpasozytnicze wprowadzane do $rodowiska najczesciej nie zapewniaja
skutecznej ochrony, wykazuja bowiem agresywne zachowania wobec innych organizméw

jedynie w warunkach ograniczonej dostgpnosci sktadnikéw odzywcezych.

Zastosowanie BCA oddziatywujacych wylacznie na okreslony patogen czesto nie
wplywa na inne organizmy zasiedlajace niszg, co czgsto prowadzi do kolonizacji ro$lin przez
inne organizmy patogeniczne. Takie zjawisko ma ogromne znaczenie w przypadku
patogendéw odglebowych, dajacych podobne lub identyczne objawy chorobowe na roslinach.
W takim wypadku brak precyzyjnych procedur diagnostycznych stosowanych
w szkotkarstwie leSnym nie daje odpowiedzi dotyczacej skutecznego zwalczenia okre§lonego
organizmu, jednocze$nie nie mozna w takim wypadku mowi¢ o skutecznym ograniczaniu
chorob, kiedy roslina zostaje skolonizowana przez inne organizmy patogeniczne.
Dodatkowym utrudnieniem sa liczne formy przetrwalnikowe oraz zarodniki tworzone przez
mikroorganizmy patogeniczne, ktore zostaja rozproszone W wodach gruntowych i glebie.
W sytuacji silnej konkurencji pomigdzy mikroorganizmami formy te umozliwiaja przetrwanie
gatunku, za§ w takim wypadku wielko§¢ populacji grzybow i bakterii nadpasozytniczych
wprowadzanych do ekosystemu bedzie podlegata redukcji (Lourenco i in. 2006). Reasumujac
nalezy podkresli¢, ze w porownaniu do chemicznych metod stosowanie biologicznej ochrony
roslin jest bardzo trudne, wymaga bowiem opracowania bardzo precyzyjnych procedur

stosowania BCA w odniesieniu do konkretnych patogenow i gatunkéw roslin, oraz
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znajomos$ci biologii zaré6wno organizméw zwalczanych jak 1 czynnikow biologicznej
ochrony. W zwiazku z tym faktem nalezy poszukiwa¢ nowych mikroorganizméw
0 wlasciwos$ciach antagonistycznych w stosunku do patogendéw, by powigkszy¢ arsenat
srodkow BCA, z drugiej skoncentrowa¢ si¢ na wykorzystaniu lokalnych szczepow
posiadajacych najkorzystniejsze wlasciwosci umozliwiajace ich stosowanie w okre§lonych
siedliskach. Tworzenie takich biopreparatéw jest oczywiscie niezwykle trudne, jednak
poniesiony w tym zakresie wysitek badawczy rekompensowany bedzie z jednej strony
poprawa skuteczno$ci biopreparatow z drugiej uniknie si¢ watpliwosci dotyczacych
introdukcji do s$rodowiska mikroorganizméw pochodzacych z odlegltych czgéci $wiata.
Recepta na poprawe skuteczno$ci BCA jest taczne stosowanie synergicznie dziatajacych
czynnikow biologicznej ochrony, co poprawia zaréwno efekt ochronny, jak réwniez
umozliwia zwalczanie wigkszej liczby patogenéw (Dunne i in. 1998, Jetiyanon i Kloepper
2002). W literaturze funkcjonuje wiele doniesien o stosowaniu kilku kompatybilnych pod
wzgledem mechanizmu dziatania BCA. Watpliwosci jednak budzi¢ moze wzajemne ich
oddziatywanie w $rodowisku. Rownoczesne lub stosowane w krotkich odstgpach czasu
populacje BCA moga ze soba konkurowa¢ (Xu i in. 2011), dlatego tez taczne stosowanie
kilku BCA moze dawaé korzystny, neutralny lub niekorzystny efekt ochronny. Efekt ten
zalezy od organizmu zwalczanego, wielkoSci jego populacji oraz doboru konkretnych BCA
(Ezziyyani i in. 2007, Kessel i in. 2002, Lourenco i in. 2006, Xu i in. 2010). Xu i in. (2011)
analizujac model aktywno$¢ BCA o r6znych mechanizmach oddzialywania na patogen doszli
do wniosku, ze bardziej skuteczne w ograniczaniu chorob roslin jest stosowanie pojedynczych
BCA o wielopunktowym mechanizmie oddziatywania na patogen, niz kombinacji kilku BCA
o roznych lecz jednopunktowych zdolnosciach antagonistycznych. Jednoczesnie Xu i in.
(2011) nie wykluczaja wzrostu efektywnosci lacznie stosowanych BCA, przy czym
podkreslaja, Ze synergiczne oddzialywanie warunkowane jest przez wzajemna
kompatybilno$¢ mikroorganizmow, ktéra musi zosta¢ potwierdzona w wykonanych wcze$niej
analizach  laboratoryjnych. Powyzsze zalozenie potwierdzaja najnowsze wyniki
zaprezentowane przez Xu i Jeger (2013), w ktorych wykazano, ze taczne stosowanie BCA
0 zdolnosciach konkurencyjnych i nadpasozytnicznych skutkowato opdZnieniem rozwoju
epidemii.

Bardzo korzystne wydaje si¢ wprowadzenie do tego uktadu mikroorganizmow
stymulujacych reakcj¢ obronna ro$lin (SAR, ISR) prewencyjnie, czyli przed terminem

najwigkszej wrazliwos$ci roslin lub najwigkszej aktywnos$ci patogenu. Oczywiscie wymaga to
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wnikliwych badan okreslajacych zasady tacznego stosowania okreslonych BCA
W odniesieniu do konkretnego patogenu, rosliny i siedliska. Skuteczne w ograniczaniu
legniowcow Oomycetes jest laczenie czynnikéw biologicznej ochrony z klasycznymi
srodkami ochrony roslin (Silva i in. 2004) oraz potaczenie stosowania BCA z syntetycznymi
induktorami odpornosci (Resistance inducers - RIs) (Abo-Elyousr i in. 2009). Dla rozwoju
biologicznych metod ochrony w szkotkarstwie leSnym wazne jest wykorzystanie grzybow
mykoryzowych poprawiajacych wzrost ro$lin, a jednocze$nie bedacych antagonistami
patogenicznych grzybow (Pozo i in. 1999). Co jest korzystne ze wzgledu na brak ujemnego
wplywu na srodowisko oraz ze wzgledéw ekonomicznych (Harrier i Watson 2004). Poprawe
efektywnosci grzybowych preparatow biologicznych mozna uzyskaé poprzez wzbogacenie
ich receptury w sole wapnia (CaCOs), co wzmaga sporulacj¢ grzybow oraz zwigksza synteze
enzymow (Saxena i in. 2001, Wuyep i in. 2003). Wapn w biopreparatach poprawia ich jakos¢
i aktywno$¢ antagonistow po aplikacji biofungicydu (Spadaro i Gullino 2004). W badaniach
Sugimoto i in. (2008) wykazano, ze jony wapnia wptywaly ograniczajaco na wzrost grzybni
i uwalnianie zoospor P. sojae, a wigc wzbogacanie preparatow BCA dedykowanych do
zwalczania lggniowcow z rodzaju Phytophthora jest celowe. Taka tezg potwierdzaja rowniez
prace von Broembsen i Deacon (1997), ktorzy wykazali efektywnos¢ CaCl, i Ca(NOg);
w ograniczaniu P. parasitica oraz badania dotyczace zastosowania jonéw Ca** w ochronie

Quercus ilex przed P. cinnamomi (Serrano i in. 2012).

Rozdzial 2.2. Metody chemiczne

Specyfika szkotkarstwa lesnego sprawia, ze ryzyko wystgpowania groznych dla
sadzonek patogenow grzybowych jest bardzo wysokie, jednoczesnie ze wzgledu na znikomy
wachlarz uprawianych gatunkéw roslin moze dochodzi¢ do nagromadzenia si¢ w glebach
czynnikow  chorobotworczych, za§ ograniczony zasob $rodkow ochrony roslin
rekomendowanych do stosowania w szkotkach lesnych powoduje, ze zabiegi fungicydowe
okazuja si¢ czesto nieskuteczne. Z tego wzgledu w produkcji szkoétkarskiej stosuje sie
najczesciej zabiegi fungicydowe interwencyjnie z wykorzystaniem zaledwie kilku substancji
aktywnych stosowanych od wielu lat. Dodatkowo konieczno$¢ powtarzania zabiegdw na tych
samych kwaterach szkolek lesnych substancjami aktywnymi z tej samej grupy lub o
identycznym mechanizmie oddziatywania na komorki grzybow selekcjonuje rasy patogenow

odpornych na dzialanie preparatow.
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Ditiokarbaminiany np. Penncozeb 80 WP

W  szkotkarstwie lesSnym stosuje si¢ przede wszystkim preparaty zawierajace
ditiokarbaminiany, oddziatywujace na komorki grzyba poprzez zaktocenie rdznych proceséw
metabolicznych, ktorego efektem jest zahamowanie kietkowania zarodnikow (Wong 1 Wilcox

2001).

Mankozeb nalezacy do ditiokarbaminiandbw sam w sobie nie wykazuje dziatania
grzybobojczego, ale moze by¢ skuteczny jako pre-fungicyd, gdyz w kontakcie z woda
rozktada si¢, uwalniajac siarczek bis-izotiocyjanianu etylenu (EBIS). Zwiazek ten jest
nastgpnie pod wptywem promieniowania UV przeksztatcany do bis-izotiocyjanianu etylenu
(EBI). Oba te zwiazki uwazane sa za toksyczne i oddziatywuja z grupami sulthydrylowymi
enzymow. Reakcje te zaburzaja podstawowe procesy enzymatyczne i prowadza do $mierci
komorek. Przypuszcza si¢ rOwniez, ze zwiazki te interferuja z sze$cioma ré6znymi procesami

biochemicznymi zachodzacymi w cytoplazmie 1 mitochondriach komodrek grzyboéw (Gulliano

i in. 2010).

Mechanizm dziatania ditiokarbaminiandéw jest wielopunktowy co sprawia, ze jest on
niezwykle korzystny z punku widzenia praktyki, poniewaz znacznie redukuje mozliwo$¢
wystapienia u grzyboéw odpornosci warunkowanej mutacja pojedynczych gendéw. W takim
wypadku u grzybéw moze jedynie wystgpowaé tzw. odpornos¢ poligenowa wywolana
mutacjami w kilku genach, co moze uruchomi¢ mechanizmy detoksyfikacji substancji

aktywnej i doprowadzi¢ do wystgpowania odpornosci krzyzowej (Gulliano i in. 2010).

Efekt ochronny tej grupy preparatow nie jest jednak doskonaly, poniewaz sa to
substancje kontaktowe, ich dzialanie jest dorazne. Chociaz preparaty nalezace do tej grupy
uzyskaty na $wiecie sukces komercyjny, ze wzgledu na szeroki zakres skutecznosci
w zwalczaniu wielu grup patogenéw (Ascomycetes, Oomycetes, Basidiomycetes oraz
Deuteromycetes), to jednak ich skuteczno$¢ jest wysoka wylacznie we wczesnych fazach
infekcji.

Amidy kwasu karboksylowego (CCA) np. Acrobat MZ 69 WG

Preparaty nalezace do grupy CCA (amidy kwasu karboksylowego), do ktorych zalicza

si¢ dimetomorf, zostaty wprowadzone do uzycia na poczatku lat osiemdziesiatych.

Srodki te sa skuteczne w zwalczaniu Oomycetes z rodzin Peronosporaceae (takich jak
Plasmopara viticola i Bremia lactucea) oraz Pythiaceae (rodzaj Phytophthora, lecz nie

Pythium) (Gisi i in. 2007). Ich dziatanie polega na zakldceniu biosyntezy fosfolipidow
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w komorkach grzyba, co wplywa niekorzystnie na proces tworzenia $ciany komorkowe;.
Preparaty te hamuja takze wszystkie procesy zwiazane z rozmnazaniem bezplciowym

grzybow, lecz nie wptywaja na rozwdj i mobilno$¢ zoospor (Wang i in. 2009).

W  warunkach laboratoryjnych badajac aktywno$¢ dimetomorfu stwierdzono
umiarkowana odporno$¢ szczepow Phytophthora capsici (Young i in. 2001). W Rosji
odporne szczepy Phyophthora infestans (gatunku pokrewnego dla najwazniejszych
patogendow zgorzelowych wystepujacych w Polsce) powstaly w skutek czgstego powtarzania
zabiegow z wykorzystaniem dimetomorfu jako substancji aktywnej (Dereviagina i in 1999).
Na stronie internetowej (www.frac.info) organizacji FRAC (Fungicide Resistance Action
Committee) zrzeszajacej badaczy z catego §wiata zajmujacych si¢ zjawiskiem odpornosci
grzybow na fungicydy podano informacjg, ze szczepy P. infestans sa wrazliwe na preparaty

CCA co jest bardzo istotne dla lesnikow 1 szkotkarzy (Moore 1 in. 2008).

Jednak inny gatunek grzyba Plasmopara viticola okazat si¢ catkowicie odporny na
wszystkie substancje aktywne z grupy CCA (Moore i in. 2008). Sytuacja ta jest o tyle
interesujaca, ze do przetamania odpornosci doszto na skutek czgstego powtarzania zabiegow
ochronnych, co stwarza realna mozliwos¢ wystapienia tego zjawiska w przypadku innych
grzybow. Odporno$¢ na CAA zidentyfikowana w warunkach laboratoryjnych u P. viticola jest
dziedziczona recesywnie (Blum i in. 2010), za$ w przypadku P. capsici warunkowana przez
dwa geny dominujace (Meng 1 in. 2011). Najnowsze badania przeprowdzone przez Chen 1 in.
(2012) pozwolity na zidentyfikowanie w obrgbie genomu P. melonis mutacji zwiazanej
Z odpornoscia na preparaty CAA w obrebie genu CesA3 kodujacego polipeptyd zbudowany
z 1139 aminokwasOw o masie molekularnej 126,5 kDa. Porownanie sekwencji
aminokwasowych izolatow wrazliwych i odpornych na CCA, udowodnito powstanie mutacji
w kodonie 1109 powodujaca zamiang aminokwasow: waliny na leucyng (Chen i in. 2012).
Zdaniem autoré6w odpornos¢ na CAA izolatéw P. melonis moze by¢ kontrolowana przez
gen(-y) recesywny(-e), jednak potwierdzenie tej tezy wymaga dalszych eksperymentéw
genetycznych (Chen i in. 2012).

Podsumowujac ryzyko wystepowania powszechnej odpornosci na substancje aktywne
z grupy CAA lggniowcow Oomycetes na duza skalg nalezy uznaé za niewielkie, a dodatkowo
mozna je jeszcze zmniejszy¢ poprzez zaprzestanie powtarzania zabiegéw ochronnych

w niewielkich odstepach czasu.
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Karbaminiany np. Previcur Energy 840 SL

Karbaminiany sa przeznaczone do zwalczania Pythium, Phytophthora, Aphanomyces
oraz niektorych grzyboéw z rodzaju Fusarium, czyli patogenéw powodujacych choroby
zgorzelowe wielu gatunkow roslin (Cohen i Coffey 1986, Englander i in. 1980, Rapp i Richter
1983). Mechanizm dziatania propamokarbu, substancji aktywnej z tej grupy, polega na
zakldceniu przepuszczalnosci bton komoérkowych mlodej grzybni, jednak zaréwno
W odniesieniu do starszej grzybni, jak i kietkujacych zarodnikoéw sporangialnych jego
dziatanie jest mato skuteczne (Papavizas 1 in. 1978). W zwiazku z tym dzialanie
propamokarbu na roslinach silnie porazonych przez P. infestans jest niewidoczne (Samoucha
i Cohen 1990). Wyniki badan Hu i Hong (2007) wskazuja, ze w produkcji szkotkarskiej
preparat nalezy stosowaé prewencyjnie przed zakazeniem siewek zarodnikami ptywkowymi
(zoosporami). Propamokarb moze spowalnia¢ proces chorobowy poprzez inhibicj¢ produkcji
zarodni (sporangiéw) oraz ograniczenie aktywno$ci zoospor. Natomiast PO wystapieniu
infekcji efekt dziatania fungicydu zanika, dlatego wykonywanie zabiegow w takim przypadku
jest niewskazane, jednocze$nie wzrasta woOwczas ryzyko uzyskania przez gatunek
Phytophthora odpornosci. Prokamokarb nie wykazuje szkodliwego dziatania na korzystne dla
roslin mikroorganizmy, co zostalo wykazane w odniesieniu do Trichoderma i grzyboéw
mykoryzowych (May i Kimati 2000, Wilde 1990). Z tego wtasnie powodu preparat powinien
by¢ wykorzystywany w programach integrowanej ochrony przed chorobami zgorzelowymi

w szkotkarstwie lesnym.
Fosfoniany np. Previcur Energy 840 SL

Systemiczne preparaty z grupy fosfonianéw (fosetyl glinu i potasu, sole kwasu
fosforowego) naleza do najwazniejszych $rodkéw przeznaczonych do ograniczania chordob
powodowanych przez organizmy grzybopodobne Oomycetes, szczegdlnie z rodzaju
Phytophthora. Fosfoniany stosowane szeroko zarowno w rolnictwie, ogrodnictwie,
lesnictwie, jak réwniez w $rodowisku naturalnym (Guest 1 Grant, 1991, Daniel 1 in. 2005).
Stosuje si¢ je w Afryce, Azji, Australii, Europie i Ameryce Poélnocnej w celu ochrony
rzadkich i1 zagrozonych gatunkow roslin oraz w ochronie roslin uprawnych. Zwiazki te
w postaci oprysku roztworu wodnego (ze Srodkiem zwilzajacym) wykorzystuje si¢ takze
w ochronie drzew, lub wstrzykuje si¢ je bezposrednio do pni, gdzie sa one przemieszczane
w tkankach rosélinnych za posrednictwem szlaku fosforanowego (Guest i Grant, 1991).
Fosfoniany nie sa metabolizowane przez rosling, co powoduje ze utrzymuja si¢ w tkankach

przez znaczny okres czasu (6-8 lat), co $cisle uzaleznione jest od gatunku rosliny, jej
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szybko$ci wzrostu oraz szybkosci tracenia liSci (Hardy i in. 2001). Zwiazki te posiadaja dwa
odmienne mechanizmy dzialania na patogen, zalezne od dawki substancji aktywnej (Smillie
I in. 1989). Wysokie stgzenia ograniczaja wzrost i zarodnikowanie patogenéw (Wilkinson i in.
2001, Garbelotto i in. 2009), za$ niskie moga dziata¢ posrednio przez stymulowanie reakcji
obronnych ro$lin. Biorac jednak pod uwage, ze st¢zenia fosfonianéw w tkankach ro§linnych
rzadko uzyskuja koncentracje, ktore dziataly fungistatycznie w warunkachi in vitro, to

stymulacja mechanizméw obronnych wydaje si¢ mie¢ wigksze znaczenie.

Od dawna obserwowano, ze dziatanie fosfonianow moze by¢ inne w stosunku do
r6znych ros$lin gospodarzy, a jedna z hipotez glosi, ze zwiazki te pobudzaja przede wszystkim
mechanizmy obronne organizmu (Grant i in. 1990, Daniel i Guest 2005). Fosetyl-Al
opisywany jest w literaturze jako elicitor mechanizmu obronnego ro$lin, a jego dziatanie
powoduje wzmozona syntezg¢ zwiazkow fenolowych w lisciach. Dercks i Creasy (1989)
podaja, ze aktywno$¢ zwiazku w zwalczaniu P. viticola byla wysoka zarowno w fazie
przedinfekcyjnej, jak rowniez po infekcji. Porownanie aktywnosci fosetylu-Al w zwalczaniu
maczniaka rzekomego winorosli na odmianach zréznicowanych pod wzgledem odpornosci
wykazato, ze reakcja obronna roslin byta bezposrednio zwigzana ze zdolnoscia
syntetyzowania fitoaleksyn przez rosling. Najbardziej odporna odmiana winorosli dodatkowo
silniej akumulowata w tkankach resweratrol, co wywieralo bardzo silng presj¢ na grzyba.
Badania Dercks i Creasa (1989) wykazaly takze bardzo silna korelacje¢ odpornosci roslin
z poziomem akumulacji resweratrolu. Istnieja takze dowody na to, ze mechanizm obronny
roslin moze by¢ stymulowany poprzez zmiany w metabolizmie patogena. Badania Grant i in.
(1990) wykazaty, ze niskie stezenia fosfoniandw moga modyfikowaé metabolizm gatunkow
Phytophthora bez widocznego wptywu na wzrost grzybni. Guest i Grant (1991) wysungli
hipotezg, ze preparaty fosfonianowe moga oddziatywaé na patogen poprzez zaktdcenie
syntezy jego supresorow, czyli zwiazkdéw ,,0szukujacych” system obronny roslin. Bardzo
interesujace z punktu widzenia praktyki byty badania przeprowadzone przez Pilbeam i in.
(2011), ktore potwierdzity rdzne reakcje na stosowanie fosfonianoéw u odpornych i podatnych
linii eukaliptusa na infekcje wywotana przez P. cinnamomi. Fosfoniany powodowaly
zréznicowana odpowiedz histopatologiczna w tkankach roslin eukaliptusa. W liniach
odpornych nastgpowata stymulacja mitozy, powstawanie tkanki przyrannej (kalusa) i synteza

ligniny, z kolei linie wrazliwe zwigkszaty produkcje¢ ligniny i suberyny (Pilbeam i in. 2011).

Ryzyko wystgpowania odpornosci patogennych lggniowcow Oomycetes na preparaty

fosfonianowe ze wzgledu na bardzo zlozony niespecyficzny mechanizm oddziatywania
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ochronnego oceniane jest jako niewiclkie, jednak istnieja doniesienia o zmniejszonej
wrazliwosci izolatow P. cinnamomi (Dobrowolski i in. 2008) i Bremia lactucae (Brown i in.
2004).

Morfoliny np. Falcon 460 EC

Spiroksamina nalezy do preparatow morfolinowych - waznej grupy fungicydow
0 zakresie stosowania ukierunkowanym na maczniaki prawdziwe, rdze i parcha (Pommer
1995). Wykazuje ona identyczny sposob oddzialywania na komorki grzyba jak inne
substancje aktywne z tej grupy (fenpropimorf, fenpropidyna, tridemorf), miejscowo-
specyficznie hamujace biosyntez¢ steroli (SBI klasy II) (Leroux i in. 1999). Sterole sa
podstawowym sktadnikiem wszystkich blon komoérkowych organizméw eukariotycznych,
aich wystgpowanie jest niezbedne dla prawidlowego rozwoju (Joffrion i Cushion 2010).
Sterole w komodrkach grzybéw pelnia kilka funkcji: odpowiadaja za ptynnosé
i przepuszczalno$¢ bton komorkowych (Bard i in. 1978, Lees i in. 1979) oraz reguluja
enzymy z nimi zwiazane (Cobon i Haslam 1973). Morfoliny wptywaja w réoznym stopniu na
dwa specyficzne punkty w szlaku biosyntezy steroli, hamujac  przemiang
dimetyloergostatrienolu do dimetyloergostadienolu przez blokowanie A-reduktazy oraz

fekosterolu do episterolu, przez zaktocenie dziatania A®'-izomerazy (Kerkenaar 1995).

Uzycie spiroksaminy jest rekomendowane przede wszystkim w zwalczaniu
maczniakow prawdziwych réznych gatunkoéw roslin, a proby jej wykorzystania w zwalczaniu
innych grzybow patogenicznych wykazaty niska skuteczno$¢ substancji aktywnej (Debieu
i in. 2000).

W literaturze mozna odnalez¢ doniesienia o spadku wrazliwosci populacji
patogenicznych grzybow na fungicydy morfolinowe: Erysiphe graminis (Felsenstein i in.
1994, Napier i in. 2000), Microdochium nivale (Debieu i in. 2000), Botrytis cinerea (Leroux
i in. 1999), Nectria haematococca (Lasseron-De Felandre i in. 1999). Dodatkowo ze wzgledu
na mozliwos¢ uzyskiwania odpornosci krzyzowej organizacja FRAC w 2005 roku oceniata
ryzyko wystapienia odpornos$ci na spirokasming od niskiej do $redniej (www.frac.info).
Problemu odporno$ci na preparaty z grupy SBI dotyczyty badania Zhu i in. (2008), ktore
potwierdzity wystgpowanie odpornosci krzyzowej na SBI u Pseudoperonospora cubensis
(Oomycetes). W szczepach odpornych mutantéw stwierdzono odpornos¢ zarowno na flumorf
i dimetomorf (rézne rodzaje fungicydow), a wyniki badan jednoznacznie wskazuja ze jest to
ten sam mechanizm odpornos$ci, wobec powyzszego ryzyko wystgpowania odpornosci w tym

wypadku nalezy uzna¢ za $rednie (Zhu i in. 2008).
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Zastosowanie preparatow SBI w szkotkarstwie moze nies¢ za soba pewne zagrozenia.
W szkotkach kontenerowych, gdzie powaznym problemem jest wystgpowanie maczniaka
prawdziwego, substancje morfolinowe moga przenika¢ do brylki substratu, przez co moze
dojs¢ do spadku skuteczno$ci stosowania szczepionek mykoryzowych. Morfoliny
zastosowane w warunkach laboratoryjnych juz w niskich dawkach wptywaty niekorzystnie na
wzrost strzgpek i1 zarodnikowanie mykoryzowego gatunku Glomus intraradices, co byto

zwiazane z zaburzeniami metabolizmu steroli (Campagnac i in. 2009).

Poprzednie badania przeprowadzone przez zespdt pod kierunkiem Campagnac (Campagnac
i in. 2008), dotyczace preparatow morfolinowych (fenpropimorfu i fenheksamidu), wykazaty
takze bezposredni wptyw wymienionych substancji aktywnych na stopien mykoryzacji
korzeni przez Glomus intraradices. Przeprowadzone przez badaczy analizy wykazaly, ze
pierwszy z wymienionych preparatow redukowal ten proces w sposob drastyczny
(Campagnac i in. 2008). Zastosowanie fenheksamidu wptywato takze niekorzystnie na inny
gatunek mykoryzowy Glomus larum (Cardenas-Flores i in. 2011). Autorzy w wyniku
przeprowadzonych badan stwierdzili, ze wysokie st¢zenie oraz czgste powtarzanie zabiegow
z wykorzystaniem substancji aktywnych z grupy SBI ma nickorzystny wplyw na grzyby

mykoryzowe w glebie (Cardenas-Flores i in. 2011).

Negatywnego wpltywu fenheksamidu na rozwoj symbiozy ektomykoryzowej nie
potwierdzaja najnowsze wyniki badan uzyskane przez Kuc i1 Aleksandrowicz—Trzcinska
(2012). Autorzy podaja, ze preparat Falcon 460 EC nie ograniczal mykoryzy sadzonek dgbu
z grzybem Hebeloma crustuliniforme, a wrgcz przeciwnie uzyskane wyniki wskazuja na

mozliwos$¢ stymulacji mykoryz powstajacych spontanicznie.
Preparaty DMI (triazole) np. Falcon 460 EC

Fungicydy nalezace do tej grupy obejmuja okoto 30 substancji aktywnych, o wysokiej
efektywnosci przeciwko wielu patogenom grzybowym. Preparaty DMI maja zastosowanie
W ograniczaniu wystgpowania maczniakéw prawdziwych oraz grzybow rdzawnikowych
I glowniowych, zgnilizny twardzikowej, szarej plesni, a takze innych patogendow grzybowych
wywotujacych plamistosci lisci.

Badania dowiodly, ze fungicydy triazolowe przenikaja przez korzenie, pedy i liscie,
absorbowane sa w ksylemie i przemieszczane akropetalnie w ro$linach, a nie sa przenoszone

floemem do korzeni, dlatego mechanizm dziatania tych substancji nalezy okresli¢ jako

lokalnie systemiczny (Edgington 1981).
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Zwiazki te blokuja biosynteze steroli w komorkach grzybow (Yang i in. 2011).
Mechanizm ten opiera si¢ na hamowaniu 14-a demetylazy sterolowej zaleznej od cytochromu
P-450 w pozycji 14 lanosterolu oraz w mniejszym stopniu na inhibicji A**-metylotransferazy
sterolowej (Elliott 1999). Wigkszo$¢ preparatow DMI hamuje dziatanie cytochromu poprzez
przylaczenie do kieszeni cysteinowej w miejscu aktywnym enzymu. Jak wskazuja dane
literaturowe odpornos¢ polowa na preparaty triazolowe stwierdzono juz po okoto 10 latach
stosowania, w populacjach maczniakéw prawdziwych i parcha (Ma i Michailides 2005,
McGrath 2001). Dalsze badania dotyczace odpornosci grzybow na te fungicydy pozwolily na
zidentyfikowanie form o zmniejszonej wrazliwos¢ w populacjach: Fusarium asiaticum (Yin
iin. 2009), F. graminearum (Yin i in. 2009), F. solani (Kalamarakis i in. 1991),
Microdochium nivale (Cristani i Gambogi 1993). W zwiazku z punktowym mechanizmem
oddziatywania na patogen oraz duza réznorodnos$cia preparatéw o podobnym mechanizmie
dzialania, ryzyko uzyskania odpornosci na preparaty oceniane jest jako $rednie z duzym

prawdopodobienstwem wystepowania odpornosci krzyzowej (www.frac.info).

Literatura podaje ze, mechanizmy odpornosci na DMI zaobserwowane w populacjach
grzybow obejmuja: mutacje enzymu- 14a-demetylazy (CYP51), co prowadzi do zmniejszenia
powinowactwa DMI do docelowego biatka (Delye i in. 1997), nadekspresj¢ lub zwigkszenie
liczby kopii genu CYP51, co skutkuje zwigkszeniem ilosci docelowego enzymu (Hamamoto
i in 2000), nadekspresj¢ biatek transportowych kasety wiazacej ATP (ABC) (efflux pumps)
zaangazowanych w transport cukrow, aminokwasow, biatek, peptydéw oraz jondw metali
(Zwiers i in. 2002), oraz niezidentyfikowane mechanizmy odpornosci na DMI (Mellado i in.
2001, Wood i in. 2001).

Preparaty DMI poza wiasciwosciami fungistatycznymi wykazuja posrednie dziatanie
na komorki bakteryjne, pomimo ze nie zawieraja one steroli. W pracach badawczych
wykazano, ze tritikonazol stymuluje proliferacj¢ bakterii w glebie, za§ fenpropimorf

i propikonazol catkowicie hamuja aktywno$¢ glebowych bakterii (Milenkovski i in. 2010).

Zwiazki triazolowe ze wzgledu na mechanizm modyfikujacy szlak sterolu roznych
organizmoéw, wykazuja takze zblizone do regulatorow wzrostu oddzialywanie na rosliny
(Barnes i Kelley 1992, Coolbaugh 1 in. 1982). Niektore preparaty triazolowe wykorzystuje si¢
jako retardanty wzrostu ro$lin (inhibitory wzrostu) (Rademacher 2000). Dziatanie DMI w tym
zakresie polega na hamowaniu biosyntezy gibereliny, co prowadzi do ograniczenia wzrostu

wydtuzeniowego korzeni i pedow (Gortz 1 in. 2008).
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Okazuje sig, ze mimo szerokiej aktywnosci preparatow DMI wptywajacych zarowno
na grzyby, bakterie i roSliny, zwiazki trialozowe nie wykazuja oddzialywania
fungistatycznego na lggniowce. Odpowiedzialny za to jest duzy dystans filogenetyczny
dzielacy grzyby wlasciwe 1 lggniowce, co przektada si¢ bezposrednio na r6zna efektywnos¢
srodkéw ochrony roslin w ograniczaniu wyst¢powania tych odrebnych grup organizmoéw.
Komoérki Phytphthora oraz innych gatunkéw nalezacych do Oomycetes nie zawieraja
ergosterolu, a w ich genomach nie wystepuja funkcjonalne geny CYP51 (Tyler i in. 2006).
Organizmy te maja jednak zdolno$¢ do produkcji skwalenu i1 transformacji egzogennych
steroli, dlatego mozna je zaliczy¢ do organizméw aukstroficznych w kierunku pozyskiwania
steroli (Marshall i in. 2001). Legniowce pobieraja zwiazki prekursorowe dla steroli od rosliny
gospodarza w trakcie infekcji, w czym posredniczy duza rodzina zewnatrzkomoérkowych
biatek strukturalnie zwigzanych z transferem lipidoéw zwanych elicytynami. Biatka te
uczestnicza w relacjach roslina-patogen, a ich obecno$¢ podczas patogenezy skutkuje

aktywowaniem reakcji nadwrazliwosci (Blein in. 2002).

Preparaty triazolowe w szkotkarstwie 1 uprawach lesnych stosuje si¢ interwencyjnie
w zwalczaniu maczniaka prawdziwego dgbu (Erysiphe alphitoides) osutki sosny

(Lophiodermium pinastri, L. seditosum) i opadziny modrzewia (Meria laricis).

Znane sa takze przyklady stosowania preparatéw DMI w starszych drzewostanach.
W USA propikonazol stosowany jest w leczeniu zamierania debow (Chalara quercina).
Skuteczno$¢ wymienionej substancji aktywnej w zwalczaniu tej groznej choroby dgbow
zostata udokumentowana w pracach badawczych Eggers i in. ( 2005) oraz Peacock i Fulbright
(2007). Przeprowadzenie zabiegu leczniczego polega na wprowadzeniu fungicydu za pomoca
makro- lub mikroiniekcji do czgsci drewna, uczestniczacej w transporcie wody (Wilson
i Lester 2002). Wykonanie mikroinjekcji polega na wprowadzeniu matej objgtosci stezonej
substancji aktywnej za pomoca mikroinjektordw przez otwdr wywiercony w drewnie. Liczba
miejsc mikroinjekcji uzalezniona jest od $rednicy drzewa, a rozmieszczenie ich jest
rownomierne. Mechanizm pobierania fungicydu przez tkanki drzewa jest przede wszystkim
pasywny, moze takze zosta¢ wymuszany za pomoca injektorow (Haugen 1 Stennes 1999).
W zabiegu makroinjekcji wprowadza si¢ stgzone substancje aktywne (4-8 ml) w wigkszej
objetosci wody. Badania przeprowadzone przez Haugen i Stennes (1999) wykazaty, ze duze
objetosci rozcienczonych fungicyddéw sa lepiej rozprowadzane w tkankach drzew a przez to

skuteczniejsze. Efekt ochronny protiokonazolu w zamieraniu dgbow utrzymuje si¢ przez dwa
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lata od zastosowania preparatu (Eggers i in. 2005), lecz jego aplikacja nie jest skuteczna gdy

porazone zostaly korzenie (Wilson i Lester 2002).
Aminopirymidyny np. Nimrod 250 EC

Aminopirymidyny to grupa systemicznych substancji aktywnych skutecznych wobec
maczniakéw prawdziwych (Erysiphales), w mniejszym stopniu stosowanych w zwalczaniu
rdzy i glowni. Do tej grupy fungicydow nalezy bupyrimat, ktérego mechanizm dzialania
polega na hamowaniu syntezy kwasow nukleinowych (Hollomon 1979), poprzez ograniczenie
aktywno$ci deaminazy adenozyny (ADA), enzymu uczestniczacego W metabolizmie puryn,
ktory Kkatalizuje reakcje deaminacji adenozyny do inozyny (Hollomon i Chamberlain 1981).
Dowiedziono, ze preparaty aminopirymidynowe powinny by¢ stosowane we wczesnych
fazach infekcji, poniewaz hamuja formowanie apresoriow 1 haustoriow maczniakéw
prawdziwych, wykorzystanie tej grupy substancji aktywnych moze by¢ takze korzystne

W pdzniejszych fazach rozwojowych poniewaz hamuja one kietkowanie zarodnikow

(Hollomon i Schmidt 1987).

Pierwsze preparaty aminopirymidynowe wprowadzono okoto 1968 roku, wykazywaty
poczatkowo bardzo skuteczne dziatanie w ograniczaniu maczniaka prawdziwego ogorka
(Sphaerotheca fuliginea), jednak po okoto dwoch latach ze wzgledu na czgste powtarzanie
zabiegow ochronnych, w populacjach S. fuliginea zaobserwowano odpornos¢ na te substancje

aktywne (Brent 1982).

Wystegpowanie form odpornych na aminopirymidyny potwierdzono takze
w populacjach maczniakow prawdziwych jeczmienia (Erysiphe graminis f.sp. hordei)
(Hollomon 1979). Jak dotad mechanizm odporno$ci grzybow na t¢ grupe substancji
aktywnych pozostatl niewyjasniony. Brent i Hollomon (2007) podaja, ze odpornos¢
maczniakoéw na aminopirymidyny moze wystgpowaé mniej gwattownie, lecz nalezy ja
okresli¢ jako ciagla i progresywna. Zdaniem autoréw populacja patogenu moze powrédci¢ do
stanu wrazliwo$ci na preparat, jesli zabiegi ochronne beda wykonywane mniej intensywnie

z jednoczesnym wykorzystaniem innych substancji aktywnych (Brent i Hollomon 2007).

Podsumowujac nalezy zwroci¢ uwagg, iz rekomendowane do zwalczania maczniakow
I osutki sosny triazolowe i aminopirymidynowe substancje aktywne, majace stuzy¢ do
ograniczania wystepowania tych jednostek chorobowych, maja niezwykle waski mechanizm
dziatania na grzyby. Oczywiscie intensyfikacja zabiegéw ochronnych w sytuacji gdy brakuje

innych zalecanych substancji aktywnych moze skutkowa¢ wystgpowaniem zjawiska
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odporno$ci na wigksza skale. Dodatkowo oOgraniczenie wystgpowania maczniakéw
prawdziwych jest niezwykle trudne, co wynika z ogromnego potencjalu rozmnozeniowego
(intensywne zarodnikowanie), szybkiego cyklu zyciowego oraz szerokich preferencji
temperaturowych 1 wilgotnosciowych tej grupy organizmow. Zahamowanie wyst¢powania
objawow chorobowych osiaga si¢ przez czeste powtarzanie zabiegdw ochronnych, zas
ograniczony dostgp substancji aktywnych, powoduje iz koniecznoscia staje si¢ poszukiwanie

alternatywnych metod zwalczania tych patogenéw (Pap i in. 2012).
Preparaty nieorganiczne (tlenochlorek miedziowy) np. Miedzian 50 WP

Zwiazki nieorganiczne sa najstarsza grupa substancji aktywnych stosowanych
w zwalczaniu choréb roslin. Pierwsze doniesienia dotyczace zastosowania miedzi organicznej
siggaja 1761 roku, kiedy siarczan miedzi (CuSO4) wykorzystano w bardzo duzej koncentracji
do ochrony pszenicy przed glownia. Prace nad zastosowaniem miedzi w zwalczaniu chordb
ro$lin kontynuowal Prevost (1807), ktory odnotowal hamowanie kietkowania zarodnikow
glowni. Dalsze badania dotyczace wykorzystania miedzi prowadzil botanik, profesor
Millardet z Bordox, ktory okolo roku 1885 zastosowal ,ciecz bordoska”
(3Cu(OH),:CuS04-CaS0Oy4) do ochrony winorosli przed maczniakiem rzekomym (Plasmopara
viticola). W kolejnych latach preparaty miedziowe stosowano takze w zwalczaniu zarazy
ziemniaka. Najwigkszy postgp w badaniach nad preparatami miedziowymi przypadat na lata

1925-35, kiedy opatentowano pierwsze substancje aktywne z tej grupy.

Obecnie w ochronie roslin jony miedzi (Cu®) stosuje si¢ w postaci siarczanu miedzi,
tlenku miedzi, naftenianu miedzi, tlenonochlorku miedzi, 8-hydroksykwinolinianu miedzi.
Preparaty miedziowe stosuje si¢ do zwalczania: maczniakéw rzekomych, zarazy ziemniaka,
oraz innych grzybow powodujacych plamistosci liSci, a le$nictwie do ograniczania

wystepowania osutki sosny .

Mechanizm oddziatywania miedzi na komodrki grzybow jest ztozony. Jony miedzi
wykazuja powinowactwo do réznych grup chemicznych wystepujacych w komorkach
grzyboéw 1 reaguja z grupami tiolowymi, powodujac niespecyficzna denaturacje biatek
I enzymow. Tworza trwale kompleksy z koenzymami i innymi zwiazkami biologicznie
czynnymi co prowadzi do ograniczenia aktywno$ci metabolicznej grzybdéw. Preparaty
miedziowe ograniczaja procesy oddechowe w komorkach grzybow, poprzez inhibicjg
powstawania acetylo-CoA, przerywaja proces fosforylacji w tancuchu oddechowym

i jednoczesnie hamuja tworzenie ATP .
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Wplyw preparatow miedziowych nie ogranicza si¢ do grzybow patogenicznych.
Badania z wykorzystaniem tlenochlorku miedzi wykazaty ich negatywny wptyw na populacje
grzybow mykoryzowych Glomus spp. i Arachis hypogea L. (Sreenivasa i Bagyaraj 1989) oraz
neutralny wptyw na gatunki Glomus fasciculatum i Agrostis palustris L. (Rhodes i Larser
1981). Uzyskane rozbiezne rezultaty badan wynikaty z odmiennego oddziatywania substancji
aktywnej na grzyby mykoryzowe w réznych gatunkach roslin (Rhodes i Larser 1981,
Sreenivasa i Bagyaraj 1989).

Inne prace badawcze wykazaly zmniejszenie aktywnosci mikroorganizmow
glebowych oraz hamujacy wplyw preparatow miedziowych na grzyby ektomykoryzowe
w $rodowiskowych probach na sadzonkach sosny (Manninen i in. 1998). Dalsze badania
dotyczace tlenochlorku miedzi wykazaty ograniczenie wzrostu kolejnych gatunkéw grzybow
mykoryzowych: Cantharellus cibarius, Corticium bicolor, Paxillus involutus i Suillus
(Laatikainen i Heinonen-Tanski 2002).

Dane literaturowe wskazuja takze na mozliwo$¢ niekorzystnego wptywu preparatow
miedziowych na rosliny. Gibson (1958) wykazal, ze zwiazki miedzi zastosowane na glebach
kwasnych (tlenochlorek miedzi i tlanek miedzi) dziataly fitotoksycznie na gatunki sosny
Pinus radiata i P. patula. Niekorzystne oddziatywanie polegalo na przedwczesnym
zamieraniu wierzchotka korzenia i ostatecznie $mierci sadzonek, mechanizm ten jest jednak

mato poznany (Orbovic i in. 2007).

W literaturze mozna odnalez¢ takze informacjg, ze jony miedzi sa skuteczne
przeciwko niektorym grzybom powodujacym zgnilizny drewna. Z badan wykonanych przez
Chen (2010), wynika ze mechanizm ochrony drewna przed grzybami polega na wiazaniu
miedzi z polisacharydami i ligninami w $cianach komoérkowych drewna. Bardzo korzystna dla
tego procesu jest takze migracja jonéow Cu?* w drewnie (Choi i in. 2001). Preparaty
miedziowe wykazuja nizsza skutecznos¢ przeciwko bialej I brazowej zgniliznie drewna,
powodowanej przez grzyby z rodzin Antrodia i Serpula, ktore wiazac jony miedzi tworza
nietoksyczne krysztaty szczawianu miedzi (Hastrup i in. 2005). Poprawe skutecznosci
preparatow miedzi organicznej] w ograniczaniu grzybow uszkadzajacych drewno mozna
uzyskac przez taczne stosowanie z czwartorzgdowymi solami amoniowymi (QAC- substancje
czynne niszczace bakterie, mniej skuteczne na grzyby), ktore w potaczeniu z jonami miedzi

daja efekt synergiczny (Hértner 1 Barth 1996).
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ROZDZIAL 3. DZIALANIA Z ZAKRESU PROFILAKTYKI W RAMACH INTEGROWANEJ OCHRONY

ROSLIN

3.1. Ocena zagroZenia fitopatologicznego szkolek lesnych na podstawie badan ankietowych
Metodyka

Ocena stanu zagrozenia fitopatologicznego szkoélek lesnych na drodze badania
ankietowego byla jednym z elementow tematu BLP 367. Nadrzednym celem tego dzialania
bylo okreslenie czynnikéw mogacych mie¢ wplyw na wystgpowanie patogenow grzybowych
zaklocajacych produkcje szkotkarska. Ankiety (Zatacznik 2) zostaly rozestane droga
elektroniczna do wszystkich nadle$nictw na terenie kraju. Respondenci zostali poproszeni
0 okreslenie podczas wypelniania ankiety skali problemoéow fitopatologicznych z jakimi
borykaja si¢ w szkotkach lesnych, ktorych sa gospodarzami. Przyjeto pigciostopniowa skale
wystepowanie probleméw. Wséréd mozliwych odpowiedzi byty: ,,Brak”, ,,Mata”, ,.Srednia”,

,,Duza” 1,,Bardzo duza”.

Wyniki

Otrzymano wypelnione kwestionariusze dotyczace 256 szkolek lesnych z terenu 247
nadlesnictw (Ryc. 1). Najwigcej wypelnionych kwestionariuszy nadestano z terenu rdLP:
Bialystok, Katowice, najmniej za$ z rdLP: Warszawa, Gdansk, Olsztyn, Krakow oraz Pita.
Liczba kwestionariuszy nadestanych z poszczego6lnych rdLP byta zwiazana z ogdlna liczba

szkotek potozonych na ich terenie.

Charakterystyka obiektow objetych badaniem ankietowym.

Przecigtny wiek szkotki scharakteryzowanej w ankiecie wynosi 35 lat. Blisko 59%
wszystkich szkotek lesnych stanowity obiekty w wieku od 30 do 45 lat (Ryc. 2). Najstarszymi
szkotkami dysponuje RDLP Bialystok oraz RDLP Krakéw. Najkrocej uzytkowane obiekty
wystepuja w rdLP: Lublin, Krosno i Katowice (Tab. 1).
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Ryc. 1. Liczba szkotek poszczegdlnych rdLP objetych badaniem ankietowym.
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Ryc. 2. Liczebno$¢ szkotek lesnych PGLP w klasach wiekowych.
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212 szkotek lesnych z 256 (83%) scharakteryzowanych w ankietach to obiekty
zatozone na gruntach lesnych wcze$niej poros$nigtych drzewostanem. Wigkszo$¢ pozostatych
szkotek zalozono na terenach, ktore wczesniej byly uzytkowane rolniczo (Ryc. 3, Tab. 1).
Nieliczne obiekty zalozono na terenach w czesci uzytkowanych jako grunty lesne oraz rolne,

pozostate za$ sklasyfikowano jako ,,inne”.

250

200

150

Liczba szkotek [szt.]

100

50

0  S— | —
Lesny Rolny Inny Lesny i rolny

Klasyfikacja gruntu

Ryc. 3. Wczesniejsza klasyfikacja gruntdéw wykorzystanych do zalozenia szkotek lesnych.

Ankiety nadestane z terenu rdLP Pila i Warszawa dotyczyly wylacznie szkotek
zlokalizowanych na terenie lesSnym porosnigtym wczesniej drzewostanem. Stosunkowo duzy

udzial szkotek zatozonych na gruntach porolnych raportowano z terenu rdLP Katowice,

Lublin, Szczecin i Zielona Gora.
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Tabela 1. Przecigtny wiek szkotek w poszczegoélnych rdLP oraz liczba szkotek zatozonych na
gruncie leSnym oraz porolnym.

. . Liczba szkélek Liczba szkoélek
Przeci¢tny wiek . . . .
RDLP 11 zalozonych na gruncie zalozonych na gruncie
szkolki [lat] ,
le$nym [szt.] porolnym [szt.]

Bialystok 42 31 3
Gdansk 40 6 1
Katowice 29 15 6
Krakow 42 7 2
Krosno 29 11 2
Lublin 29 9 4

Lodz 34 13 1
Olsztyn 35 6 2

Pila 36 9 -
Poznan 37 15 1
Radom 35 13 1
Szczecin 34 14 4
Szczecinek 35 18 1
Torun 40 15 1
Warszawa 36 7 -
Wroclaw 33 14 3
Zielona Gora 37 9 3
Srednia 35 nie dotyczy nie dotyczy

Nadestane ankiety dotyczyly w znakomitej wigkszo$ci szkotek otwartych (Tab. 2).
Stanowity one 82% sposrod wszystkich analizowanych obiektow. Udziat szkotek
podokapowych i kontenerowych byt niewielki i wynosit ok 2% wszystkich obiektow. Szkotki
otwarte, na fragmentach ktérych prowadzona jest produkcja sadzonek pod okapem
drzewostanu stanowity 8%. Produkcje kontenerowa oraz gruntowa prowadzito blisko 5%
wszystkich szkotek. W pozostalych obiektach laczono produkcje gruntowa na otwartej

przestrzeni, podokapowa oraz kontenerowa.

Charakterystyke powierzchniowa szkotek lesnych objetych badaniem ankietowym
przedstawiono w tabeli 3 i na rycinie 4. Najliczniej reprezentowane sa duze szkoftki,
0 powierzchni produkcyjnej przekraczajacej 5 ha. Najmniej respondentow gospodarowato zas
w obiektach bardzo matych, tj. o powierzchni produkcyjnej ponizej 1 ha. 35% og6tu szkotek,

z ktorych nadestano wypetnione ankiety miato powierzchnig produkcyjng od 1 ha do 5 ha.
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Tabela 2. Liczebnosci roznych rodzajow szkotek w poszczegolnych rdLP.

£ o s £ £g £ o
S s: g5 5  F8  f:3
8- 220 =Z5857 8575 §287 8gs5%
ROLP 35 2EB 253 338 323 zEgd
T “3 “5 38 Fg Eg§
= a ~ N .+ N 1 N QX
9] 9] 9] »n +
Bialystok 34 - - - - -
Katowice 13 3 2 4 1 -
Krakow 8 - 1 - 1 -
Krosno 5 2 - 3 2 1
Lublin 11 - 1 - - -
Lodz 8 - - 5 1 1
Olsztyn 8 - - - - -
Pila 9 - - - -
Poznan 14 - - - 2 -
Szczecin 19 - - 1 - -
Szczecinek 17 - - 1 1 -
Torun 14 - - 1 1 -
Wroclaw 16 - - - 1 -
Zielona Gora 11 - - - 1 -
Gdansk 6 - - - 1 -
Radom 9 - - 5 - -
Warszawa 6 - - 1 - -
Suma 209 5 4 21 12 2

Najmniejsze szkotki (o powierzchni produkcyjnej ponizej 1 ha) posiadaty jedynie
rdLP Biatystok, Katowice, Krakow i Krosno. Najwigcej szkotek o powierzchni migdzy 1 ha
a3 ha w rdLP Biatystok, Wroctaw 1 Krakow. Szkotki o powierzchni od 3 ha do 5 ha
najliczniej wystgpowaty na terenie rdLP Biatystok, £.6dZ oraz Poznan. Najwigksze szkotki
(o powierzchni produkcyjnej pow. 5 ha) posiadaty rdLP Szczecin, Szczecinek, Biatystok oraz
Torun. Najmniej duzych szkoélek wystgpowato w rdLP Krakow, Warszawa, Wroctaw

I Gdansk. Przecigtna powierzchnia produkcyjna szkotki objetej ankieta wyniosta 5,46 ha.
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Ryc. 4. Charakterystyka powierzchniowa szkolek lesnych objetych badaniem ankietowym.

Tabela 3. Charakterystyka powierzchniowa szkotek leSnych objetych badaniem ankietowym

<1lha 1-3ha 3-5ha >5ha
RDLP [szt.] [szt.] [szt.] [szt.]
Bialystok 1 9 8 16
Gdansk - - 2 5
Katowice 5 3 4 11
Krakow 4 5 - 1
Krosno 1 3 2 8
Lublin - 3 4 7
Lodz - 1 6 8
Olsztyn - 1 1 6
Pila - - 4 5
Poznan - 1 6 9
Radom - 2 2 10
Szczecin - - 2 18
Szczecinek - - 2 17
Torun - 2 1 13
Warszawa - 1 3 3
Wroclaw - 6 4 5
Zielona Gora - - 1 11
Suma 11 37 52 153
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Scharakteryzowane w nadestanych ankietach obiekty sa z reguly wyposazone
w deszczownie state, rzadziej przenosne (Tab. 4). 157 szkotek (62% ogodtu) wyposazono w
state deszczownie. Z przenos$nych systemow deszczownianych korzysta 80 obiektow (31%
og6tu). Brak deszczowni zadeklarowali gospodarze 17 szkoétek lesnych (7% obiektow).
Ankiety dotyczace szkotek nieposiadajacych deszczowni nadestano z terenu rdLP Katowice,

Krosno, Biatystok, Wroctaw, Warszawa, Olsztyn, Lublin oraz Krakow.

Tab. 4. Wyposazenie szkotek objetych badaniem ankietowym w deszczownie.

Deszczownia

Deszczownia stala , Brak deszczowni
RDLP [szt] przenosna [szt]
' [szt.] '

Bialystok 15 16 3
Gdansk 2 5 -
Katowice 15 4 4
Krakow 6 3 1
Krosno 7 3 4
Lublin 5 8 1
L.6dz 13 2 -
Olsztyn 5 2 1
Pila 3 6 -
Poznan 7 9 -
Radom 13 1 -
Szczecin 17 3 -
Szczecinek 9 10 -
Torun 15 1 -
Warszawa 2 4 1
Wroclaw 14 1 2
Zielona Gora 10 2 -
Suma 157 80 17

Jako zrédta wody do nawodnien szkoélek objetych badaniem wykorzystywano najczegsciej
studnie glgbinowe oraz naturalne i sztuczne zbiorniki wodne (Tab. 5). Studnie glgbinowe
najliczniej; wykorzystywaly szkotki w rdLP Bialystok, £6dz oraz Radom. Z wody
zgromadzonej w naturalnych i sztucznych zbiornikach wodnych najczesciej korzystano
w szkotkach z terenu rdLP Bialystok, Torun i Szczecinek. Cieki wodne jako zrédta wody

deszczownianej najliczniej wykorzystywano w obiektach potozonych na terenie rdLP
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Szczecin i Szczecinek. Te szkotki sa szczegdlnie narazone na zawleczenie patogenicznych

lggniowcdw przenoszonych wraz z pradem wody naturalnych ciekow.

Tab. 5. Liczba szkotek lesnych objgtych badaniem ankietowym wykorzystujacych
poszczegoblne rodzaje zrodet wody do nawodnien.

RDLP

Studnia gl¢binowa
+ zbiornik wodny

[szt.]

Ciek + zbiornik

wodny

[szt.]

Ciek wodny

[szt.]

| Studnia gl¢binowa

~ [szt.]
—| Zbiornik wodny

| [szt.]

Bialystok
Gdansk
Katowice
Krakow
Krosno
Lublin
Lodz
Olsztyn
Pila
Poznan
Radom
Szczecin
Szczecinek
Torun
Warszawa
Wroclaw
Zielona Gora
Suma
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Szkoétki objete badaniem ankietowym produkowaty rocznie przecigtnie 1867,6 tys.
sadzonek. Ekstrema dla tej cechy wyniosty 40 tys. i 7 mln sztuk sadzonek. Strukturg¢ rocznego
rozmiaru produkcji sadzonek w szkotkach objetych badaniem ankietowym przedstawiono na

rycinie 5 (dla PGLP) oraz w tabeli 6 (w rozbiciu na poszczegolne rdLP).

Szkotki produkujace rocznie powyzej 1 min. sztuk sadzonek stanowity blisko 74% ogdtu
obiektow objetych badaniem. Szkotek produkujacych ponizej 500 tys. sztuk sadzonek rocznie
bylo ponizej 8% sposrod wszystkich ujetych w ankiecie.
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Obiekty produkujace rocznie najmniej sadzonek wystgpowaty na terenie rdLP Katowice,
Krakow i Krosno, najczgsciej na obszarach gorskich oraz wyzynnych. Szkoétki o najwigkszej
mocy produkcyjnej uczestnicy badania deklarowali najczegsciej na terenie rdLP Szczecin
I Szczecinek.

100

90 r

80

70

60

50

40

Liczba szkotek [szt.]

30

20

10 ¢

Do 500 tys. Od 500 tys. do 1 min. Od 1 min. do 2 min. Powyzej 2 min.
Rozmiar rocznej produkcji sadzonek [szt.]

Ryc. 5. Struktura rozmiaru rocznej produkcji sadzonek w szkotka objetych badaniem
ankietowym.
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Tab. 6. Struktura rocznego rozmiaru produkcji sadzonek w ankietowanych szkotkach

<05mlnszt. 05-1mlin.szt. 1-2min.szt. >2min.szt.
[szt.] [szt.] [szt.] [szt.]

16

RDLP

Bialystok 2
Gdansk
Katowice
Krakow
Krosno
Lublin
Lodz -
Olsztyn 1
Pila -
Poznan

Radom 1
Szczecin -
Szczecinek -
Torun -
Warszawa 1
Wroclaw 2
Zielona Gora -
Suma 18
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Wyniki badania problemow zdrowotnosci sadzonek przedstawiono na Ryc. 6. Najliczniej
reprezentowane byty szkotki, w ktorych skale probleméw fitopatologicznych okreslono jako
,Srednia”. Stanowily one bliski 50% wszystkich obiektow objetych badaniem. Najmniej
zarejestrowano szkotek, ktorych gospodarze udzielili odpowiedzi ,,Brak” oraz ,,Bardzo duza”

(odpowiednio: 2,4% i 1,6%).
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Ryc. 6. Ocena skali problemow fitopatologicznych wystgpujacych w badanych szkotkach
lesnych .

Analiza istotnosci wplywu wybranych elementow charakteryzujqcych szkotki objete badaniem

ankietowym na ocene skali problemow fitopatologicznych prezentowanq przez ich gospodarzy

Istotno$¢ wplywu wybranych elementow charakteryzujacych szkotki objete badaniem
ankietowym na oceng¢ skali problemow fitopatologicznych prezentowana przez ich
gospodarzy badano wykorzystujac test Kruskala-Wallisa. Hipotezg zerowa o braku istotnego
wplywu elementu charakteryzujacego szkotke na skalg problemow fitopatologicznych w niej
stwierdzanych odrzucano przy p<0,05. Analiz¢ przeprowadzono w programie Statistica.

Wyniki analizy zaprezentowano w tabeli 7.
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Tabela 7. Wptyw wybranych elementéw na oceng skali probleméw fitopatologicznych. Na
czerwono zaznaczono elementy istotnie wplywajace na problemy fitopatologiczne.

Cecha Wynik testu Kruskala-Wallisa

Wiek szkotki (3 klasy wiekowe) H (2, N=248) =5,576437
p =,0615

Wezesniejsza klasyfikacja gruntu wykorzystanego H (3, N=252) =3,038757

pod zatozenie szkotki p =,3857

Grupa granulometryczna gleb wystepujacych w szkotce H (3, N=180) =4,971717
p=1739

Rodzaj pokrywy ro$linnej na gruncie wykorzystanym H (3, N=191) =2,004677

pod szkotke p=,5714

Rodzaj szkotki lesnej H (5, N=250) =14,71425
p =,0117

Powierzchnia produkcyjna szkoétki (w4 klasach H (3, N=250) =8,450647

powierzchni) p =,0376

Typ deszczowni uzywanej w szkolce H (3, N=252) =6,933818
p =,0740

Rodzaj ujecia wody deszczownianej wykorzystywanego H (4, N=234) =3,345299

w szkolce p =,5018

Rozmiar rocznej produkcji sadzonek (4 klasy) H (3, N=236) =5,999200
p=1117

Stwierdzane braki podstawowych sktadnikow H (1, N=252) =5,616818

pokarmowych p =,0178

Stwierdzany = nadmiar  podstawowych  skladnikéw H (1, N=251) =6,702763

pokarmowych p =,0096

Stosowano zakwaszanie gleby w szkotce H (1, N=249) =6,549563
p =,0105

Stosowano alkalizacjg gleby w szkotce H (1, N=250) =,5251333
p =,4687

Stosowano nawozenie zielone w szkolce H (1, N=245) =8,151966
p =,0043

Istotny wplyw na ksztalttowanie si¢ oceny skali probleméw fitopatologicznych
w szkotkach objetych badaniem ankietowym miaty nastgpujace cechy charakteryzujace te

obiekty:

rodzaj szkoiki,

powierzchnia produkcyjna szkotki,

fakt stwierdzenia braku podstawowych sktadnikow pokarmowych w glebie,
fakt stwierdzenia nadmiaru podstawowych sktadnikow w glebie,

fakt stosowania zabiegoéw zakwaszania gleby w szkotce,

-~ ® o 0 T ®

fakt stosowania w szkotce nawozenia zielonego.
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Na podstawie przeprowadzonej analizy statystycznej mozna stwierdzi€, ze istotnie

wigksze prawdopodobienstwo uzyskania oceny stwierdzajacej mniejsza skal¢ problemow

fitopatologicznych miaty:

szkotki kontenerowe i podokapowe;
szkotki o powierzchni produkcyjnej do 1 ha;

szkotki, w  ktorych glebach nie stwierdzano niedoboréw ani nadmiaréw

podstawowych sktadnikow pokarmowych;
szkotki, w ktorych nie zachodzita konieczno$¢ obnizenia pH gleby;

szkotki, w ktorych nie stosowano nawozenia zielonego.

Trafno$¢ powyzszych stwierdzen potwierdzaja znane fakty dotyczace $rodowiska

glebowego oraz mikroklimatu szkoétek lesnych:

szkotki kontenerowe uzywaja jalowego substratu;

szkotki podokapowe cechuje korzystny mikroklimat oraz wzglgdna réwnowaga

w Srodowisku glebowym np. naturalne zwiazki symbiotyczne korzeni z grzybami;

mate szkotki cechuje korzystny mikroklimat, a rownowaga ich srodowiska glebowego
z reguty jest wigksza niz w duzych obiektach; istnieje mniejsze ryzyko zawleczenia
patogenow;

. wlasciwe odzywienie sadzonek oraz prawidlowy odczyn gleby zmniejsza szansg
wystapienia oraz skalg infekcji grzybowych; rosliny w dobrej kondycji sa mniej
podatne na infekcje korzeni i pgdow;

stosowanie nawozenia zielonego (zwlaszcza z udzialem ro$lin motylkowych),
szczegdlnie w roku poprzedzajacym siew moze zwigkszy¢ zagrozenie siewek

patogenami grzybowymi.

Wsréd uzyskanych wynikdéw analizy statystycznej dziwi fakt stwierdzenia braku

wptywu wieku szkotek lesnych objetych badaniem ankietowym na oceng skali ich zagrozenia

fitopatologicznego. Cecha ta czesto kojarzona jest z postepujacym w miare zwigkszania si¢
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dhugosci okresu uzytkowania szkotki zmeczeniem gleby, uznawanym za czynnik potgegujacy

zagrozenie ze strony patogenicznych grzybow.
Opinia szkotkarzy na temat czynnikow wplywajqcych na zagrozenie fitopatologiczne

Respondenci wypelniajac ankiete mogli si¢ wypowiedzie¢ na temat czynnikdéw i zabiegow
majacych pozytywny i negatywny wplyw na stan zagrozenia fitopatologicznego szkotek

lesnych. Ponizej zaprezentowano najczesciej wystepujace odpowiedzi.
Zagadnienie 1: Zabiegi zmniejszajqce zagrozenie wystepowaniem chorob

- czeste spulchnianie gleby - 20 odpowiedzi;

- stosowanie profilaktyki zgodnie z zaleceniami IBL - 9 odpowiedzi;

- systematyczne glgboszowanie kwater - 9 odpowiedzi;

- Nnawozenie organiczne - 9 odpowiedzi;

- okrywanie wschodow gatunkow iglastych jatowym piaskiem lub widknina - 7 odpowiedzi;

- mykoryzacja gleby w szkotce $ciotka swierkowa lub sosnowa - 7 odpowiedzi;

- czesta wymiana podtoza produkcyjnego w przypadku wykorzystywania inspektow, koryt,
technologii kontenerowej itp. - 5 odpowiedzi;

- stosowanie preparatOw opartych na wyciagach roslinnych (np. cebula) - 5 odpowiedzi;

- zmianowanie gatunkow produkowanych w szkotce - 4 odpowiedzi;

- stosowanie preparatow ,,EM” (Efektywne Mikroorganizmy) - 4 odpowiedzi;

- przedsiewne podkietkowywanie nasion gatunkow iglastych - 3 odpowiedzi;

- szybkie reagowanie na wystapienie infekcji - 2 odpowiedzi;

- stosowanie ro$lin o wtasciwosciach sanitarnych w ugorach zielonych - 2 odpowiedzi;

- dezynfekcja podtoza przed wysiewem nasion — 2 odpowiedzi;

- przedsiewna kontrola temperatury gleby w celu zapewnienia szybkich wschodéw - 2
odpowiedzi

- rgczne usuwanie zainfekowanych siewek - 2 odpowiedzi;

- trzymywanie wlasciwego odczynu gleby - 2 odpowiedzi.

Zagadnienie 2: Zabiegi sprzyjajace wystepowaniu chorob

- brak skutecznych fungicydow dopuszczonych do stosowania w szkétkach lesnych - 14
odpowiedzi;
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- warunki atmosferyczne w okresie produkcji materiatu sadzeniowego - 8 odpowiedzi;
- wzrost aktywnosci patogendw po nawozeniu azotowym - 6 odpowiedzi;

- brak lub zbyt krétkie ugorowanie - 5 odpowiedzi;

- zastosowanie tubinu w ugorach zielonych - 4 odpowiedzi;

- stosowanie ugorow zielonych - 3 odpowiedzi;

- przeggszcezone siewy - 2 odpowiedzi;

- nadmierne deszczowanie siewow - 2 odpowiedzi.

Sugestie te, prezentowane najczgsciej przez szkolkarzy z diugoletnia praktyka 1 duzym

do$wiadczeniem warte sa uwzglednienia przy formulowaniu zalecen dla praktyki lesne;.

WhioskKi

1. Stosowanie jatowych substratéw w technologii kontenerowej zmniejsza ryzyko
i skalg infekcji patogenami grzybowymi.

2. Szkotki zaktadane na terenach, ktorych gleby wykazuja zawarto$¢ sktadnikow
pokarmowych oraz odczyn zblizone do optymalnego dla planowanego profilu produkcji, sa
mniej zagrozone ze strony patogendw grzybowych.

3. W szkotkach o mniejszej powierzchni produkcyjnej wystgpuje nizsze zagrozenie
infekcjami ze strony patogenow grzybowych.

4. Nawozenie zielone, szczegdlnie stosowane w roku poprzedzajacym siew gatunkow
iglastych moze zwigkszac stopien zagrozenia fitopatologicznego na danej kwaterze.

5. Zwigkszenie przewiewnosci gleby poprzez spulchnianie oraz glgboszowanie

zmniejsza ryzyko wystapienia infekcji grzybowych.

6. Do zmniejszenia zagrozenia ze strony patogenow grzybowych przyczynia si¢
przedsiewne podkietkowywanie nasion gatunkéw iglastych oraz przykrywanie siewow
jalowym piaskiem, badz wiokning. Zabiegi te prowadza do wuzyskania szybkich

I rtownomiernych wschodow.
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3.2. Wplyw pltodozmianu na zdrowotnosé roslin — badania laboratoryjne

Celem badan prowadzonych w szklarni IBL oraz szkoélce Nadlesnictwa Bielsk
i Nowogrod bylo sprawdzenie wpltywu stosowania nawozow zielonych i ugorowania na

rozw0j 1 zdrowotno$¢ sadzonek.

Metodyka

W szkélce Nadlesnictwa Nowogrod (Gawrychy), jako nawoz zielony zastosowano
mieszanke¢ roslin: wyka (15%), gryka (20%), peluszka (15%) 1 tubin (50%). W szkolce
Nadles$nictwa Bielsk (Czechy) zastosowano sama gryke. Ze szkotek, ktore stosowaty
ptodozmian, pobrano glebg z kwater, na ktorych rok wczesniej zastosowano ugér zielony
I ugor czarny. Zalozono nastgpujacy schemat doswiadczenia z czterema rodzajami gleby (po

dwa z kazdej szkotki), napetniajac nimi po 30 doniczek (po ok 2 1 gleby):

Nadlesnictwo Bielsk Nadlesnictwo Nowogréd
ugor czarny (kontrola) ugor czarny (kontrola)
ugor zielony ugor zielony

W wazonach wysadzono podkietkowane siewki debu szyputkowego Quercus robur
L.. Po okresie kilkumiesigcznej adaptacji 1 wzrostu w warunkach kontrolowanych w szklarni,
w listopadzie 2013 r. potowe siewek wyjeto i poddano analizom biometrycznym, a glebe
analizom fizyko-chemicznym oraz na obecno$¢ patogenéw z rodzaju Phytophthora.
Wykonano nastgpujace pomiary parametrow biometrycznych: dtugosci czg$ci nadziemnej,
dhugoséci czeéci podziemnej oraz grubosci szyjek korzeniowych przy poziomie gleby.
Dodatkowo korzenie poddano analizie na skanerze korzeni EPSON Perfection V700 Photo
Z oprogramowaniem WinRHIZO biorac pod uwageg catkowita ich dtugos¢, powierzchnig
I stosunek ditugosci drobnych korzeni do dhlugos$ci korzeni matecznych. W przypadku

poréwnan dtugosci korzeni 1 pgdow zastosowano statystyczny test parametryczny T.

Glebg analizowano na obecno$¢ makro pierwiastkbw N, P, K, Ca 1 Mg,
mikropierwiastkow, zbadano odczyn kwasowo$ci pH oraz policzono gestos¢ gleby. Do

obliczen gestosci pobrano po 100 cm® gleby z 9 miejsc. Nastgpnie kazda probke suszono
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W piecu w temp. 104°C przez 90 minut i wazono. Wyniki przeliczono na 1 cm” i usredniono

dla kazdego wariantu do§wiadczenia.

Obecnos¢ patogenow z rodzaju Phytophthora w probkach gleby pobranych ze szkotek
sprawdzono za pomoca metody putapek roslinnych. Glebg przesypano do plastikowych
pojemnikéw a nastgpnie zalano woda, tak aby jej poziom byt ok 1-2 cm nad poziomem gleby.
W trakcie osadzania si¢ gleby na dnie pojemnikéw na powierzchni wody zbieraly si¢ czgsci
sptawialne, ktore usuwano kilkakrotnie bibula filtracyjna. Ze specjalnie wyhodowanych
siewek debowych i bukowych pobrano mtode liscie, ktore po wstgpnym umyciu pod biezaca
woda osuszono bibutlg filtracyjna 1 umieszczono (spodem do dotu) na powierzchni wody, aby

mogty swobodnie si¢ na niej utrzymywac przez kilka dni (Ryc. 7).

Ryc. 7. 1zolacja Phytophthora sp. za pomoca putapek roslinnych

Jezeli organy przetrwalnikowe lub strzgpki patogendow z rodzaju Phytophthora sa
obecne w glebie to zalanie woda stymuluje powstawanie zarodni (sporangiow), w ktorych
powstaja zarodniki (zoospory). Te ostatnie dzigki wiciom posiadaja zdolnos¢ ruchu
i naturalnie ptyng ku powierzchni wody, gdzie napotykaja liscie putapki. W zetknigciu z nimi
zarodniki wciagaja wici, otorbiaja si¢ 1 rozpoczyna sig proces infekcji tkanek lisci. W efekcie

powstaja nieregularnego ksztattu ciemne plamy, z ktorych pasazuje si¢ grzybni¢ patogena na
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pozywki selektywne. Hodowle patogenéw =z rodzaju Phytophthora prowadzono
w temperaturze 22°C w standardowych warunkach os$wietlenia. Dodatkowo, plamy na
liSciach oraz strzg¢pki rozwijajacych si¢ kultur badano za pomoca testow plytkowych typu
ELISA (Neogen Ltd.) umozliwiajace identyfikacj¢ na poziomie rodzaju (Phytophthora
i Pythium).

Zbadano takze wplyw towarzyszacych roslin uprawnych na rozwoj siewek Fagus
sylvatica L. Doswiadczenie przeprowadzono w kontrolowanych warunkach szklarniowych.
Do sterylnego podtoza, zlozonego z ziemi torfowej o pH 5,5-6,5 i perlitu (3:1), zostaty
wysiane ro$liny uprawne: gorczyca, gryka, szczypior i czosnek. Na kazda wariant
doswiadczenia przyjeto trzy powtorzenia (skrzynki). Jako kontrole¢ wykorzystano glebg
nieobsiana. Gorczycg wysiano w dotki o glgbokosci ok. 3 cm po 2 ziarna w kazde; w sumie
co najmniej 40 ziaren na skrzynke. W analogiczny sposéb wysiano gryke. Szczypior wysiano
w 4 rzedach w poprzek skrzynki w odstgpach ok. 4-5 cm na glebokosci ok. 0,5 cm. Czosnek
wysadzono w postaci cebulek w 3 rzgdach po 3 sztuki w kazdym, na glgbokos¢ ok. 4cm, w
wigzbie 7 x 10 cm. Po 7 tygodniach od wysiania, do kazdej skrzynki wysiano po 15 nasion
buka zwyczajnego, poddanych uprzednio stratyfikacji. Doswiadczenie prowadzono przez
kolejnych 7 miesigcy. W trakcie nie dodawano do gleby Zzadnych nawozow. Po zakonczeniu
doswiadczenia sadzonki wyjeto z gleby 1 wykonano nastgpujace pomiary parametrow
biometrycznych: dlugosci czgsci nadziemnej, dlugosci czgsci podziemnej oraz grubos$ci
szyjek korzeniowych przy poziomie gleby. Korzenie poddano analizie na skanerze korzeni
EPSON Perfection V700 Photo z oprogramowaniem WinRHIZO, biorac pod uwage
catkowita ich dtugos$¢ (TRL), powierzchnig (FRSA) i stosunek dlugo$ci drobnych korzeni do
dhugosci korzeni matecznych (FRL/MRL).

Wyniki

Pomiary dlugos$ci poszczegdlnych czgsci siewek oraz szerokosci szyjek korzeniowych
siewek debowych hodowanych w glebie po zastosowaniu mieszanki nawozu zielonego
pobranej z Nadle$nictwa Nowogroéd zebrano w tabeli 8. W przypadku dlugosci czesci
podziemnej nie stwierdzono roznic istotnych statystycznie pomigdzy wariantami
doswiadczenia. Stwierdzono natomiast istotne statystycznie rdznice pomigdzy siewkami

rosnacymi w glebie z nawozem zielonym i czarnym ugorem. Mieszanka nawozow zielonych
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wptyneta korzystnie na rozwoj siewek. Srednia dhugosé pedow gtéownych wyniosta 12,1 cm
(w kontroli 10,5 cm). Srednia grubo$¢ sadzonek debowych wysadzonych do gleby po
nawozach zielonych byla §rednio o 2 mm wigksza niz u siewek kontrolnych, aczkolwiek

roznice te nie okazaly si¢ by¢ istotne statystycznie.

Tabela 8. Parametry biometryczne sadzonek debu szyputkowego hodowanych w glebie po
zastosowaniu mieszanki nawozu zielonego pobranej z Nadlesnictwa Nowogrod

Srednia
Nawoz zielony  Kontrola t p
Dhugos¢ korzenia (cm) 18,5 16,8 0,622 0,539
Dhugos¢ pedu (cm) 12,1 10,5 2,425 0,022
Grubo$¢ szyi korzeniowej (cm) 2,8 2,6 1,137 0,265

Test parametryczny T, a=0,05, N=15

Pomiary dlugo$ci poszczegolnych czesci siewek oraz szerokos$ci szyjek korzeniowych
siewek debowych hodowanych w glebie z Nadlesnictwa Bielsk zebrano w tabeli 9. Srednia
dlugos¢ glownych korzeni siewek debowych rosnacych w glebie z gryka byla nieznacznie
mniejsza niz w kontroli. Podobnie jak w przypadku korzeni, §rednia dlugos¢ pedu u siewek
degbowych rosnacych w glebie po zastosowaniu w ptodozmianie gryki byta mniejsza. Roznice
te jednak nie byly istotne statystycznie. Zastosowanie nawozu zielonego (gryki) zwigkszyta
si¢ grubos$¢ siewek debowych w szyjkach korzeniowych o ponad 6 mm w porownaniu do

siewek kontrolnych. Réznice te okazaly sig istotne statystycznie.

Tabela 9. Parametry biometryczne sadzonek debu szyputkowego debu szyputkowego
hodowanych w glebie po zastosowaniu mieszanki nawozu zielonego pobranej z Nadl. Bielsk

Srednia
Nawoz zielony  Kontrola t p
Dhugos¢ korzenia (cm) 19,3 21,1 -0,695 0,492
Dhugos¢ pedu (cm) 10,6 16,1 -0,884 0,384
Grubo$¢ szyi korzeniowej (cm) 2,9 2,3 4,29 0,000

Test parametryczny T, a=0,05, N=15

Pomiary parametrow charakteryzujacych system korzeniowy sadzonek debowych

hodowanych w glebie po zastosowaniu mieszanki nawozu zielonego pobranej z Nadle$nictwa
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Nowogrod zebrano w tabeli 10. Zastosowanie mieszaniny nawozow zielonych nie wptyneto
istotnie statystycznie na catkowita dlugo$¢ korzeni ani na liczbg i udziat korzeni drobnych,
zmniejszyto natomiast powierzchni¢ drobnych korzeni u badanych siewek dgbowych.

Stwierdzone réznice w powierzchni drobnych korzeni okazaty si¢ by¢ istotne statystycznie.

Tabela 10. Parametry biometryczne korzeni drobnych degbu szyputkowego hodowanych w
glebie po zastosowaniu mieszanki nawozu zielonego pobranej z Nadle$nictwa Nowogrod

Suma rang
Nawdz zielony Kontrola (ugér czarny) U p
TRL 243 222 102 0,678
FRL 226 239 106 0,803
FRL/MRL 261 204 84 0,245
FRSA 127 338 7 0,000

Test U Manna-Whitneya, a=0,05, N=15

Pomiary dlugos$ci poszczegolnych parametrow charakteryzujacych system korzeniowy
siewek debowych hodowanych w glebie z Nadle$nictwa Bielsk zebrano w tabeli 11.
Zastosowanie przedplonu nie wplynglto istotnie na catkowita dlugos¢ systeméw
korzeniowych. Nie stwierdzono istotnego wptywu ptodozmianu na dlugo$¢ drobnych korzeni
u badanych siewek debowych. Stosunek dtugosci korzeni drobnych do dlugosci korzeni
matecznych jest wigkszy u roslin rosnacych w glebie z nawozem zielonym. Roznice te sa
istotne statystycznie, $wiadczy to o wigkszej liczbie wytworzonych drobnych korzeni u
siewek z ptodozmianem niz u siewek kontrolnych. Nie stwierdzono istotnych statystycznie
réznic w powierzchni drobnych korzeni pomigdzy siewkami dgbowymi rosnacymi w
wazonach z ptodozmianem 1 kontrolnych. Jednak tendencja do zwigkszania powierzchni

drobnych korzeni zostata zauwazona (Tab. 11).

Tabela 11. Parametry biometryczne korzeni drobnych debu szyputkowego hodowanych w
glebie po zastosowaniu mieszanki nawozu zielonego pobranej z Nadl. Bielsk

Suma rang
Nawoz zielony Kontrola (ugor czarny) U p
TRL 272 193 73 0,106
FRL 263 202 82 0,213
FRL/MRL 286 179 59 0,028
FRSA 270 195 75 0,125

Test U Manna-Whitneya, a=0,05, N=15
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Wyniki badan szklarniowych nad wplywem towarzyszacych roslin uprawnych
wykazaly, ze najmniejsze dlugosci cze$ci nadziemnych przyjmowaty buki rosnace
W pojemniku razem z gryka. Wartosci median dla wszystkich wariantéw byly na bardzo
zblizonym poziomie (Tab. 12), a poréwnanie dlugo$ci czeSci nadziemnej nie wykazato
statystycznie istotnych roéznic. Wartos¢ prawdopodobienstwa testowego dla porownania

median wyniosta 0,1093.

Poréwnanie omawianych wariantow pod wzgledem grubosci szyi korzeniowej
wykazalo istotne statystycznie réznice (p=0,0085). Roéznice wystapity pomigdzy wariantem
gdzie razem z bukami w pojemniku rosty gryka i czosnek. W pierwszym wariancie grubosci

byly najmniejsze natomiast w drugim najwigksze ze wszystkich badanych prob (Tab. 12).

Tabela 12. Parametry biometryczne siewek buka zwyczajnego hodowanego w szklarni
w r6znych wariantach ugoru zielonego

Kontrola Gorczyca Gryka Szczypior Czosnek

m 130,04 117,84 101,09 126,5 132,81

Dhugod
fugos¢ pedu (em) Me 120 115 98,5 120 120
. : m 273,65 289,02 253,68 273,88 291,74
Dtugos$¢ korzenia (cm)
Me 265 280 224 270 275
Grubo$¢ szyi m 2,56 2,45 2,15 2,16 2,79
korzeniowej (cm) Me 2,47 2,49 2,15 2,18 2,8

m - §rednia arytmetyczna; Me - mediana

Pomiary catkowitej dlugo$ci systemow korzeniowych (TRL) wykonane przy pomocy
skanera wodnego 1 oprogramowania WinRhizo wykazaty, ze najwyzsze wartosci tego
parametru przyjmowaly sadzonki z wariantu, gdzie razem z bukami rosta gorczyca,

najmniejsze natomiast w wariancie z gryka (Ryc. 8).

54



2200

2000 T
1800
1600

1400
1200 —‘7
-
@ 1000
'_
800
0 o
600 o —‘7 .
400 l
o
200 J J_
0 Mediana

200 O 25%-75%
Kontrola Gorczyca Gryka Szczypior Czosnek T Min-Maks

Ryc. 8. Wptyw towarzyszacych roslin uprawnych na dlugo$¢ korzeni (TRL) sadzonek
buka zwyczajnego

Porownanie median za pomocag testu Kruskala-Wallisa wskazuje, ze istotne
statystycznie rdéznice przy przyjetym poziomie istotnosci 0=0,05 (p=0,0000) wystapily
w wariancie z dodatkiem gryki. Jednoroczne sadzonki bukowe mialy najnizsze wartosci

omawianego parametru.

Tabela 13. Parametry biometryczne korzeni drobnych buka zwyczajnego hodowanego
w szklarni w r6znych wariantach ugoru zielonego

Kontrola Gorczyca Gryka Szczypior Czosnek
m 693,33 890,45 327,34 719,38 703,31

TRL

Me 618,24 739,25 264,34 651,24 690,43
FRL m 649,94 849,22 320,84 686,35 646,87

Me 574,92 680,42 253,05 610,18 624,74

24,6 34,77 84,25 38,81 22,76

FRL/MRL

Me 22,93 32,94 56,08 35,41 20,27

m 27,22 32,9 41,75 39,96 28,61
FRSA

Me 23,81 27,91 36,65 28,64 27,07

m - §rednia arytmetyczna; Me - mediana
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Kolejnym poréwnywanym parametrem byty dtugosci korzeni drobnych w wariantach
gdzie razem z bukami rosly gorczyca, gryka, szczypior i czosnek. Podobnie jak czy
pomiarach catkowitej dlugosci systemoOw korzeniowych najdluzsze korzenie drobne
zaobserwowano u drzewek, ktore rosty razem z gorczyca a najkrotsze w wariancie z gryka
(Tab. 13). Analiza statystyczna wykazata, ze sadzonki bukowe rosnace z gryka miaty istotnie

statystycznie krotsze korzenie drobne od pozostatych wariantow doswiadczalnych (p=0,000).

Analizie poddano roéwniez stosunek dtugosci korzeni drobnych do dlugosci korzeni
matecznych. Warto$¢ prawdopodobienstwa testowego dla tej analizy wyniosta 0,000, oznacza
to istotne statystycznie rdéznice pomig¢dzy wariantami. Po przeprowadzeniu analizy
polegajacej na porownaniach wielokrotnych zaobserwowano, ze od wariantu kontrolnego
istotnie r6znily si¢ warianty gdzie buki rosty z gryka i szczypiorem. Gryka rdznita si¢ istotnie
od wszystkich wariantow, z wyjatkiem szczypioru, przyjmujac najwyzsze wartosci (Ryc. 9).
Wariant z czosnkiem roznit sig istotnie statystycznie od pozostatych wariantéw (za wyjatkiem

kontroli) 1 warto$ci te byty najnizsze.

350

300

250

200

150

FRL/MRL

147 L

-50

O Mediana
; ; ; ; ; O 25%-75%
Kontrola Gorczyca Gryka Szczypior Czosnek T Min-Maks

Ryc. 9. Wptyw towarzyszacych roslin uprawnych na udziat korzeni drobnych
(FRL/MRL)
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Ostatnim porownywamy parametrem byly powierzchnia zajmowana przez korzenie
drobne bukéw rosnacych w wariantach z gryka, szczypiorem, czosnkiem, gorczyca oraz
w wariancie kontrolnym. Warto§¢ prawdopodobienstwa testowego przy poroOwnywaniu tej
cechy wyniosta 0,3025, wskazuje to na brak istotnych statystycznie réznic pomigdzy

wariantami zatozonymi w doswiadczeniu.

Dyskusja

Grubos¢ szyjek korzeniowych jest waznym parametrem czgsto branym pod uwage
przy ocenie jakosci i zdrowotnos$ci materialu sadzeniowego. W przypadku zastosowania gryki
w Nadle$nictwie Bielsk parametr ten zwigkszyt si¢ znaczaco, co potwierdzily testy
statystyczne. Podobna tendencje zaobserwowano w przypadku mieszaniny nawozow

zielonych w Nadle$nictwie Nowogrdd.

Inne parametry biometryczne, takie jak dtugos$¢ czesci nadziemnych i korzeni sa mniej
skorelowane ze zdrowotnoscia siewek. W tym przypadku rowniez stwierdzono korzystne
oddziatywanie nawozdow zielonych, szczegdlnie w Nadlesnictwie Nowogrod, na gtowne pedy
siewek debowych (rdznice istotne staytstycznie). Jedynie w przypadku zastosowania gryki w
Nadle$nictwie Bielsk parametry te u siewek dgbowych byly nizsze niz u kontrolnych, chociaz
uzyskane roznice okazaty si¢ by¢ nieistotne statystycznie. By¢ moze fitoncydy produkowane
przez gryke maja wlasciwos$ci inhibujace rozwoj korzeni, a co za tym idzie 1 rozwoj czgsci

nadziemnych.

Whnioski

1. Zastosowanie w ptodozmianie mieszanki roslin wchodzacych w sktad nawozow
zielonych nie wplyngto na rozwgj systeméw korzeniowych u badanych siewek dgbowych;
zarowno catkowita dlugos¢, jak i1 dtugos¢ ich drobnych korzeni nie réznita si¢ w porownaniu

do tych samych parametrow u siewek kontrolnych.

2. Zastosowanie mieszanki roslin wchodzacych w sktad nawozow zielonych wplyngto

niekorzystnie na powierzchni¢ drobnych korzeni u siewek dgbu w Nadl. Nowogrdd.
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3. Zastosowanie gryki jako przedplonu nie mialo wplywu na przyrost czesci
nadziemnej oraz dtugos¢ gtownego korzenia siewek debu, natomiast wplyngto korzystnie na

grubo$¢ szyi korzeniowej oraz ilo$¢ drobnych korzeni u tychze siewek.

5. Przedplon z gryki wptynal negatywnie na parametry wzrostu siewek buka, podczas

gdy gorczyca, czosnek oraz szczypior wykazywaty oddziatywanie pozytywne.
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3.3. Wplyw stymulatorow wzrostu oraz nawozow fosforynowych na odpornosé roslin na

choroby grzybowe

3.3.1. Rozwdj sadzonek

Celem pracy byto testowanie skutecznos$ci stymulatoréw wzrostu na rozwo6j sadzonek
debu, buka, sosny, $wierka i olszy. Do badan wybrano $rodki: Grevitax, Actifos, Phos 60,
fosforyn potasu, Zielony Busz, Zielony Busz Forte, Florovit, Bioekor, nawozy azotowe
(mocznik, saletra amonowa) oraz Efektywne Mikroorganizmy, a nast¢pnie sprawdzono ich

skuteczno$¢ na terenie szkotek lesnych zlokalizowanych na terenie catego kraju.

Metodyka

Powierzchnie doswiadczalne - do przeprowadzenia analizy majacej na celu

porownanie skutecznosci roznych preparatow zebrano materiat ze szkotek lesnych
znajdujacych si¢ na terenie Nadle$nictw: Augustow, Borki, Chojnéw, Gizycko, Hajnowka,
Jawor, Kolo, Przasnysz, Nowy Targ, Torun oraz Zednia (Ryc. 10). Na kazdej z
wymienionych szkoétek zatozono powierzchnig¢ doswiadczalna, na ktérej zastosowano oprysk
oraz dla porownania powierzchni¢ kontrolna, na ktérej nie wykonywany byl Zaden zabieg.
Poletka kontrolne oraz zabiegowe oddzielone byly od siebie strefa buforowa — pasem ziemi,
na ktérym nie wykonywano zadnych zabiegéw. Material do badan pobierano w 2011, 2012
12013 roku. Nawozenie bylo wykonywane w godzinach porannych, przy S$rednim

zachmurzeniu i lekkim wietrze w temperaturze ok. 20 °C.

Z wymienionych powierzchni zebrano sadzonki z kazdego wariantu (proby kontrolne;j
oraz wykonanego zabiegu) oraz z kazdego powtorzenia (w wigkszo$ci szkotek zaktadano
wigcej niz jedna powierzchnie doswiadczalna w wariancie kontrolnym i zabiegu), a nastgpnie
mierzono dtugos¢ czesci nadziemnej kazdej sadzonki oraz dtugos¢ korzenia. Uzyskane w ten
sposob dane poréwnywano przy uzyciu testow statystycznych Manna-Whitneya (analiza

jednoczynnikowa) oraz ANOVA rang Kruskala-Wallisa (analiza wieloczynnikowa).
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Ryc. 10. Polozenie powierzchni doswiadczalnych w szkétkach lesnych

Opis preparatow

ACTIFOS (dawniej AGROPHOS firmy Agropak) jest ptynnym nawozem dolistnym
do uzupekniajacego nawozenia azotem oraz mikroelementami w celu pobudzenia wzrostu
Dopuszczony do obrotu Decyzja Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi Nr 241/10, ze wzgledu

na swoje specyficzne wtasciwosci w bardzo istotnym stopniu hamuje rozwoj niektorych

chorob grzybowych. W przypadku drzew iglastych regularne stosowanie pozwala

zminimalizowac¢ ryzyko wystapienia niezwykle groznej i powszechnej choroby — fytoftorozy.
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BIOEKOR dla szkoétek lesnych — jest to wielosktadnikowy dolistny nawo6z ptynny
przeznaczony do stosowania tak dla roslin iglastych jak i lisciastych w stgzeniu od 0,5% do
1,0%. Zawarto$¢ azotu ogdlnego (N) wynosi 8,5%, fosforu (P,0s) — 3,0%, potasu (K,0) —
4,4% oraz mieszaning mikroelementéw takich jak bor (B), miedz (Cu), zelazo (Fe), mangan
(Mn), molibden (Mo) i cynk (Zn). Nie zawiera chlorkow. Nawozenie dolistne lub podlewanie
przy zatozeniu 1% stgzenia nawozu w cieczy roboczej (400 1/ha).

FLOROVIT - zawiera zestaw makrosktadnikéw pokarmowych oraz mikroelementow
w postaci schelatowanej. Azot (N) — 3,0% (posta¢ amidowa — 2,3%; posta¢ azotanowa —
0,7%); potas (K) — 2,0%; miedz (Cu) — 70 mg/l; zelazo (Fe) — 400 mg/l; mangan (Mn) — 170
mg/l; molibden (Mo) — 20 mg/l; cynk (Zn) — 150 mg/l oraz wapn (Ca), magnez (Mg), siarka
(S), a takze substancje btonkotworcze. Odczyn (pH) roztworu 3,3-4,3. Nawozenie dolistne lub

podlewanie przy zatozeniu 1% stgzenia nawozu w cieczy roboczej (400 1/ha).

PHOS 60 (Proagro GmbH) jest nawozem plynnym o dziataniu fungistatycznym do
aplikacji nalistnej lub doglebowej. Phos 60 pobudza uktad odporno$ciowy roslin poprzez
indukowanie akumulacji w komorkach naturalnych cial odpornosciowych (fitoaleksyn).
Wzmacnia takze strukturg btony i §cian komoérkowych, dzigki czemu stanowia one lepsza
fizyczna barierg dla wnikania patogenéw. W sktadzie zawiera 43% P,0s w formie mieszaniny

fosforynu amonu i potasu.

ZIELONY BUSZ (Himal) jest nawozem mineralno-organicznym stuzacym do
zastosowania dolistnego, z dodatkiem adiuwanta. Zawiera mydto Himal, wyciag z piotunu,
czosnku, pokrzywy i alg. Ponadto wystgpuja tu takie mikroelementy jak: Cu, Co, Zn, Mo, B
oraz inne sktadniki pochodzace z wyciagow roslinnych. Gtownym celem zastosowania tego
nawozu jest wzmocnienie ro$liny na dzialanie stresu fizjologicznego wplywajacego
negatywnie na zdrowotnos$¢ rosliny. Badania producenta dowodza, ze dzigki temu siewki sa
zywotniejsze 1 stwarzaja naturalny opdr przeciwko czynnikom szkodotworczym, jakimi sa np.
patogeniczne grzyby. Na zyczenie ZOL IBL firma Himal przygotowata ZIELONY BUSZ
FORTE z dodatkiem fosforynu potasu.

GREVITAX jest srodkiem pochodzenia naturalnego opartym na ekstrakcji
fitoncydow z grejpfruta. Grevitax jako $rodek biobdjczy zalecany jest w ochronie wielu
gatunkow roslin przed chorobami bakteryjnymi i pochodzenia grzybowego w uprawach
zintegrowanych. Badania Instytutu Ogrodnictwa w Skierniewicach wykazaly duza

skutecznos¢ tego srodka w ochronie warzyw przed szkodami biotycznymi.
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EFEKTYWNE MIKROORGANIZMY to mieszanka mikroorganizméw tlenowych
i beztlenowych, ktére koegzystuja w obrgbie wspolnej przestrzeni na zasadzie symbiozy.
Zaden z preparatow Technologii Efektywne Mikroorganizmy™ nie zawiera elementow
modyfikowanych genetycznie ani chemicznych sktadnikow uzywanych w produkcji
nawozow, herbicydow czy pestycydow. Producent Greenland Technologia zapewnia, ze
preparat EM naturalnie aktywny poprawia strukture gleby, powoduje szybki rozktad resztek
roslinnych, hamuje procesy przenoszenia choréb odglebowych, pomaga wiaza¢ wolny azot
Z powietrza, intensyfikuje rozwdj systemow korzeniowych, stwarza warunki do lepszego

przyswajania nawozow przez co poprawia kondycje 1 zdrowia ro$lin.

MOCZNIK — uniwersalny jednosktadnikowy nawo6z azotowy stosowany doglebowo
z mozliwoscia sporzadzania roztworow wodnych do nawozenia dolistnego o zawarto$ci azotu
(N) 46%. W doswiadczeniu wykorzystany zostal w formie nawozu dolistnego majacego
dostarczy¢ tacznie 24 kg N/ha w stezeniu 1 % N w 400 litrach cieczy roboczej na hektar

SALETRA AMONOWA - granulowany nawo6z azotowy o catkowitej zawartosci
azotu 34% przeznaczony do stosowania doglebowego. W doswiadczeniu stosowano

jednorazowo dawke 24 kg N/ha.

Zabieqi
ZIELONY BUSZ

Wplyw preparatu Zielony Busz testowano w szkotkach lesnych ,,Budy” (Nadl.
Augustéw), ,,Jelenia Gora” (Nadl. Gizycko) oraz ,,Karwacz” (Nadl. Przesnysz). W badaniach
wykorzystano sadzonki debu szyputkowego, buka zwyczajnego, olszy czarnej, sosny

zwyczajnej oraz §wierka pospolitego.

Na terenie szkotki lesnej Budy testowano wplyw preparatu Zielony Busz na wzrost
sadzonek olszy czarnej (kw. I) oraz debu szyputkowego (kw. III). Na powierzchniach
wykonano oprysk $rodkiem Zielony Busz, o stgzeniu zgodnym z zaleceniami producenta.
W 2011 roku na kwaterze | oprysk wykonano tylko raz (2 wrze$nia), natomiast w roku 2012
zabiegi powtdrzono czterokrotnie w terminach: 15 V, 06 VI, 29 VI oraz 15 VIII. Dla
poréwnania skuteczno$ci dzialania tego preparatu z kazdej powierzchni zabiegowej zebrano
do analiz po 10 sadzonek oraz tyle samo z powierzchni kontrolnych. Wiosna 2012 r. na

powierzchni badawczej na kwaterze I (Olcz) wykonano zabieg podcinania systemow
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korzeniowych. Na kwaterze III w analogiczny sposob zastosowano preparat Zielony Busz
0 stgzeniu zgodnym z zaleceniami producenta. Opryski wykonano w roku 2012 czterokrotnie
w terminach: 25 VI, 17 VII, 01 VIII oraz 22 VIII. Do badan zebrano lacznie 10 sztuk

sadzonek z powierzchni kontrolnej oraz powierzchni zabiegowej.

Na terenie szkotki lesnej ,Jelenia Gora” (Nadl. Gizycko) wytypowano trzy
powierzchnie, na ktorych zastosowano srodek Zielony Busz oraz odpowiadajace im trzy
powierzchnie kontrolne. Badania prowadzono na sadzonkach sosny zwyczajnej oraz §wierka
pospolitego. W 2012 roku pierwszy oprysk wykonano 04 VI, zastosowano wtedy preparat
Zielonego Buszu o stezeniu 5%, natomiast kolejny oprysk wykonano 19 VI stosujac preparat
o stgzeniu 3%. Z kazdej powierzchni zebrano nastgpnie po 10 sadzonek (30 dla powierzchni

opryskanej preparatem Zielony busz + 30 z proby kontrolnej).

Na terenie szkotki lesnej ,,Karwacz” (Nadl. Przasnysz) zalozono powierzchnie
doswiadczalne w 3 jednakowych powtorzeniach, na ktorych testowano skuteczno$¢ preparatu
Zielony Busz w stezeniu zgodnym z zaleceniami producenta oraz analogiczne powierzchnie
kontrolne. Na powierzchni tej rosty buki (Ryc. 11), ktore w 2011 roku miaty dwa lata.
W 2011 roku dwukrotnie wykonano opryskiwanie w terminach 10 i 17 VIII, natomiast
w 2012 roku oprysk powtorzono czterokrotnie w terminach: 28 VI, 17 VII, 25 VIII oraz 11
IX. Z poletek doswiadczalnych pozyskano material zarowno w 2011 roku jak i 2012,
pobierajac kazdorazowo po 10 sadzonek. Wiosng 2012 roku na powierzchni wykonano zabieg

podcinania korzeni.

Ryc. 11. Powierzchnia doswiadczalna w Nadle$nictwie Przasnysz
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ZIELONY BUSZ FORTE

Wplyw preparatu Zielony Busz Forte testowano w szkotce lesnej ,,Budy” (Nadl.
Augustow) oraz szkotce w Nadlesnictwie Chojnow. W badaniach wykorzystano sadzonki
olszy czarnej, buka zwyczajnego oraz dgbu szyputkowego. W szkotce ,,Budy” w badaniach
zastosowano preparat Zielony Busz Forte o stezeniu zgodnym z zaleceniami producenta.
W 2011 roku oprysk wykonano tylko raz (01 IX), natomiast w roku 2012, nawozenie
odporno$ciowe wykonano czterokrotnie w terminach: 15 V, 06 VI, 29 VI oraz 15 VIII. Do
analizy zebrano po 10 sztuk sadzonek z powierzchni, na ktorej stosowano oprysk oraz z tyle
samo z powierzchni kontrolnej. Wiosna 2012 r. na powierzchni badawczej wykonano zabieg

podcinania systemow korzeniowych.

W szkotce w Nadl. Chojnéw w 2012 roku wykonano dwukrotnie (18 VI i 2 VII)
oprysk sadzonek dgbu, olszy oraz buka preparatem Zielony Busz Forte w st¢zeniu zgodnym
z zaleceniami producenta. Do analizy pobrano po 25 sztuk sadzonek z poletek zabiegowych

oraz kontrolnych (po 5 z kazdego powtdrzenia).

FOSFORYN POTASU

Na terenie szkotki lesnej ,,Budy” (Nadl. Augustow) testowano wplyw fosforynu
potasu na wzrost sadzonek olszy czarnej. W 2011 roku zabieg wykonano na kazdej
powierzchni dwukrotnie w terminach 24 VIII oraz 20 IX, natomiast w roku 2012 nawozenie
powtdrzono czterokrotnie w terminach: 15 V, 06 VI, 29 VI oraz 15 VIII. Do analizy
laboratoryjnej zebrano po 10 sadzonek wybranych losowo z kazdej powierzchni, na ktorej
zastosowano oprysk oraz tyle samo sadzonek z powierzchni kontrolnej. Wiosng 2012 r. na

powierzchni badawczej wykonano zabieg podcinania systemow korzeniowych.

ACTIFOS

Wplyw preparatu Actifos testowano w szkotkach lesnych ,,Zielonki” (Nadl. Borki),
wJelenia Gora” (Nadl. Gizycko), ,,Kiejsze” (Nadl. Kolo), ,,.Beskid” (Nadl. Nowy Targ),
,Karwacz” (Nadl. Przesnysz), ,,Janowo” (Nadl. Torun), ,,Podozierany” (Nadl. Zednia) oraz
szkotka ,Zabieniec” w Nadl. Chojnéw. W badaniach wykorzystano sadzonki debu

szypulkowego, buka zwyczajnego, olszy czarnej, sosny zwyczajnej oraz swierka pospolitego.
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Na terenie szkotki lesnej ,,Zielonki” wyznaczono dwie powierzchnie badawcze, na
ktorych rosty jednoroczne sadzonki debu szyputkowego (Ryc. 12). W 2011 roku wykonano
zabieg preparatem Actifos o st¢zeniu 13,3% (14 VII). Do analizy zebrano po 15 sadzonek

z kazdej z powierzchni w 2011 roku natomiast w roku 2012 po 20 sadzonek.

Ryc. 12. Powierzchnia doswiadczalna w Nadlesnictwie Borki.

Na terenie szkotki lesnej ,,Jelenia Gora” wytypowano trzy powierzchnie, na ktorych
zastosowano $rodek Actifos oraz odpowiadajace im trzy powierzchnie kontrolne.
Analizowanym gatunkiem byly jednoroczne siewki sosny zwyczajnej oraz $wierka
pospolitego. W 2012 roku wykonano oprysk jedynie raz (04 VI), stosujac $rodek Actifos
0 stezeniu 6%. Z kazdej powierzchni zebrano nastgpnie po 10 sadzonek (30 z powierzchni

opryskanej preparatem Actifos + 30 z proby kontrolnej).

W szkoétce w Nadl. Chojnéw dla kazdego badanego gatunku (dab, olsza, buk)
wyznaczono pi¢¢ poletek zabiegowych oraz odpowiadajace im poletka kontrolne. W 2012

roku wykonano dwukrotnie (20 VI i 4 VII) oprysk sadzonek preparatem Actifos w stgzeniu
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zgodnym z zaleceniami producenta (0,6%). Do analizy pobrano po 25 sztuk sadzonek

zZ poletek zabiegowych oraz kontrolnych (po 5 z kazdego powtorzenia).

W Nadlesnictwie Koto powierzchnie doswiadczalne zalozono na terenie szkotki
gospodarczej ,,Kiejsze”. Gatunkiem analizowanym w tym doswiadczeniu byly dwuletnie
sadzonki olszy czarnej. Preparatem zastosowanym do nawozenia byt Actifos o st¢zeniu 0,6%,
zabieg wykonano 15.05.2011 roku. Z powierzchni kontrolnych pobrano 15 sztuk sadzonek
oraz kolejne 15 sztuk z powierzchni opryskiwanej. Rok po6zniej zastosowano ponownie
preparat o stezeniu 0,6% (12 IX). Po zakonczeniu sezonu wegetacyjnego w 2012 roku
Z powierzchni na szkotce zebrano losowo po 10 drzew z kazdego wariantu. Wiosna 2012r.

wykonano zabieg podcinania systemow korzeniowych.

Na terenie szkotki ,,Karwacz” testowano skutecznos$¢ preparatu Actifos, w st¢zeniu
zgodnym z zaleceniami producenta, w odniesieniu do poletek kontrolnych na ktorych nie
prowadzono zabiegéw. Na powierzchni tej rosty buki, ktore w 2011 roku mialy dwa lata.
Z powierzchni tych pozyskano materiat zarowno w 2011 roku jak i 2012. W 2011 roku
dwukrotnie wykonano opryskiwanie preparatem Actifos w terminach 10 i 17 sierpnia.
W 2012 roku oprysk powtorzono czterokrotnie w terminach: 28 VI, 17 VII, 25 VIII oraz 11
IX. Zaréwno podczas pierwszego pobierania sadzonek jak 1 drugiego z kazdej powierzchni
zebrano po 10 sadzonek. Wiosna 2012 roku na powierzchni wykonano zabieg podcinania

korzeni.

Na terenie Nadle$nictwa Nowy Targ badania przeprowadzono na powierzchni szkotki
lesnej w lesnictwie Beskid. W 2010 roku zatozono po dwie powierzchnie na szesciu réznych
kwaterach, na ktorych rosly dwuletnie sadzonki olszy czarnej. Powierzchnie badane
opryskano preparatem Actifos o stezeniu zgodnym z zaleceniami producenta. Zabiegi
wykonano w 2011 roku w terminach: 01 VIII, 07 VIII, 14 VIII oraz 21 VIIL. Po zakonczeniu

sezonu wegetacyjnego z kazdej powierzchni zebrano po 15 sadzonek.

Na terenie Nadle$nictwa Torun w 2012 roku zatozono powierzchnie badawcze na
szkotce gospodarczej ,JJanowo”, na ktorych rosty dwuletnie sadzonki dgbu szyputkowego
(Ryc. 13). Trzy wytypowane powierzchnie opryskano preparatem Actifos o st¢zeniu 5%,
powierzchnie te zostaly pordwnane z proba kontrolna. Zabiegi wykonano dwukrotnie
w terminach 14 VII oraz 20 VII. Po zakonczeniu sezonu wegetacyjnego zebrano po 15 sztuk

z kazdej z powierzchni (3 powierzchni kontrolne oraz 3 zabiegowe).
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Ryc. 13. Powierzchnia doswiadczalna w Nadlesnictwie Torun (dab).

Powierzchnie badawcze zlokalizowano takze na terenie szkotki lesnej ,,Podozierany”.
Na dwoch kwaterach, na ktorych rosty dwuletnie deby szyputkowe (Ryc. 14) zatozono
powierzchni¢ kontrolna oraz powierzchnig, ktora opryskana zostala $rodkiem Actifos
0 stezeniu 0,6%. W 2011 roku oprysk preparatem wykonano dwukrotnie w terminach: 11 VI
oraz 09 VII. Po zakonczeniu sezonu wegetacyjnego z kazdej z powierzchni zebrano losowo
po 5 sadzonek, co lacznie dato 10 sztuk z powierzchni kontrolnej oraz 10 z powierzchni

zabiegowej.

Ryc. 14. Powierzchnia doswiadczalna w Nadlesnictwie Zednia (dab).
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PHQOS 60

W Nadl. Hajnowka w szkotce lesnej ,,Budy” na jednej z kwater produkcyjnych
W potowie czerwca 2013r. zalozono do$wiadczenie (lacznie na 18 powierzchniach
badawczych: 9 dla $wierka i 9 dla dgbu, o dlugosci 2 m kazda). Poletka doswiadczalne
umiejscowione byty na pasie produkcyjnym o szerokosci 1 m. Kazda z powierzchni byta
oddzielona strefami buforowymi o takich samych wymiarach 1m x 2m. Na powierzchniach
badawczych wykonano dolistne opryski dwuletnich, szkotkowanych sadzonek s$wierka
pospolitego (2/1) oraz jednoroczne, nieszkétkowane sadzonki dgbu szyputkowego (1/0).
Opryski wykonano nawozem PHOS 60 o stgzeniu zalecanym przez producenta (0,5%).
Opryski przeprowadzano trzykrotnie w odstepie 7 dni (migdzy 18 VI a 17 VII). Aby okresli¢
przyrosty wysokosci wybrano losowo po 50 sadzonek z kazdej kombinacji. Dodatkowo,
korzenie poddano analizie na skanerze korzeni EPSON Perfection V700 Photo

Z oprogramowaniem WinRHIZO oraz oznaczono sucha biomasg korzeni i pedow.

Ryc. 15. Powierzchnia doswiadczalna w Nadle$nictwie Torun (sosna).

GREVITAX

Na terenie Nadle$nictwa Torun powierzchnie badawcze zatozono na szkoéice
gospodarczej ,,Janowo”. W 2012 roku do analizy wytypowano sadzonki sosny zwyczajnej,
(Ryc. 15), ktore opryskane zostaly preparatem Grevitax o st¢zeniu 0,1%. Opryskano 3

powierzchnie, ktére poréwnano z powierzchniami kontrolnymi. Opryski wykonano
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trzykrotnie w terminach: 21 VII, 28 VII oraz 04 VIII. Po zakonczeniu sezonu wegetacyjnego
z kazdej z wymienionych powierzchni pobrano po 15 sadzonek, co dalo tacznie 45 drzewek

z powierzchni kontrolnej oraz 45 z powierzchni opryskanej.

EFEKTYWNE MIKROORGANIZMY (EM)

Wpltyw preparatu EM testowano w szkotkach lesnych ,,Karwacz” (Nadl. Przesnysz),
,Budy” (Nadl. Augustow), ,,Budy” (Nadl. Hajnoéwka) oraz ,,Zabieniec” (Nadl. Chojnow).
W badaniach wykorzystano sadzonki dgbu szyputkowego, buka zwyczajnego, olszy czarnej

oraz sosny zwyczajnej.

Na kwaterze IV na terenie szkotki lesnej ,,Budy” (Nadl. Augustéw) zastosowano
nawozenie Efektywnymi Mikroorganizmami o st¢zeniu 0,06%. Na tej kwaterze wysadzono
sosng zwyczajna o symbolu 1/0, ktora zostala wyjeta wiosna 2012 roku. W 2011 roku
wykonano jeden zabieg na powierzchni badanej (07 IX). Do analizy zebrano tacznie 10 sztuk
sadzonek z powierzchni kontrolnych oraz 10 sztuk z powierzchni, na ktoérych stosowano

oprysk.

Na terenie  szkotki ,Karwacz” zastosowano nawozenie  Efektywnymi
Mikroorganizmami, w st¢zeniu zgodnym z zaleceniami producenta, w przeciwienstwie do
poletek kontrolnych na ktorych nie prowadzono zabiegéw. Na powierzchni tej rosty buki,
ktore w 2011 roku miaty dwa lata. Z powierzchni tych pozyskano material zarowno w 2011
roku jak 1 2012. W 2011 roku dwukrotnie wykonano nawozenie Efektywnymi
Mikroorganizmami w terminach 10 i 17 sierpnia. W 2012 roku oprysk powtorzono
czterokrotnie w terminach: 28 VI, 17 VII, 25 VIII oraz 11 IX. Zarowno podczas pierwszego
pobierania sadzonek jak i drugiego z kazdej powierzchni zebrano po 10 sadzonek. Wiosna

2012 roku na powierzchni wykonano zabieg podcinania korzeni.

W Hajnoéwce do$wiadczenia zatozono na szkotce lesnej ,,Budy” na jednej z kwater
produkcyjnych, na ktérej w potowie czerwca 2013r. zatozono doswiadczenie (tacznie na 18
powierzchniach badawczych: 9 dla swierka 1 9 dla dgbu, o dlugosci 2 m kazda)
umiejscowionych na grzedzie produkcyjnej o szerokosci 1 m. Kazda z powierzchni byta
oddzielona strefami buforowymi o takich samych wymiarach 1m x 2m. Na powierzchniach

badawczych wykonano dolistne opryski dwuletnich, szkétkowanych sadzonek $wierka
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pospolitego (2/1) oraz jednoroczne, nieszkdétkowane sadzonki debu szyputkowego (1/0).
Opryski wykonano preparatem z Efektywnymi Mikroorganizmami w st¢zeniach zalecanych
przez producenta (10%). Opryski przeprowadzano trzykrotnie w odstgpie 14 dni (18 VI-17
VII). Aby okresli¢ przyrosty wysokosci wybrano losowo po 50 sadzonek z kazdej kombinacji.
Aby okresli¢ przyrosty wysokosci wybrano losowo po 50 sadzonek z kazdej kombinacji.
Dodatkowo korzenie poddano analizie na skanerze korzeni EPSON Perfection V700 Photo

z oprogramowaniem WinRHIZO oraz oznaczono sucha biomasg korzeni i pedow.

W szkotce w Nadl. Chojnéw dla kazdego badanego gatunku (dab, olsza, buk)
wyznaczono pig¢ poletek zabiegowych oraz odpowiadajace im poletka kontrolne. W 2012
roku wykonano dwukrotnie (20 VI i 4 VII) nawozenie sadzonek preparatem zawierajacym
Efektywne Mikroorganizmy w st¢zeniu zgodnym z zaleceniami producenta (10%). Do
analizy pobrano po 25 sztuk sadzonek z poletek zabiegowych oraz kontrolnych (po 5

z kazdego powtdrzenia).

NAWOZY AZOTOWE
Na terenie szkotki lesnej ,,Muchow” w Nadlesnictwie Jawor testowano skuteczno$¢

nawozOow azotowych na bazie mocznika (dolistnie) 1 saletry amonowej (doglebowo) oraz
preparatow Florovit i Bioekor (dolistnie). W doswiadczeniu wykorzystano dwuletnie
sadzonki degbu szyputkowego. Na potrzeby do§wiadczenia przeznaczono jedna grzedg siewu
debu szyputkowego o dtugosci 132 m, na ktorej wyodrebniono cztery bloki podzielone na
sze$¢ odcinkow kazdy, odpowiadajacych wariantom do$wiadczenia. Testom poddano

nastgpujace warianty nawozenia:

Kontrola (brak nawozenia)

6 x 4 kg N/ha 1% mocznik + 6 x 1% Bioekor

6 x 4 kg N/ha 1% mocznik + 6 x 1% Florovit

1 x 24 kg N/ha saletra amonowa + 6 x 1% Bioekor
1 x 24 kg N/ha saletra amonowa + 6 x 1% Florovit

o o~ w Db P

1 x 24 kg N/ha saletra amonowa + 6 x 4 kg N/ha 1% mocznik

W roku 2012 nawozenia wykonywano w terminach 26 VI, 5 VII, 11 VII, 20 VII, 25 VII i 30
VII, natomiast w roku 2013 w terminach 12 VI, 21 VI, 6 VII, 15 VII, 25 VII i 2 VIII. Saletre
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amonowa dodano do gleby przed rozpoczeciem opryskéw: 25 VI w roku 2012 1 20 V w roku
2013.

Wyniki

ZIELONY BUSZ/ZIELONY BUSZ FORTE/FOSFORYN POTASU

Skuteczno$¢ preparatu Zielony Busz stosowanego w szkoétce ,,Jelenia Gora” w Nadl.
Gizycko na jednorocznych siewkach sosny zwyczajnej 1 §wierka pospolitego mierzono
analizujac parametry biometryczne siewek testowanych w poréwnaniu z kontrolnymi.
Poréwnanie dtugos$ci czeéci nadziemnej oraz korzeni jednorocznych siewek sosny zwyczajnej
migdzy powierzchnia opryskana preparatem Zielony Busz a powierzchnia kontrolng
zilustrowano na rycinie 16. W obu wariantach, $rednie dtugosci osiagaty wigksze wartoSci w
przypadku  stosowania oprysku  preparatem  Zielony Busz, jednak  wartos¢
prawdopodobienstwa testowego wskazuje na istotne statystycznie roznice tylko dla

porownania dtugosci czesci nadziemnej (p dla czgsci nadziemnej: 0,000 i dla korzeni 0,095).
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Ryc. 16. Wptyw preparatu Zielony Busz na dtugos$¢ czgsci nadziemnej (1) i podziemnej (2)
siewek sosny w szkotce Nadl. Gizycko

Poréwnanie dlugosci czg$ci nadziemnej oraz podziemnej jednorocznych siewek
swierka pospolitego z wariantu gdzie zastosowany byt oprysk preparatem Zielony Busz

wykazato, ze wartosci $rednie z powierzchni zabiegowej byly wyzsze niz na powierzchni
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kontrolnej (Ryc. 17). Istotno$¢ statystyczna réznic wykazano jedynie pomigdzy dtugo$ciami
czesci podziemnej (p=0,000; ryc. 17-1), natomiast dla cze$ci nadziemnej roznice te nie byty

na tyle duze, aby okazaty si¢ istotne statystycznie (p=0,225; ryc. 17-2).
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Ryc. 17. Wplyw preparatu Zielony Busz na dtugos¢ czesci nadziemnej (1) i podziemnej (2)
siewek swierka pospolitego w szkotce Nadl. Gizycko

Skutecznos¢ preparatu Zielony Busz testowano na jednorocznych sadzonkach dgbu
szyputkowego w Nadlesnictwie Augustow. Pedy sadzonek opryskanych preparatem Zielony
Busz osiagaty wigksze rozmiary w porownaniu do kontroli: 315 mm vs. 210 mm. Analiza
statystyczna wykazata istotno$¢ rdéznic pomigdzy wariantami (p=0,004). Poréwnujac dlugosci
czgsci podziemnej, rosliny z powierzchni opryskanej miaty dluzsze korzenie (351 mm) niz
rosliny kontrolne (331 mm), jednak réznice nie byly na tyle duze, aby okazaly si¢

statystycznie istotne (p=0,521) (Ryc. 18).
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Ryc. 18. Wptyw preparatu Zielony Busz na dlugos$¢ czesci nadziemnej (1) i podziemnej (2)
sadzonek debu szyputkowego w szkolce Nadl. Augustow

W tej samej lokalizacji na dwuletnich sadzonkach olszy czarnej testowano skutecznos¢
preparatow Zielony Busz, Zielony Busz Forte oraz fosforyn potasu (Ryc. 19). Sadzonki te
miaty podcinany system korzeniowy w roku 2012. Srednia dhigo$¢ czesci nadziemnej
sadzonek opryskanych preparatem Zielony Busz osiagneta warto$¢ 1126 mm, podczas gdy
sadzonki kontrolne przyrastaly na wysoko$¢ srednio 1508 mm. Na powierzchni, na ktorej
stosowano naw6z drzewka rosty o wiele gorzej niz na powierzchni kontrolnej, na ktorej nie
wykonano Zadnego zabiegu (p= 0,001). Nie zaobserwowano wpltywu testowanego preparatu
na dtugos$¢ korzeni (p=0,064), jednak jest to wynikiem zastosowanego zabiegu podcinania.
Analiza dlugosci czes$ci nadziemnej sadzonek traktowanych preparatem Zielony Busz Forte
wykazala, ze srednia warto$¢ dtugosci czgsci nadziemnej drzewek opryskanych wynosi 1751
mm 1 jest znacznie wyzsza niz tych z powierzchni kontrolnej (1504 mm). Analizy
statystyczne wykazaty istotno$¢ réznic pomigdzy wariantami przy p= 0,007. Warto$ci $rednie
dlugosci podcigtych korzeni sa bardzo do siebie zblizone, a warto$¢ prawdopodobienstwa
wynosi 0,597; co wskazuje na brak istotnych statystycznie roznic. Srednie dtugosci czesci
nadziemnej dwuletnich sadzonek olszy opryskanych fosforynem potasu byly do siebie
zblizone (zabieg: 1658 mm, kontrola: 1674 mm), a réznice te nie byly istotne statystycznie
(p=0,734). Statystycznie istotna réznicg warto$ci dlugosci czesSci podziemnej (p=0,049)
uzyskano dla pomiaru korzeni sadzonek opryskanych (268 mm) w poréwnaniu z kontrola
(305 mm).
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Ryc. 19. Wplyw preparatow Zielony Busz, Zielony Busz Forte oraz fosforyn potasu na
dhugo$¢ czesci nadziemnej sadzonek olszy w szkotce Nadl. Augustow

ACTIFOS (Agrophos)

W pierwszym roku doswiadczenia w szkotce lesnej ,,Zielonka” w Nadle$nictwie Borki
testowano skuteczno$¢ preparatu Actifos wzgledem jednorocznych sadzonek dgbu
szyputkowego. Dhugos$¢ cze$ci nadziemnej w wariancie kontrolnym wynosita $rednio 168
mm, natomiast w wariancie testowym s$rednio 191 mm. Dlugo$¢ czesci podziemnej
w wariancie kontrolnym wynosita §rednio 191 mm, natomiast w wariancie testowym $rednio
240 mm. Zaobserwowano wigksze wartosci parametrow biometrycznych sadzonek
opryskiwanych preparatem Actifos w poréwnaniu z kontrolnymi, jednak roznica Srednich
warto$ci  dlugosci cze$ci nadziemnych 1podziemnych nie byla istotna statystycznie.
W przypadku cze$ci nadziemnej warto$¢ prawdopodobienstwa testowego (p) wyniosta 0,431,

natomiast dla korzeni 0,059 (p>0,05).

W kolejnym roku doswiadczenia (2012) analizowano parametry biometryczne dwuletnich
sadzonek debu szyputkowego zebranych ze szkotki ,,Zielonka” w Nadles$nictwie Borki.
Pobrane sadzonki wiosna 2012r. mialy podcinany system korzeniowy. Dlugos¢ czesci

nadziemnej w wariancie kontrolnym wynosita $rednio 392 mm, natomiast w wariancie
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testowym $rednio 443 mm. Dlugos¢ czesci podziemnej w wariancie kontrolnym wynosita
srednio 384 mm, natomiast w wariancie testowym S$rednio 359 mm. Zaobserwowano, ze
sadzonki z powierzchni zabiegowej sa znacznie wigksze od tych z powierzchni kontrolnej
(Ryc. 20). Wartos¢ prawdopodobienstwa testowego (p=0,005) wskazuje na istotne
statystycznie roznice pomig¢dzy badanymi powierzchniami. Porownanie dlugosci korzeni
wskazuje na nieznacznie mniejsze wartosci dtugosci korzeni sadzonek opryskiwanych
preparatem Actifos, jednak wplyw na wynik mial niewatpliwie zabieg podcinania systemow
korzeniowych. Ponadto warto$¢ prawdopodobienstwa testowego (p=0,616) nie wskazuje na

istotne roznice pomigdzy dtugoscia systemow korzeniowych.
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Ryc. 20. Wptyw preparatu Actifos na dlugo$¢ czgsci nadziemnej sadzonek dgbu
szyputkowego w szkotce Nadl. Borki

Poréwnanie dtugosci czgsci nadziemnej oraz korzeni jednorocznych siewek sosny
pospolitej w szkotce lesnej ,,Jelenia Gora” na terenie Nadle$nictwa Gizycko w wariancie
gdzie zastosowano $rodek Actifos wykazato, ze stosowanie tego preparatu powoduje
silniejszy wzrost zardwno czesci nadziemnej (52 mm) w poréwnaniu do kontroli (40 mm) jak

i korzeni (149 mm vs. 122 mm) (p=0,000) (Ryc. 21).
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Ryc. 21. Wplyw preparatu Actifos na dtugos$¢ czgsci nadziemnej (1) i podziemnej (2)
siewek sosny w szkotce Nadl. Gizycko

W tej samej szkoétce na powierzchni, na ktdérej stosowano S$rodek Actifos,
zaobserwowano, ze zarowno czg¢$¢ podziemna jednorocznych siewek $wierka pospolitego
(Srednio 181 mm) jak 1 nadziemna (Srednio 169 mm) okazaty si¢ by¢ zdecydowanie wigksze
na powierzchni zabiegowej niz na powierzchni kontrolnej (odpowiednio: 145 mm 1 142 mm)
(Ryc. 22). W obu przypadkach réznice okazaly si¢ by¢ statystycznie istotne (p=0,000
i p=0,002).
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Ryc. 22. Wplyw preparatu Actifos na dlugos¢ czgsci nadziemnej (1) i podziemnej (2)
siewek swierka pospolitego w szkotce Nadl. Gizycko
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W pierwszym roku stosowania preparatu Actifos (Actifos) dtugos¢ czgsci nadziemnej
sadzonek olszy czarnej, rosnacej na szkotce ,,Kiejsze” w Nadl. Koto, wynosita $rednio 111
mm. Srednia dlugo$¢ czesci nadziemnej sadzonek kontrolnych byta krotsza (105 mm).
Prawdopodobienstwo testowe (p) wyniosto 0,930; co wskazuje na brak statystycznie istotnych
roznic pomiedzy proba kontrola, a proba, na ktorej stosowany byl zabieg. Na powierzchni,
gdzie stosowany byl preparat, dlugosci czg$ci podziemnych byty zdecydowanie wyzsze (366
mm) niz na porownywanej powierzchni kontrolnej (302 mm). Prawdopodobienstwo testowe

wynosi 0,047, co $wiadczy o tym, ze roznice te sg istotne statystycznie (Ryc. 23).
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Ryc. 23. Wplyw preparatu Actifos na dlugos¢ czgsci podziemnej sadzonek olszy
w szkotce Nadl. Kiejsze

W drugim roku stosowania preparatu Actifos na szkolce lesnej ,,Kiejsze” analizie poddano
dwuletnie sadzonki olszy czarnej. Sadzonki pobrano z tej samej powierzchni, co w roku
poprzednim. Poréwnanie $rednich wartosci dtugosci czgsci nadziemnej drzew z powierzchni
nawozonej (1779 mm) byly wigksze od $rednich warto$ci z powierzchni kontrolnej (1631

mm), przy czym warto$¢ prawdopodobienstwa testowego (p) wynosita 0,387, co wskazuje na
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brak istotnych statystycznie roéznic pomigdzy wysokos$ciami sadzonek. Dituzsze korzenie
miaty sadzonki z powierzchni kontrolnej niz z zabiegowej (406 mm vs. 338 mm), jednak nie
wykazano pomig¢dzy wariantami istotnych statystycznie réznic (p=0,256). System korzeniowy

zostal w 2012 roku przycigty.

Skutecznos¢ preparatu Actifos testowano réwniez na dwuletnich sadzonkach debu
szyputkowego w szkotce lesnej w Nadlesnictwie Torun (Ryc. 24). Sadzonki poddano
zabiegowi podcinania systemu korzeniowego w trakcie trwania badan. Poréwnanie $rednich
dlugosci czgsci nadziemnej sadzonek z proby zabiegowej oraz kontrolnej wykazato, ze
wartosci te roznia si¢ migdzy soba (p=0,018). Wigksze rozmiary przyjmowaty drzewka
z powierzchni kontrolnej ($rednio 734 mm) niz z zabiegowej ($rednio 676 mm). Srednie
dlugos$ci korzeni nie roznity si¢ migdzy soba, co potwierdza warto§¢ prawdopodobienstwa

testowego p=0,910.
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Ryc. 24. Wptyw preparatu Actifos na dtugos$¢ czgsci nadziemnej (1) i podziemne;j (2)
sadzonek debu szyputkowego w szkotce Nadl. Torun

Po roku stosowania preparatu Actifos oceniono parametry biometryczne dwuletnich
sadzonek debu szyputkowego z Nadlesnictwa Zednia (Ryc. 25). Zaréwno w przypadku

sredniej dhugosci czgs$ci nadziemnej jak 1 podziemnej analizowanych sadzonek uzyskano
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wartosci wigksze dla sadzonek z powierzchni, na ktorej zastosowano opryski (ped 227 mm,
korzen 276 mm) niz w przypadku sadzonek kontrolnych (ped 175 mm, korzen 229 mm).
Potwierdzeniem takich wynikéw jest warto$¢ prawdopodobienstwa testowego (p) mniejsza od
0,05 (dla cze$ci nadziemnej 0,022; dla korzeni 0,042) co oznacza, ze w obu wypadkach

réznice parametroOw biometrycznych okazaty si¢ by¢ istotne statystycznie.

Diugosc [mm]

Dlugosc [mm]

1. 2.

Ryc. 25. Wptyw preparatu Actifos na dtugos¢ czesci nadziemnej (1) i podziemnej (2)
sadzonek debu szyputkowego w szkotce Nadl. Zednia

Na terenie szkotki lesnej ,,Karwacz” w Nadle$nictwie Przasnysz ocenie poddano
wpltyw preparatow Actifos, Zielony Busz oraz Efektywne Mikroorganizmy. Preparaty
stosowane byly jako oprysk na dwuletnich sadzonkach buka zwyczajnego. Poréwnanie
dhugosci czesci nadziemnej oraz korzeni sadzonek we wszystkich analizowanych wariantach
wykazata, ze §rednie dtugosci czgséci nadziemnej sa do siebie zblizone (Ryc. 26.1), oraz brak
jest istotnosci statystycznej roznic migdzy wariantami (p=0,157). Wartosci $rednich dlugosci
korzeni, podobnie jak dla cze$ci nadziemnej, byly bardzo zblizone (Ryc. 26.2), a warto$¢

prawdopodobienstwa testowego wyniosta 0,989.
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Ryc. 26. Wptyw preparatow Zielony Busz, Actifos oraz EM na dlugos$¢ czesci nadziemnych
(1) oraz podziemnych (2) sadzonek buka zwyczajnego w szkotce Nadl. Przasnysz
W pierwszym roku do$wiadczenia

W drugim roku stosowania preparatow Actifos, Zielony Busz oraz Efektywne
Mikroorganizmy analizie poddano trzyletnie sadzonki buka zwyczajnego, ktére w 2012 roku
miaty podcigty system korzeniowy. Po przeprowadzeniu poréwnan wielokrotnych wykazano,
ze w istotny statystycznie sposob rdznig si¢ sadzonki z powierzchni opryskanych Actifosem
oraz Efektywnymi Mikroorganizmami od kontroli i Zielonego Buszu (p=0,046; ryc. 27.1).
Wartosci te byly wyzsze od proby kontrolnej oraz proby, w ktérej zastosowano preparat
Zielony Busz. Migdzy sadzonkami traktowanymi preparatami Actifos 1 EM nie bylo
statystycznie istotnych roznic. Warto§¢ prawdopodobienstwa testowego dla czeSci
korzeniowej wyniosta p=0,404, co wskazuje na brak istotnych statystycznie rd6znic pomigdzy
dlugosciami pgddéw sadzonek rosnacych na powierzchniach opryskiwanych réznymi

preparatami (Ryc. 27.2).
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Ryc. 27. Wplyw preparatow Zielony Busz, Actifos oraz EM na dtugo$¢ czeséci nadziemnych
(1) oraz podziemnych (2) sadzonek buka zwyczajnego w szkotce Nadl. Przasnysz w drugim
roku do$wiadczenia

Podobny schemat badan zastosowano na szkoélce ,,Zabieniec” w Nadl. Chojnéw, gdzie
ocenie poddano wplyw preparatdéw Actifos, Zielony Busz i EM na parametry biometryczne
sadzonek debu szyputkowego oraz olszy czarnej. Po przeprowadzeniu poroéwnan
wielokrotnych wykazano, Ze najwyzsze przyrosty odnotowaty sadzonki dgbow z powierzchni
opryskanych Actifosem (p=0,019), natomiast sadzonki z powierzchni EM i Zielony Busz nie
r6znily sig istotnie od kontroli (Ryc. 28). W przypadku systemoéw korzeniowych statystycznie
najkrotsze miaty te sadzonki, ktore rosty na poletku nawozonym Efektywnymi
Mikroorganizmami (p=0,003). Dtugosci korzeni w pozostalych wariantach nie réznity sig

istotnie od kontroli.

Sadzonki olszy czarnej, podobnie jak w przypadku dgbu szypulkowego, osiagnegty
najwigkszy przyrost na powierzchni opryskiwanej preparatem Actifos (p=0,019); pozostale
warianty nie réznity si¢ istotnie od kontroli. Jesli chodzi o dlugo$¢ czesci podziemnej,
zaobserwowano zahamowanie wzrostu korzeni u sadzonek nawozonych preparatem
zawierajacym Efektywne Mikroorganizmy (p=0,004) w poréwnaniu do kontroli. Pozostale
preparaty (Actifos i1 Zielony Busz) nie wplyngty istotnie na rozwoj systemow korzeniowych

(Ryc. 29).
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Ryc. 28. Wptyw preparatow Zielony Busz, Actifos oraz EM na dtugos$¢ czgéci nadziemnych
sadzonek dgbu szyputkowego w szkotce Nadl. Chojnoéw
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Ryc. 29. Wplyw preparatow Zielony Busz, Actifos oraz EM na dtugos¢ czesci podziemnych
sadzonek olszy w szkotce Nadl. Chojnow
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Zarowno w przypadku sadzonek olszy czarnej jak 1 debu szyputkowego nie
zanotowano istotnego wptywu badanych preparatow na szeroko$¢ szyi korzeniowej jak

I suchej masy pedu.

Na szkotce w Nadles$nictwie Nowy Targ po roku doswiadczenia oceniono wpltyw
stosowania preparatu Actifos na przyrost czg$ci nadziemnej 1 podziemnej dwuletnich
sadzonek olszy czarnej. Znacznie wicgksze $rednie wartoSci dlugosci czesci nadziemnej
stwierdzono u drzewek opryskanych (96 mm) w poréwnaniu z proba kontrolng (86 mm).
Warto$¢ prawdopodobienstwa testowego wyniosta p=0,013, co stanowi o istotnosci

statystycznej wyniku.

EFEKTYWNE MIKROORGANIZMY (EM)

W 2012 roku oceniono skuteczno$¢ preparatu EM na podstawie pomiardw czesci
nadziemnej 1 podziemnej jednorocznych sadzonek sosny rosnacych na szkoétce znajdujace;j sig

na terenie Nadle$nictwa Augustow.
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Ryc. 30. Wpltyw preparatu EM na dtugosc¢ czesci nadziemnych (1) i podziemnych (2)
sadzonek sosny w szkotce Nadl. Augustow

83



Na podstawie uzyskanych wynikow, zdecydowanie wigksze $srednie wartosci dtugosci
pedow przyjmuja rosliny z powierzchni opryskanej (116 mm) niz rosliny kontrolne (101 mm).
Warto$¢ prawdopodobienstwa testowego wyniosta 0,012, co oznacza, ze réznice pomigdzy
badanymi wariantami sq istotne statystycznie (Ryc. 30.1). Warto$ci $rednich dtugos$ci korzeni
byly bardzo zblizone (badane: 168 mm, kontrolne: 166 mm), a warto$¢ prawdopodobienstwa

testowego wyniosta 0,345; co wskazuje na brak istotnych statystycznie roznic (Ryc. 30.2).

GREVITAX

W szkolce lesnej Nadlesnictwa Torun testowano preparat Grevitax, nawozac nim
jednoroczne sadzonki sosny zwyczajnej. Pomiar parametrow biometrycznych wykazat
stabszy wzrost sadzonek na powierzchni zabiegowej (ped: 115 mm) w poréwnaniu do
powierzchni kontrolnej (126 mm). Wartos¢ prawdopodobienstwa testowego réwna 0,018
wskazuje na to, Ze roznice te sg istotne statystycznie (Ryc. 31). Nie zaobserwowano natomiast

roznic w dhugosci korzeni sadzonek poddanych zabiegowi oraz kontrolnych (p=0,910).
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Ryc. 31. Wptyw preparatu Grevitax na dlugos¢ czgsci nadziemnych (1) i podziemnych (2)
sadzonek sosny w szkotce Nadl. Torun
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EM i PHOS 60

Testy skuteczno$ci preparatow zawierajacych Efektywne Mikroorganizmy oraz Phos 60
przeprowadzono na terenie szkotki lesnej w Nadl. Hajnéwka nawozac sadzonki $wierka
pospolitego 1 debu szyputkowego. Ocenie poddano takie parametry biometryczne jak: dlugos§¢
pedu, dlugosé czgsci podziemnej 1 grubo¢ szyi korzeniowej oraz catkowita dtugos$¢ korzeni
(TRL, ang. Total Root Length), dlugosci korzeni drobnych (FRL, ang. Fine Root Length),
dhlugos¢ korzeni matecznych (MRL, ang. Mother Root Length), powierzchnia drobnych

korzeni sadzonek swierkowych (FRSA, ang. Fine Root Surface Area).

W przypadku siewek $wierkowych nie odnotowano wptywu stosowania nawozow na
wzrost czesci nadziemnej. Analiza przyrostu dhlugosci czgéci nadziemnych siewek
swierkowych po okresie wegetacji nie wykazata istotnych statystycznie roznic pomig¢dzy
poszczegolnymi wariantami do$wiadczenia (p=0,0545). Jednak, dlugosci pedow gtownych
osiagnelty najwyzsze wartoS§ci w wariancie kontrolnym (najwyzsza warto$¢ mediany),
natomiast najnizsze w wariancie, w ktorym zastosowano Efektywne Mikroorganizmy
(Ryc. 32). Zastosowanie nawozow Phos 60 i Efektywnych Mikroorganizmow nie wptyneto
istotnie na grubosci szyjek korzeniowych siewek swierkowych (p=0,7956). Warto$ci mediany

przyjmowaty warto$ci zblizone jednak najwyzsze wykazywaly sadzonki kontrolne.
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Ryc. 32. Wptyw preparatu EM i Phos60 na dtugo$¢ czeséci nadziemnych siewek Swierka
pospolitego w szkotce Nadl. Hajnéwka
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Wartosci suchej biomasy korzeni nie wykazaty istotnych statystycznie réznic pomigdzy

Phos 60 i
Mikroorganizmami (p=0,4556). Wartosci median zblizaly si¢ do siebie, jednak dla wariantu

wariantem kontrolnym oraz potraktowanymi preparatami Efektywnymi
kontrolnego przyjmowaty nieznacznie wyzsze wartosci. Po przeanalizowaniu suchej biomasy
czesci nadziemnych siewek $wierkowych nie stwierdzono istotnych statystycznie roznic
pomigdzy wariantem kontrolnym i zabiegowymi (p=0,5144). Podobnie jak w wypadku
korzeni, suche biomasy siewek potraktowanych preparatami posiadaly mediany nizsze od

wariantu kontrolnego. Stwierdzono istotne statystycznie roznice pomig¢dzy wariantem

kontrolnym i zastosowaniem preparatu EM.

Tabela. 13. Srednie warto$ci parametréw biometrycznych korzeni sadzonek $wierka w
szkoélce w Nadl. Hajnowka

EM Phos 60 Kontrola
Srednia SD Srednia SD Srednia SD
TLR 337,99 13345 | 425,60 149,38 447,12 153,75
FRL 289,35 122,68 | 359,25 133,28 377,75 136,53
MRL 38,79 11,98 54,22 19,41 56,38 19,17
FRSA 71,15 25,77 88,09 30,02 90,08 27,88
FRL/MRL 7,42 1,97 6,82 2,19 6,75 1,39

SD — odchylenie standardowe

Analiza statystyczna catkowitej dlugosci korzeni siewek $wierka pospolitego wykazata
réznice pomigdzy poszczegdlnymi wariantami doswiadczenia (Tab. 13). Najkrotsze korzenie
(TRL) stwierdzono w wariancie opryskiwanym preparatem EM (p=0,044), natomiast
korzenie sadzonek opryskanych preparatem Phos 60 nie roznily sig istotnie statystycznie od

sadzonek kontrolnych, cho¢ byly od nich krotsze (Ryc. 33).

Zréznicowanie dlugosci sadzonek bylo duze, o czym $wiadczy wartos¢ odchylenia
standardowego i $redni btad standardowy. Pod wzgledem dtugosci drobnych korzeni (FRL)
nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic pomigdzy siewkami kontrolnymi, a poddanymi
zabiegowi opryskow badanymi preparatami. Wyliczony parametr FRL/MRL, moéwiacy
0 stosunku dlugosci drobnych korzeni (< 2mm) do dtugosci korzeni matecznych, nie r6znit
si¢ statystycznie pomigdzy badanymi wariantami, jednak $rednio dtuzsze drobne korzenie
uzyskano w przypadku zastosowania preparatu EM w poroéwnaniu do sadzonek kontrolnych

lub opryskanych preparatem Phos 60.
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Ryc. 33. Wplyw preparatow EM i Phos60 na catkowita dlugo$¢ korzeni (TRL) siewek
$wierka pospolitego w szkotce lesnej Nadl. Hajnowka

Waznym analizowanym elementem systemow korzeniowych jest powierzchnia drobnych
korzeni (FRSA), od ktorej zalezy efektywnos¢ pobierania wody z solami mineralnymi. Po
kilku miesigcach trwania doswiadczenia nie stwierdzono istotnych statystycznie rdznic
pomigdzy jego wariantami. Srednia powierzchnia drobnych korzeni u sadzonek kontrolnych

nie réznita si¢ zasadniczo od tych opryskanych preparatami EM 1 Phos.

Analizy parametréw biometrycznych siewek dgbowych nie wykazata istotnych réznic
w dlugosci pedow pomigdzy wariantami nawozenia (p=0,1206). Warto$ci median zblizaty sig
do siebie, jednak dla wariantu EM przyjmowaty nieznacznie nizsze wartosci. Pomiary
szerokosci szyi korzeniowej sadzonek dgbowych nie wykazaly istotnych statystycznie réznic
pomigdzy wariantami kontrolnym oraz tymi gdzie zastosowani preparaty Phos i EM
(p=0,7414). Wartosci mediany byly do siebie bardzo zblizone natomiast szyjki korzeniowe
siewek, gdzie zastosowano oprysk preparatami byty nieznacznie wyzsze od wartosci drzewek
kontrolnych. Pomierzone warto$ci suchej biomasy czgsci nadziemnej sadzonek debowych

ponownie nie wykazywaly istotnych statystycznie rdznic pomigdzy wariantami (p=0,5943).
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Mediany dla wszystkich wariantow sa na bardzo zblizonym poziomie jednak nieznacznie

wyzsze wartosci przyjmowata masa sadzonek gdzie dodane byty preparaty.
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Ryc. 34. Wptyw preparatow EM i Phos60 na suchg biomasg korzeni siewek dgbu
szyputkowego w szkotce Nadl. Hajnowka

Poréwnanie suchej biomasy korzeni wykazato, Zze pomigdzy wariantami, gdzie
zastosowano preparaty byly istotne statystycznie roznice (p=0,0331). Najwyzsze mediany
przyjmowaly masy korzeni sadzonek, ktore zostaly wzbogacone przez zastosowanie
Efektywnych Mikroorganizméw (Ryc. 34). Wartosci te jednak nie byly na tyle duze aby

istotnie ro6znity si¢ od wariantu kontrolnego (mimo, ze mediany byty wyzsze od kontroli).

Wyniki analiz parametréw biometrycznych korzeni sadzonek dgbu przedstawialy sig¢
odmiennie (Tab. 14). Pod wzgledem catkowitej dlugosci korzeni (TRL) nie stwierdzono

zadnych istotnych statystycznie réznic pomigdzy poszczegdlnymi wariantami dos§wiadczeni.
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Tabela 14. Srednie wartosci wybranych parametréw biometrycznych korzeni sadzonek
debu w szkotce Nadl. Hajnowka

EM Phos 60 Kontrola
Srednia SD Srednia SD Srednia SD
TLR 255,14 95,80 184,81 87,35 256,38 139,28
FRL 217,25 91,55 150,94 77,33 222,62 133,44
MRL 17,25 6,68 16,31 10,23 15,37 8,46
FRSA 46,11 19,38 33,57 17,66 44,93 24,54
FRL/MRL 12,99 3,91 10,88 6,13 15,51 8,11

SD — odchylenie standardowe

Srednia catkowita dlugo$é korzeni dgbow opryskanych preparatem Phos 60 byta mniejsza niz
srednie policzone dla sadzonek kontrolnych i opryskanych preparatem EM. W przypadku
analizy korzeni drobnych (FRL), roznice istotne statystycznie stwierdzono tylko pomigdzy
sadzonkami traktowanymi preparatami EM i Phos (p=0,045) jednak nie ro6znily si¢ one od
kontroli. Preparat Phos 60 hamowat rozwoj korzeni drobnych w poréwnaniu do roslin
opryskanych preparatem EM, jednak roznice te nie roznily si¢ istotnie od roslin kontrolnych.
Sytuacja ta wynikta z duzych warto$ci odchylenia standardowego (1 w konsekwencji
wysokiego btedu standardowego) w przypadku kontroli (Ryc. 35). Podobnie wyniki uzyskano
poréwnujac stosunek dlugosci drobnych korzeni do korzeni matecznych. Istotne statystycznie
réznice wystapily pomigdzy siewkami kontrolnymi i opryskanymi preparatem Phos 60
(p=0,042). Siewki traktowane posiadaty mniej drobnych korzeni niz siewki kontrolne, 0 czym
swiadczy stosunek dtugosci drobnych korzeni do dlugosci korzeni matecznych. Biorac pod
uwage parametry FRL 1 FRL/MRL, stwierdzono, ze siewki dgbu potraktowane preparatem
Phos 60 posiadaty mniej korzeni drobnych, i byly one krotsze niz u siewek kontrolnych.
Analizujac parametr FRSA stwierdzono, Ze powierzchnia korzeni drobnych u siewek
potraktowanych preparatem Phos 60 byta wprawdzie najmniejsza, jednak roznice te nie byly

statystycznie istotne w porownaniu do innych wariantéw doswiadczenia.
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Ryc. 35. Wptyw preparatow EM i Phos60 na dtugo$¢ korzeni drobnych (FRL) siewek dgbu
szyputkowego w szkotce lesnej Nadl. Hajnowka

NAWOZY AZOTOWE i NAWOZY WIELOSKLADNIKOWE

Stosowanie nawozenia doglebowego azotem w postaci saletry amonowej i oprysku
mocznikiem lub preparatem Florovit istotnie wptynglo na zmniejszenie przyrostu czesci
nadziemnej sadzonek debu szyputkowego w stosunku do roslin kontrolnych i pozostatych
wariantow (p<0,05) (Ryc. 36). Najwigksze przyrosty za$ (do 1022 mm) osiagaly ro$liny
traktowane mieszanka mocznika 1 preparatu Florovit, jednak nie byly to rdéznice istotne
statystycznie. Ponadto, stosowanie nawozenia azotowego w wariancie saletra amonowa +
mocznik znaczaco obnizyto sucha mas¢ pedéw w odniesieniu do wariantu kontrolnego
(p=0,005). Zaden z wariantéw do$wiadczenia nie wplynat istotnie na dtugosé i sucha mase
czgsci podziemnej oraz szeroko$¢ szyi korzeniowej (p>0,05), przy czym najdtuzsze korzenie

miaty rosliny opryskiwane preparatem Bioekor i nawozone doglebowo saletra amonowa.
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Ryc. 36. Wplyw nawozenia na dlugo$¢ czgsci nadziemnej sadzonek dgbu szyputkowego
w szkolce lesnej Nadl. Jawor. Warianty: (1) kontrola; (2) mocznik + Bioekor; (3) mocznik
+ Florovit; (4) saletra amonowa + Bioekor; (5) saletra amonowa + Florovit; (6) saletra
amonowa + mocznik

Dyskusja
Po przeprowadzeniu wszystkich analiz stwierdzono, Zze w ponad polowie wypadkow

stosowanie preparatow stymulujacych wzrost wptyneto pozytywnie na zwigkszenie

wymiarow czgsci nadziemnej lub podziemnej sadzonek, ktore zostaty nimi opryskane.

Niemal we wszystkich wariantach zaistnialy jakie§ rdznice istotne statystycznie,
wyjatkiem okazaty si¢ wszystkie trzy preparaty stosowane w 2011 roku na terenie
Nadles$nictwa Przasnysz (tzn. Actifos, Zielony Busz oraz Efektywne Mikroorganizmy).
Jednak w rok podzniej Efektywne Mikroorganizmy jak 1 Actifos wykazaly juz istotne
statystycznie roznice 1 w poréwnaniu z poprzednimi wariantami sadzonki przyjmowaty
wigksze warto$ci. Jednak Zielony Busz réwniez w 2012 roku nie wykazal istotnych

statystycznie roznic. Zadnych roznic nie wykazano réwniez przy zastosowaniu preparatu
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Actifos na jednoroczne sadzonki debu szyputkowego w Nadlesnictwie Borki oraz dwuletnich

sadzonkach olszy czarnej w Nadle$nictwie Koto.

Najczeséciej stosowanym preparatem byl Actifos, ktory w ponad 60% przypadkoéw
zastosowania wykazal istotne statystycznie réznice. W wigkszos$ci z wariantow sadzonki
opryskane tym preparatem okazywaty si¢ by¢ wigksze od proby kontrolnej (dwuletnie
sadzonki debu szyputkowego a Nadle$nictwie Torun okazaly si¢ by¢ mniejsze od proby

kontrolnej).

Interesujace spostrzezenia daty zabiegi, w ktorych zastosowano preparat Grevitax.
W wariancie tym $rednie wysokos$ci drzewek z proby kontrolnej okazaly si¢ by¢ wigksze niz
z powierzchni opryskanej preparatem. Podobne spostrzezenia daty tez warianty: Ol 2/0
z Nadle$nictwa Augustow opryskanej fosforynem potasu (korzenie na powierzchni
opryskanej byty krotsze), Ol 2/0 z tej samej powierzchni opryskanej §rodkiem Zielony Busz
(krétsze cze$ci nadziemne w probie z preparatem) oraz wariant dwuletnich sadzonek debu
szypulkowego w Nadles$nictwie Torun, gdzie preparat Actifos wptynat negatywnie na wzrost

sadzonek.

Istotne statystycznie roznice pomigdzy korzeniami wykazano w sze$ciu przypadkach:
kiedy analizowano dwuletnie sadzonki olszy czarnej z Nadle$nictwa Augustow w wariancie
Zielony Busz; kiedy analizowano jednoroczne sadzonki olszy czarnej z Nadlesnictwa Koto
W wariancie opryskanym Actifosem, kiedy porownywano jednoroczne sadzonki §wierkow
i sosen z Nadlesnictwa Gizycko, gdzie stosowano preparat Actifos i dla swierkow, gdzie
zastosowano preparat Zielony Busz oraz kiedy pordwnywano dwuletnie sadzonki dgbu
szyputkowego w Nadle$nictwie Zednia. W pierwszym z wariantdw korzenie okazaly sie
krotsze niz u drzew z proby kontrolnej, natomiast w wariancie drugim i trzecim Actifos

wptynat pozytywnie na zwigkszenie przyrostu korzeni.

Warto tez podkresli¢, ze w wariantach Bk 3/0 (Nadle$nictwo Przasnysz), Db 2/0
(Nadlesnictwo Torun), Db 2/0 (Nadlesnictwo Borki) Ol 2/0 (Nadle$nictwo Augustow) oraz
Ol 2/0 (Nadlesnictwo Koto) zastosowano mechaniczne podcinanie systeméw korzeniowych,
co uniemozliwilo przesledzenie rozwoju podziemnej czesci sadzonek oraz ewentualnej
skutecznosci preparatu na ich rozwdj. Podcinanie pozostawito tez duze rany w systemie
korzeniowym (w wypadku olszy z Nadle$nictwa Koto, niektére z tych ran mialy $rednicg 3

cm), ktore stanowia otwarta drogg infekcji dla grzybow i bakterii. Ma to szczegodlnie duze
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znaczenie na szkotkach, gdzie wystepuje Phytophthora, poniewaz moze to doprowadzi¢ do

dalszego rozprzestrzeniania si¢ tego patogenu na uprawy, gdzie beda wysadzane sadzonki.

Dwuletnie siewki $wierkowe rosnace w szkotce Budy okazaty si¢ by¢ bardzo
zroéznicowane pod wzgledem wzrostu, wynika to prawdopodobnie z wykorzystania do siewu
nasion bez ich wstgpnej selekcji pod wzgledem wielkosci. Okazato sig, ze siewki §wierkowe
opryskane preparatem EM miaty catkowita dlugo$¢ korzeni srednio mniejsza od dtugosci
korzeni siewek kontrolnych lub opryskanych preparatem Phos60. U siewek $wierkowych w
przypadku zastosowania preparatu EM stwierdzono S$rednio wigkszy stosunek dlugosci
drobnych korzeni do korzeni matecznych, niz u siewek kontrolnych lub opryskanych
preparatem Phos. Nalezy uzna¢ to zjawisko za korzystne, chociaz statystycznie réznice nie
byly jeszcze istotne. Podsumowujac siewki $wierkowe potraktowane preparatem EM
posiadaly najkrotsze catkowite systemy korzeniowe (roznice istotne statystycznie), a ich
drobne korzenie byly takze krotsze i o mniejszej powierzchni niz siewki kontrolne.
Dodatkowo, stwierdzono, ze korzenie mateczne takze byly krétsze od kontrolnych, o czy
swiadczy stosunek FRL/MRL. Nalezy jednak pamigtaé, ze réznice te w trzech ostatnich

przypadkach nie byty istotne statystycznie.

WhioskKi

1. W ponad 60% doswiadczen preparat Actifos wptynat pozytywnie na zwigkszenie

przyrostu czgséci nadziemnej siewek degbu, buka oraz olszy, a takze dla korzeni olszy i dgbu.

2. Zastosowanie preparatu Grevitax wplyngto negatywnie na wzrost siewek sosny

zwyczajnej.

3. Zastosowanie preparatu Zielony Busz wplynglo negatywnie na dlugos$¢ korzeni

olszy czarnej w Nadle$nictwie Augustow.

4. Preparat na bazie Efektywnych Mikroorganizméow (EM) wptynal negatywnie na

dhugos¢ korzeni siewek $wierka pospolitego.

5. Nie stwierdzono istotnego wplywu preparatu Phos 60 na dtugos¢, powierzchnig i

ilo§¢ drobnych korzeni u siewek Swierka pospolitego. W przypadku siewek debowych,
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preparat Phos 60 zmniejszyt ilo§¢ drobnych korzeni, nie wptynat jednak istotnie na ich

powierzchnig.

6. U sadzonek debu szyputkowego (Nadlesnictwo Torun oraz Borki), buka
pospolitego (Nadlesnictwo Przasnysz), olszy czarnej (Nadlesnictwa Augustow oraz Koto)
w roku wykonania analiz podcigto system korzeniowy. Moglo mie¢ to wplyw na

zaobserwowane roznice w dlugosci systemoéw korzeniowych analizowanych sadzonek.

7. Stosowanie mechanicznego podcinania systemOw korzeniowych jest przyczyna

powstawania ran oraz stanowi otwarta drogg infekcji przez patogeniczne organizmy.
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3.3.2. Analiza struktury mykoryz
Czes$¢ I — analiza réznorodnosci mykoryz. Stan poczatkowy (2011r.)
Metodyka

Analiz¢ struktury mykoryz prowadzono na jednorocznych siewkach debu (Quercus
robur) rosnacych na terenic szkotki leSnej ,,Ziclonka” w Nadl. Borki oraz buka (Fagus
sylvatica) rosnacych na terenie szkoltki lesnej ,,Karwacz” w Nadl. Przasnysz. W ramach
doswiadczen, zarowno siewki dgbu jak i buka opryskiwane byty preparatem Agrophos
(obecnie Actifos), w stezeniu zalecanym przez producenta. Do analiz pobrano po 15 siewek
dla kazdego z wariantow do$wiadczenia: zabieg i kontrola. Po przewiezieniu do laboratorium
korzenie myto pod biezaca woda i przechowywano w 70% alkoholu etylowym do momentu
wykonania analiz. Analiz¢ mykoryz przeprowadzano w oparciu o cechy morfologiczne, na
podstawie ksztattu, koloru 1 grubosci mufki grzybniowej, sznuréw grzybniowych oraz grzybni
ekstramatrykalnej (Tab. 15), (www.deemy.de). Obliczono stopien mykoryzacji, jako udziat

mykoryz w liczbie wszystkich korzeni drobnych.

Wyniki

U siewek buka, niezaleznie od wariantu do§wiadczenia, stwierdzono umykoryzowanie
korzeni w przedziale od 75-100%. Wyrézniono 12 typéw morfotypow mykoryzowych
u siewek z wariantu kontrola i 11 dla siewek z wariantu zabiegowego (Tab. 15). Odnotowano
6 wspolnych morfotypéw u siewek. U sadzonek dgbu wyzsza rdéznorodnos¢ grzyboéw
mykoryzowych stwierdzono w wariancie zabiegowym, 11 morfotypéw mykoryz (Tab. 16),
natomiast w wariancie kontrolnym analizowane sadzonki byly kolonizowane przez 6 grzybow

mykoryzowych.
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Tabela 15. Lista grzybow mykoryzowych, kolonizujacych korzenie siewek buka w szkotce
Nadl. Przasnysz

Rodzaj/gatunek grzyba mykoryzowego Kontrola Zabieg

Alnicola sp. + -
Cenococcum geophilum
Cortinarius sp.
Hebeloma sacchariolens
Laccaria tortilis
Lactarius sp.
Phialophora sp.
Scleroderma areolatum
Tomentella sp.

Tuber sp.1

Tuber sp.2

Geopora cervina
Unknown fungus -
Unknown Ascomycota -
Genea sp. -
Scleroderma citrinum +
Hebeloma cavipes -

+
+ + 0+ +

+ + + + 4+ + + + 4+
+ +

+ + 4+ + +

Tabela 16. Lista grzybow mykoryzowych kolonizujacych korzenie siewek debu w szkolce
Nadl. Borki

Rodzaj/gatunek grzyba mykoryzowego Kontrola Zabieg

Paxillus involutus + +
Hebeloma sacchariolens
Tomentella sp.
Cenococcum geophilum
Laccaria laccata -
Scleroderma verrucosum
Peziza sp.

Inocybe curvipes
Inocybe sp. -
Peziza sp. -
Unknown fungus -

+ + + + +
+ + + + + +

+ 4+ +

Jednocze$nie z analiza struktury mykoryz u badanych sadzonek zmierzono parametry
biometryczne, takie jak dtugos¢ czgéci nadziemnej oraz korzeni. Wykonanie zabiegu oprysku
preparatem Agrophos w szkotce “Zielonki” nie wplynglo istotnie na parametry biometryczne
sadzonek (Ryc. 37 i 38), zarowno w czesci podziemnej (p=0,059) jak i nadziemnej (p=0,305).
Jednak $rednia wysoko$¢ sadzonek poddanych zabiegowi byta nieznacznie wyzsza. Sadzonki
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debowe opryskane w lipcu 2011r. preparatem fosforynowym Agrophos charakteryzowaty si¢
prawidtowym rozwojem systeméw korzeniowych. Zauwazono ze szyje korzeniowe ro$lin
potraktowane fosforynami byty szersze, ale sucha masa peddéw nie rdéznita si¢ znaczaco od

wariantu kontrolnego.
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Ryc. 37. Dlugo$¢ czesci nadziemnej i podziemnej sadzonek debu szyputkowego w szkolce
Nadl. Borki potraktowanych preparatem Agrophos oraz kontrolnych
Parametry biometryczne sadzonek debu szyputkowego poddanego opryskom w szkotce
“Karwacz” nie rdznity sig istotnie od parametréw sadzonek kontrolnych (pgd p=0,081; korzen
p=0,599). Mimo braku réznic w przypadku sadzonek bukowych stwierdzono prawidlowy

rozwoj pedow i korzeni.
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Ryc. 38. Dlugo$¢ czgsci nadziemnej i podziemnej sadzonek buka zwyczajnego w szkolce
Nadl. Przasnysz potraktowanych preparatem Agrophos oraz kontrolnych
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Cze$¢ 11 — analiza réznorodnosci mykoryz po zastosowaniu nawozenia (Stan na 2013r.)

Metodyka

Analizie poddano 3-letnie sadzonki buka zwyczajnego oraz debu szyputkowego, ktore
pochodzity ze szkoétki lesnej podokapowej Zabieniec w Nadlesnictwie Chojnéow. Do badan
pobrano losowo z kazdego wariantu po 25 sadzonek bukowych z wariantow zabiegowych
oraz kontrolnych oraz po 15 sadzonek debowych z wariantow zabiegowych oraz kontrolnych.
Pozyskane z sadzonek probki korzeni oczyszczono z drobin gleby oraz fragmentow
organicznych na sitach pod biezaca woda. Do momentu rozpoczecia analizy probki korzeni
umieszczono w kolbach Erlenmeyera z woda destylowana i przechowywano w chlodziarce

W temperaturze +4°C.

W celu przeprowadzenia analizy, korzenie po wyjeciu z kolb ponownie przeptukiwano na
sitach pod biezaca woda a nastgpniec wykladano na szalki Petriego wypelione woda
destylowana. Do bezposredniej oceny mykoryz pobierano losowo od 5 do 10 fragmentow
korzeni o dlugosci od 2 do Scm. Ocenie poddawano po 200 korzeni drobnych z kazdej proby
korzeniowej. Zliczano wszystkie wierzcholki mykoryzowe (zywe i zamierajace) oraz
korzenie autotroficzne. Korzenie z mykoryzami zywymi podlegaty dodatkowo ocenie pod
katem morfotypéw mykoryz na nich wystgpujacych. Okreslano takze liczbg wierzchotkow

mykoryzowych nalezacych do danego morfotypu.

Fragmenty korzeni lustrowano pod mikroskopem stereoskopowym (Zeiss Stemi 2000-C
oraz Delta Optical IPOS-808) przy powigkszeniu 10-80x potaczonym z kamera cyfrowa.
Korzenie bedace w symbiozach mykoryzowych rozpoznawano po braku wtosnikow,
pogrubieniu, zabarwieniu, obecnosci mufki grzybniowej, ryzomorf oraz strzgpek.
Poszczegbdlne morfotypy mykoryz wyrdzniano w oparciu o cechy fenotypowe np. wyglad
mufki, jej barwa, typ rozwidlen, wyglad grzybni esktramatrykalnej oraz obecnos¢ cystidiow,
sklerot 1 ryzomorf. Wstepna identyfikacje dokonano w oparciu o dostgpna literaturg (Agerer
1987-1998; Ingelby 1 in. 1990). Najbardziej reprezentatywne dla kazdego morfotypu
wierzchotki mykoryzowe fotografowano oraz pobierano do dalszych analiz molekularnych
(po 3 wierzchotki mykoryzowe dla kazdego morfotypu). Wyrdznione morfotypy nie byty

W wigkszosci wypadkow tozsame z konkretnymi gatunkami grzybéw mykoryzowych,

98



spowodowane to bylo faktem, iz niewiele gatunkow wyksztalca mykoryzy o cechach
morfologicznych na tyle charakterystycznych i odrgbnych, ze odpowiadaja jednemu
morfotypowi (Leski i in 2008). W celu jednoznacznej identyfikacji mykoryzowych partnerow
grzybowych wykonano analizy molekularne. Klasyfikacja morfotypoéw postuzyta do dalszych

analiz jakos$ciowych i ilosciowych populacji mykoryz.

Zebrany material empiryczny poddano analizie statystycznej (STATAISTICA 10).
Wykonano statystyke opisowa zebranych danych, a nast¢pnie analizg wariancji przy poziomie
istotnosci o = 0,05. Z powodu braku normalnosci rozktadu reszt w poszczegdlnych grupach
zastosowano jednoczynnikowa analiz¢ wariancji dla rang Kruskala-Walisa. W celu
wyroznienia grup jednorodnych przeprowadzono testy wielokrotnych porownan srednich rang
dla wszystkich préb. W celu obliczenia sily zalezno$ci pomigdzy parametrami
biometrycznymi a stopniem zmykoryzowania zastosowano wspotczynnik korelacji rang

Spearmana.

Analiza molekularna mykoryz zaktadata poréwnanie sekwencji fragmentu genu matej
podjednostki  rybosomowej wybranych morfotypow =z baza sekwencji GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov). Prace laboratoryjne obejmowaty amplifikacj¢ wybranych regionow
zmiennych (ang. ITS) rDNA za pomoca starterow ITSIF/ITS4 (White i in. 1990; Gardes
i Bruns, 1993), a nastgpnie sekwencjonowanie otrzymanego w reakcji PCR produktu.
Genomowe DNA wydzielono z wierzchotkéw mykoryzowych za pomoca zestawu
odczynnikow DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, CA, USA). Reakcj¢ tancuchowa polimerazy
(PCR) przeprowadzono w objetosci 25ul w mieszaninie o sktadzie: 1 x PCR Buffer; 1 x Q
Buffer; 0,2 mM dNTP; 1 mM MgCl,; 0,1 ul Taq polimeraza (Qiagen); 0,5 uM startera
wiodacego; 0,5 uM startera wstecznego 1 1 ul DNA. Reakcjg amplifikacji przeprowadzono w
termocyklerze PTC-200™ Programmable Thermal Controller (MJ Research, Inc.) wedlug
nastgpujacego protokotu: wstepna denaturacja S min w 95°C a nastgpnie 40 cykli amplifikacji
(denaturacja - 25 s w 95°C; przylaczanie starterow 25 s w 55°C; wydtuzanie produktu 50 s
w 72°C) oraz koncowe wydluzanie produktu 10 min w 72°C. Oceng jakosciowa produktu
PCR okreslono elektroforetycznie w 1 % zelu agarozowym wybarwionym barwnikiem
GelRed®. Elektroforegram wizualizowano w $wietle lampy UV. Do dalszych analiz
sekwencjonowania wybrano te probki, dla ktoérych uzyskano pojedynczy i wyrazny produkt
PCR (Ryc. 39). Identyfikacj¢ gatunkowa mykoryz wykonano na podstawie uzyskanych

sekwencji DNA.
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Ryc. 39. Przyktadowy elektroforegram uzyskanych produktow PCR, §wiadczacy o obecnosci
DNA grzybow mykoryzowych.

Wyniki

Buk zwyczajny

W pierwszym etapie analizy wyr6zniono 3 grupy korzeni: martwe, zmykoryzowane
i autotroficzne. Ostatnia grupa korzeni nie zostala jednak stwierdzona. Stosunek ilosciowy
wierzchotkow zmykoryzowanych i martwych zostal przedstawiony na rycinie 40. Stopien

zmykoryzowania roznil si¢ statystycznie w sadzonkach potraktowanych preparatem EM

(najnizszy).
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20 - m Mikoryzy martwe
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Ryc. 40. Udziat % korzeni zmykoryzowanych i martwych u sadzonek buka zwyczajnego
W poszczegdlnych wariantach. Wartosci w kolumnach oznaczone r6znymi literami sg istotne
statystycznie na poziomie istotnosci p < 0.05.

Warianty: (BF) Busz Forte; (Act) Actifos; (EM) Efektywne Mikroorganizmy
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Wynik analizy mikroskopowej pozwolit wyodrebni¢ 12 morfotypéw. Kazdy z nich

udokumentowany zostat odpowiednia fotografia (Ryc. 41-55).

Ryc. 41. Morfotyp A Pezizaceae Ryc. 42. Morfotyp B Tuber sp.

Ryc. 43. Morfotyp C Tuber sp. | Ryc. 44. Morfotyp D Hebeloma sacchariolens

Ryc. 45. Morfotyp E H. sacchariolens Ryc. 46. Morfotyp F H. sacchariolens
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Ryc. 49. Morfotyp | H. sacchariolens

Ryc. 50. Morfotyp J Clavulina sp.

Ryc. 51. Morfotyp K Pezizaceae

Ryc. 52. Morfotyp L Peziza sp.
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Ryc. 53. Morfotyp M Pezizaceae Ryc. 54. Morfotyp N Scleroderma aerolatum

Ryc. 55. Morfotyp O Peziza sp.

W oparciu o wyniki sekwencjonowania DNA wyrdznione morfotypy zaliczono do 8
taksonow grzybow mykoryzowych: Pezizaceae (A, K, M), Hebeloma sacchariolens (D, E, F,
1), Tuber sp. 1 (B, C), Tuber sp. 2 (H), Cenococum geophilum (G), Clavulina sp. (J),
Scleroderma areolatum (N) i Peziza sp. (L, O) (Ryc. 56).
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Ryc. 56. Udziat [%] gtownych taksonéw grzyboéw mykoryzowych w poszczeg6lnych
wariantach doswiadczenia. Warto$ci w kolumnach oznaczone réznymi literami sg istotne
statystycznie na poziomie istotnosci p < 0.05. Warianty: (BF) Busz Forte; (Act) Actiphos;

(EM) Efektywne Mikroorganizmy

Najwigkszym  zroznicowaniem morfotypéw  charakteryzowaly si¢ korzenie
pochodzace z wariantu nawozonego preparatem Actifos, u ktorych stwierdzono 8 rdznych
grzybow mykoryzowych. Dominowaly tam grzyby z rodzaju Pezizaceae (85%), ktore
cechowaly sig gtadka mufka o sredniej grubosci, koloru bezowego do jasnopomaranczowego.
Najmniejsza réznorodnoscia morfotypow charakteryzowaty si¢ proby korzeniowe z wariantu
nawozonego preparatem EM (5 gatunkéw), w ktéorych w szczegdlnosci dominowat grzyb
Hebeloma sacchariolens (89%). Podobnie tez, w wariancie opryskanym preparatem Busz

Forte, jak i w kontroli najwickszy udziat stanowity grzyby z rodzaju Pezizaceae.

Podstawowe statystyki opisowe zostaty przedstawione na rycinach 57 i 58.
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Ryc. 57. Udziat % martwych wierzchotkow mykoryzowych w poszczegdlnych wariantach
doswiadczenia: (BF) Busz Forte; (Act) Actiphos; (EM) Efektywne Mikroorganizmy
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Ryc. 58. Udziat korzeni zmykoryzowanych w poszczegélnych wariantach do§wiadczenia.
Warianty: (BF) Busz Forte; (Act) Actiphos; (EM) Efektywne Mikroorganizmy
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Wspotczynnik korelacji rang Spearmana wykazat site zwiazku pomiedzy szerokoscia
w szyjce korzeniowej, wysokoscia pedu oraz dhugoscia korzenia, a procentem martwych
wierzchotkbw mykoryzowych 1 stopniem zmykoryzowania dla wariantu sadzonek
traktowanych preparatem Busz Forte. W pozostalych wariantach nie wykryto sity zwiazku

pomig¢dzy parametrami biometrycznymi, a stopniem zmykoryzowania sadzonek (Tab. 17).

Tabela 17. Korelacja porzadku rang Spearmana dla sadzonek traktowanych preparatem Busz
Forte (BF). Na czerwono oznaczono poziom istotnosci.
Martwe Zmykoryzowane

Szeroko$¢ w szyjce korzeniowej [mm] -0,51977 0,51977

Wysokos$¢ pedu [cm] -0,46277 0,46277

Dlugos¢ korzenia [cm] 0,67636 -0,67636
Dab szypulkowy

Rodzaj Quercus stanowi klasyczny przyktad jednostki systematycznej, ktorej
przedstawiciele dla prawidlowego rozwoju wymagaja obecnosci na korzeniach grzybow
ektomykoryzowych (Leski 1 in. 2010). Szczegdlnie istotnym jest ten rodzaj symbiozy dla
mtodych debow w szkotkach lesnych. Mykoryzy zasadniczo poprawiaja wzrost, r0zwoj
I przezywalnosc¢ siewek i sadzonek oraz pomagaja przetrwaé szok zwiazany z przesadzeniem
ich na uprawg i adaptacja w nowym miejscu (Aleksandrowicz-Trzcifiska 2004; Leski 1 in.
2009). W chwili obecnej w oparciu o identyfikacje morfologiczno-anatomiczna
oraz molekularna, dgbom w poczatkowych fazach rozwojowych przypisuje si¢ 23 taksony

grzybow, z ktorymi moga wchodzi¢ w zwiazki mykoryzowe (Leski i in. 2010).

Podczas prac kameralnych badaniom 1 ocenie podlegaly systemy korzeniowe
pozyskanych sadzonek dwuletnich dgbow. W efekcie zostaty wyrdznione trzy grupy korzeni:

autotroficzne, z mykoryzami zywymi oraz z mykoryzami martwymi.

W zalezno$ci od wariantu, z ktorego pochodzity dane proby korzeniowe stosunek

ilosciowy powyzszych grup byt zréznicowany (Ryc. 59).
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Ryc. 59. Udziat (%) mykoryz 1 korzeni autotroficznych sadzonek dgbu szyputkowego
W poszczegdlnych wariantach. Ta sama litera nad kolumna oznacza brak roéznic
statystycznych (p <0, 05)

Najwigkszy procentowy udziat stwierdzono w przypadku korzeni z mykoryzami zywymi,
srednio w catym doswiadczeniu wynidst on 84,57% (odchylenie standardowe 23,71).
Jednoczynnikowa analiza wariancji dla rang Kruskala-Walisa wykazata istotne statystycznie
réznice w udziale mykoryz zywych w zalezno$ci od zastosowanego preparatu (p=0,0010).
Po wykonaniu testu wielokrotnych poréwnan $rednich rang dla wszystkich préb stwierdzono,
ze istotnie statystycznie najmniej zywych mykoryz znajdowato si¢ w probach korzeniowych
pochodzacych z wariantu z wykorzystaniem $rodka EM. W pozostatych wariantach i kontroli
udziat mykoryz zywych byl na podobnym poziomie i nie ro6znil si¢ w sposob statystycznie

istotny.

Obecnos¢ martwych mykoryz odnotowano we wszystkich wariantach 1 kontroli,
przy czym istotnie statystycznie najwigkszy ich udzial procentowy stwierdzono w wariancie,
gdzie zastosowano preparat EM (47,8%). W przypadku kontroli oraz pozostatych wariantow
udziatl procentowy martwych mykoryz znajdowal si¢ na podobnym poziomie. Udzial

martwych mykoryz w calym doswiadczeniu wynosil $rednio 13,41% (odchylenie
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standardowe 23,52). Test Kruskala-Walisa potwierdzit istotne statystycznie roznice w udziale

korzeni martwych (p = 0,0000).

Najmniejszy procentowy udzial w catlym doswiadczeniu stwierdzono w przypadku
korzeni autotroficznych, ktore zaobserwowano tylko w probach korzeniowych pochodzacych

z kontroli (Tab. 18)

Tabela 18. Udziat (%) korzeni autotroficznych i martwych w poszczegdlnych wariantach

Korzenie Mykoryzy Mykoryzy
Preparat autotroficzne martwe zywe
Actifos 0,0 0,7 99,3
Busz Forte 0,0 3,5 96,5
EM 0,0 47,8 52,2
Kontrola 8,1 1,4 90,5

W efekcie obserwacji mikroskopowych korzeni mykoryzowych wyr6zniono 15
morfotypow, czyli mykoryz o typowym dla siebie zespole cech morfologicznych.

Po uzyskaniu wynikéw analiz DNA, 15 wyrdznionych morfotypoéw zaliczono do 8 taksonow

grzybow mykoryzowych. (Ryc.60 -74).

Ryc. 60. Morfotyp A Tuber sp. Ryc. 61. Morfotyp B Naucoria sp.
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Ryc. 62. Morfotyp C Naucoria sp. Ryc. 63. Morfotyp D Inocybe sp.

Ryc. 64. Morfotyp E Inocybe sp. Ryc. 65. Morfotyp F Helotiales

Ryc. 66. Morfotyp G Naucoria sp. Ryc. 67. Morfotyp H Tuber sp.
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Ryc. 68. Morfotyp I Helotiales Ryc. 69. Morfotyp J Scleroderma sp.

A
e
Ryc. 70. Morfotyp J Scleroderma sp. Ryc. 71. Morfotyp L Laccaria sp.

Ryc. 72. Morfotyp L Peziza sp. Ryc. 73. Morfotyp M Peziza sp.
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Ryc. 74. Morfotyp N Cenococcum geophilum

Najwigksza réznorodnoscia mykoryz charakteryzowaty si¢ korzenie pobrane z debow
pochodzace z wariantu z zastosowaniem preparatu Actifos oraz kontroli (Ryc. 75).
Stwierdzono na nich wystgpowanie mykoryz tworzonych przez 8 gatunkoéw grzybow
mykoryzowych. W przypadku wariantu Actifos dominowaly mykoryz tworzone przez grzyby
z rodzaju Inocybe (32,8%), w kontroli byty to mykoryzy tworzone przez grzyby z rodzaju
Naucoria (28,3%). Najmniejsza réznorodnoScia mykoryz charakteryzowaly si¢ proby

korzeniowe pochodzace z wariantu, w ktorym zastosowano preparat EM — 4 gatunki.

Najwigkszy udzial w calym doswiadczeniu wykazaly mykoryzy tworzone przez grzyby
z rodzaju Pezizaceae (24,9%) oraz Naucoria (22,5%). Mykoryzy Pezizaceae dominowaty
we wszystkich wariantach poza Actifos, gdzie przewazaly mykoryzy tworzone przez Inocybe.
Symbiozy mykoryzowe tworzone przez Naucoria zaobserwowano we wszystkich wariantach.
W sposob istotny statystycznie udzial mykoryz Pezizaceae rdoznit si¢ w wariancie Busz Forte
(udziat w wariancie 40,4%; p = 0,0005), natomiast mykoryz Inocybe w wariancie Actifos
(udziat w wariancie 32,8%, p = 0,000).
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Ryc. 75. Udziat (%) gtéwnych taksonéw grzybow mykoryzowych w poszczegolnych
wariantach. Ta sama litera nad kolumna oznacza brak roznic statystycznych (test Kruskala —
Walisa p <0, 05)

Dyskusja

Najwigksze zréznicowanie grzybow mykoryzowych u sadzonek buka zwyczajnego
(7 taksonow) wystepowato w wariancie z preparatem Actifos, gdzie podwyzszony poziom
azotu i fosforu zwiazany jest ze stosowaniem wyzej wymienionego preparatu. Podajac za
Pietras i1 in. (2013), w szkotkach nawozonych $ciotka lesna (zwigkszony poziom N i P)
stosowana w celu poprawy wilasciwosci fizycznych gleby, ktora jest zrodtem zwiazkow
organicznych, notowano obfitsze inokulum grzybow ektomykoryzowych. W tym samym
wariancie mozemy zauwazy¢ zahamowanie rozwoju grzybow z rodzaju Hebeloma (3,2 %)
W poréwnaniu z kontrola, gdzie udziat tych workowcow stanowit blisko 40%. Podobna
zalezno$¢ stwierdzono w badaniach prowadzonych przez Rolbiecki i in. (2009), gdzie
sciotkowanie prochnica naktadowa zwigkszyto udziat grzybow z rodzaju Hebeloma do 25%
w poréwnaniu do kontroli (brak $cidtkowania), gdzie nie wystapily grzyby mykoryzowe tego

rodzaju.
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Doswiadczenie z wykorzystaniem Busz Forte odzwierciedla strukture grzybow
w ryzosferze w podobnych proporcjach w stosunku do kontroli. W wariancie
z wykorzystaniem efektywnych mikroorganizméw (EM) odnotowano fakt, ze stymuluja one
rozw6j Hebeloma sacchariolens, a zarazem silnie ograniczaja grzyby z rodziny Pezizaceae.

W wariancie tym stwierdzono roéwniez najmniejsza roznorodnos$¢ gatunkowa (5 taksonow).

W kazdym wariancie do$wiadczenia, a takze kontroli notowano gltownie grzyby
z taksonu Pezizales. Do takich grzybow nalezy migdzy innymi Wilcoxina, czgsto spotykana
w szkotkach. Rudawska 1 in. (2006) donosza, ze grzyby nalezace do rodzaju Wilcoxina
wystepuja w szkotkach gldwnie na glebach bogatych w skltadniki odzywcze 1 do§¢ obficie
nawozonych azotem. Mozemy to zaobserwowaé w wariancie z preparatem Actifos, gdzie

grzyby z rodzaju Pezizaceae stanowia maksimum obfitosci wystgpowania (85%).

Grzyby z rodzaju Tuber sp. stanowily ponad 6% wsrod wszystkich grzybow
mykoryzowych. Mimo, ze byly powszechne we wszystkich wariantach, to ich obfitos¢ byta
znacznie mniejsza w porownaniu z innymi workowcami z rodzaju Pezizaceae (45,6%). Moze
to odzwierciedla¢ ograniczone inokulum Tuber sp. w warunkach szkotkarskich, badz staba

konkurencyjno$¢ w stosunku do innych grzybow mykoryzowych.

Cenococum geophilum, ktorego udzial w wariantach Busz Forte i Actifos jest
marginalny (0,8% i 0,2%), stanowi ponad 6% udzial w wariancie EM. Piggot (1982) wykazat,
ze niska wilgotnos¢ podloza determinuje wzrost udzialu mykoryz tworzonych przez
Cenococcum geophilum. Na podstawie tabeli 19 mozemy stwierdzi¢ znaczny udziat korzeni

martwych w wariancie EM w pordwnaniu z innymi preparatami uzytymi w doswiadczeniu.

Tabela 19. Udziat (%) korzeni zmykoryzowanych i martwych sadzonek buka zwyczajnego
W poszczegblnych wariantach
Mykoryzy Mykoryzy

martwe zywe
Actifos 0,79 99,21
Busz Forte 16,62 83,38
EM 44,84 55,16
Kontrola 0,58 99,42
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Tak duzy udziat korzeni martwych moze by¢ wynikiem hamowania wzrostu korzeni przez
ro$ling gospodarza, badz bezposrednie dziatanie czynnika stresowego, jakim moze by¢ niska
wilgotno$¢ podtoza. Czynnik ten moze mie¢ takze wplyw na male zrdznicowanie grzybow
mykoryzowych w tym wariancie. Worley i Hackalyo (1959) zawracaja uwage na fakt, iz
niska wilgotno$¢ podtoza moze by¢ czynnikiem, ktory ksztattuje sktad zbiorowiska grzybow

mykoryzowych.

WhioskKi

1. Zwiazki ektomykoryzowe notowane w szkotce w Nadl. Chojnéw charakteryzowaty
si¢ rozna wzgledna obfitoscia taksonow mykoryzowych zaleznie od wariantu nawozenia.
Wzgledna obfitos¢ taksondw grzyboéw mykoryzowych byla rézna w  zaleznosci

od zastosowanego preparatu.

2. Najczegsciej spotykana grupa byly grzyby z rodziny Pezizaceae, wstgpujace

w zwiazki mykoryzowe z roslinami pochodzacymi z hodowli szkotkarskie;.

3. Sadzonki traktowane efektywnymi mikroorganizmami cechowaly si¢ glownie

wstgpowaniem w zwiazki mykoryzowe z grzybami z rodzaju Hebeloma sacchariolens.

4. Wykazano malaq efektywnos$¢, a nawet szkodliwo$¢ preparatu EM na stopief
mykoryzacji. Natomiast stosowanie fosforynow (Actifos) oraz preparatu Busz Forte nie miato

wplywu na stopien mykoryzacji.

5. Sadzonki traktowane preparatem Actifos cechowaty si¢ wystgpowaniem symbioz

mykoryzowych z grzybem Inocybe.

6. Obecnos¢ mykoryz Naucoria (Alnicola) na korzeniach debu szyputkowego, ktore sa
typowe dla drzew z rodzaju Alnus, wynikata prawdopodobnie z bliskiego potozenia kwater

Z olsza.
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3.3.3. Analizy chemiczne gleb
Metodyka

Analizy chemiczne gleby wykonano w Pracowni Chemii Srodowiska Lesnego IBL na
zawarto$¢ podstawowych pierwiastkow (N, P, K, Ca 1 Mg), mikroelementéw oraz odczynu
kwasowosci wedhug standardowej metodyki stosowanej w akredytowanych laboratoriach.
Zalecenia gleboznawczo-nawozeniowe wykonane zostaly na podstawie wynikéw badania
zbiorczych probek gleby pochodzacych ze szkétek w nadlesnictwach: Bielsk, Nowogréd,

Hajnowka, Chojnéw i Jawor.
Wyniki

Analizy podstawowych sktadnikéw pokarmowych w glebach nawozonych i kontrolnych,

na ktérych uprawiano podstawowe gatunki lasotworcze zamieszczono w tabeli 18.
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Tabela 18. Analizy chemiczne probek gleby ze szkotek lesnych

A A +2 + +2 +
Wariant doSwiadczenia pH-H,0" | pH-KCIY N(Z/? ) Cc«:/? ) N mlj;fi;g e ng/lo(l)\: & e
PN-ISO 10390:1997 PN-ISO 13878:2002 | PN-ISO 10694:2002 PB-20 ed.2, z dnia 01.01.2010 PB-05 ed.2, z dnia 01.01.2010
Granica oznaczalnoci (LoQ ) | 0,01 0,01 05 01 [ 05 | 01 [ 02
Nadlesnictwo Bielsk, szkotka Czechy
Nawoz zielony 58 4,7 0,172 2,466 14,3 14,9 109,1 | 85 25 012
Kontrola 58 4,8 0,160 2,459 15,4 13,6 108,7 | 5,6 24 1021
Nadlesnictwo Nowogrod, szkétka Gawrychy
Nawoz zielony 6,0 4,9 0,113 2,278 20,2 50 101 | 41 4,3 0,34
Kontrola 5,6 4,5 0,150 3,221 21,4 7,6 138 | 4,6 6,5 | 0,56
Nadles$nictwo Hajnéwka, szkétka Budy
Dab 58 4,8 0,221 3,185 14,4 8,8 1738 | 6,5 35 1059
Swierk 6,3 53 0,302 4,898 16,2 9,3 305,7 | 16 9,2 0,79
Nadle$nictwo Chojnéw, szkélka Zabieniec
Dab 5,9 5,0 0,22 3,111 13,9 25,67 166 2,0 51 0,3
Buk 6,3 54 0,16 2,338 14,6 16,52 137 1,1 4,2 0,4
Olcha 7,4 7,0 0,10 1,311 13,0 25,37 151 1,6 3,8 0,4
Nadlesnictwo Jawor, szkétka Muchow
Przed zabiegami 6,1 5,2 0,233 3,952 17,0 9,8 2180 | 194 | 10,1 0,3
Kontrola 6,0 51 0,264 4,292 16,3 11,3 232,3 | 10,8 9,3 0,63
Mocznik + Bioekor 6,1 51 0,258 4,244 16,5 11,6 2278 | 10,7 | 91 | 0,67
Mocznik + Florovit 6,0 51 0,247 4,056 16,5 91 2215|105 | 89 | 066
Saletra + Bioekor 59 50 0,272 4,446 16,4 10,0 229,3 | 10,6 9,3 0,66
Saletra + Florovit 5,9 4,9 0,261 4,244 16,3 11,4 2148 | 9,9 8,7 0,67
Mocznik + Saletra 6,1 51 0,262 4,343 16,6 12,8 2478 | 10,0 | 95 | 061
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Gleby nawozone nawozami zielonymi

Nadlesnictwo Bielsk
Odczyn

Gleby na ktérych wysiana zostata gorczyca i utrzymywany jest ugor czarny charakteryzuja si¢
zbyt wysokim odczynem dla produkcji szkotkarskiej, w zwiazku z czym przed rozpoczgciem
najblizszego cyklu produkcyjnego rozwazy¢ trzeba przeprowadzanie na niej zabiegu regulacji

odczynu.
Materia organiczna

Gleba reprezentowana przez badane probki zawiera wystarczajaca ilo$¢ dobrze roztozonej
materii organicznej, w zwiazku z czym przed rozpocz¢ciem nastgpnego cyklu produkcyjnego

nie ma potrzeby nawozenia organicznego.
Nawozenie azotem

W okresie wegetacji zaleca si¢ wykonywanie poglownego nawozenia azotem w dwodch

dawkach (terminach).

Dawki te we wszystkich badanych glebach powinny wynosi¢ 2 razy po 20 kg N na hektar pod
iglaste (oprocz So 1 Md), lub 2 razy po 25 kg N na hektar pod lisciaste (plus So 1 Md). W
drugim roku nalezy zwigkszy¢ dawki azotu o 5 kg N na ha w obu terminach nawozenia
poglownego. W latach nastepnych stosowaé dawki 2 x 30 kg N na hektar pod iglaste, lub 2 x
35 kg N na hektar pod lisciaste.

Nawozenie fosforem

Gleby na wszystkich badanych kwaterach charakteryzuja si¢ wystarczajaca zawarto$cia
przyswajalnego fosforu. Dlatego tez, w biezacym cyklu produkcyjnym, nie ma koniecznosci

nawozenia tym sktadnikiem.
Nawozenie potasem

Optymalna zawarto$¢ potasu w glebach przeznaczonych do produkcji szkétkarskiej wynosi co
najmniej 10,0+12,0 mg K na 100 g gleby. Tymczasem w badanych glebach zawartos¢ tego
sktadnika pokarmowego waha si¢ w granicach 5,6+8,5 mg K na 100 g gleby. Dlatego tez, w

celu poprawy zasobnos$ci gleb, zaleca si¢ wykonanie nawozenia potasem w nast¢pujacych

dawkach:
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1. na glebie reprezentowanej przez probke ,,nawédz zielony” — w dawce 45 kg K,O na
hektar pod iglaste (bez Md), lub 60 kg K,O na hektar pod lisciaste (plus Md),

2. na glebach reprezentowanych przez probki ,,kontrola” w dawce 60 kg KO na hektar
pod iglaste (bez Md), lub 80 kg K,O na hektar pod lisciaste (plus Md),

Nawozenie magnezem

Zaleca sig¢ nastgpujace dawki nawozenia magnezem na glebie reprezentowanej przez probki

,nawoz zielony” oraz ,.kontrola” — dawka 30 kg MgO/ha,
Nalezy pamigtac¢ aby:

* nawozenie potasem i1 magnezem stosowac zgodnie z podanymi dawkami, co dwa

lata (na dwuletnie cykle produkcyjne) i pod szkotkowanie;

* na trzyletnie cykle produkcyjne dawki podwyzszy¢ o 50 % w stosunku do
podanych wyzej, pamigtajac jednak aby nie przekroczy¢ maksymalnych dawek
potasu (120 kg K,0 na ha pod iglaste, lub 140 kg K,0 na ha pod lisciaste);

= na cykle jednoroczne dawki potasu i magnezu zmniejszy¢ o 30%.

Nadlesnictwo Nowogrod
Odczyn

Gleba reprezentowana przez obie badane probki charakteryzuje si¢ odczynem odpowiednim
do produkcji szkotkarskiej (pHkcy 4,5 oraz 4,9, przy optimum wynoszacym od 4,3 do 5,7), w
zwiazku z czym w najblizszym cyklu produkcyjnym nie ma potrzeby przeprowadzania

zabiegu regulacji odczynu.
Materia organiczna

Gleba reprezentowana przez obie badane probki zawiera wystarczajaca ilo$¢ dobrze
roztozonej materii organicznej, w zwiazku z czym przed rozpoczgciem nastgpnego cyklu

produkcyjnego nie ma potrzeby stosowania nawozenia organicznego.
Nawozenie azotem

W okresie wegetacji zaleca si¢ wykonywanie poglownego nawozenia azotem w dwoch

dawkach (terminach). Dawki te powinny wynosi¢:
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= dla gleby reprezentowanej przez probke ,,nawoz zielony” = 2 razy po 20 kg N na
hektar pod iglaste (oprocz So i Md), lub 2 razy po 25 kg N na hektar pod lisciaste
(plus So 1 Md). W drugim roku nalezy zwigkszy¢ dawki azotu o 5 kg N na ha w obu
terminach nawozenia pogtéwnego. W latach nastepnych stosowa¢ dawki 2 x 35 kg N

na hektar pod iglaste, lub 2 x 40 kg N na hektar pod lisciaste,

= dla gleby reprezentowanej przez probke ,.kontrola” = 2 razy po 15 kg N na hektar pod
iglaste (oprocz So i Md), lub 2 razy po 20 kg N na hektar pod lisciaste (plus So i Md).
W drugim roku nalezy zwigkszy¢ dawki azotu o 5 kg N na ha w obu terminach
nawozenia poglownego. W latach nastgpnych stosowa¢ dawki 2 x 30 kg N na hektar

pod iglaste, lub 2 x 35 kg N na hektar pod lisciaste.
Nawozenie fosforem

Gleby reprezentowane przez obie badane probki charakteryzuja si¢ wystarczajaca zawartoscia
przyswajalnego fosforu. Dlatego tez, w najblizszym cyklu produkcyjnym, nie ma

koniecznosci nawozenia tym sktadnikiem.

Jednakze zawarto$¢ przyswajalnego fosforu w glebie reprezentowanej przez probke ,,nawédz
zielony” zbliza si¢ do granicy wystarczajaca/niewystarczajaca, w zwiazku z czym na tej
glebie celowe bylo by dostarczenie sadzonkom tzw. ,,$§wiezych” fosforanow, stosujac dawke
40 kg P,0s na hektar. Zabieg ten jest wskazany zwlaszcza wtedy, gdy planowana jest
produkcja wielolatek.

Nawozenie potasem

Gleba reprezentowana przez obie badane probki charakteryzuje zbyt niska zasobno$cia w
przyswajalny potas (4,1 oraz 4,6 mg K na 100 g gleby). W zwiazku z tym, przed
rozpoczeciem nastepnego cyklu produkcyjnego, zaleca si¢ wykonanie nawozenia potasem w
jednakowej dawce, wynoszacej 80 kg K0 na hektar pod iglaste (bez Md), lub 100 kg K50 na
hektar pod lisciaste (plus Md).

Nawozenie magnezem

Gleba reprezentowana przez obie badane probki zawiera wystarczajaca ilos¢ wymiennego
magnezu, w zwiazku z czym w najblizszym cyklu produkcyjnym nawozenie tym sktadnikiem

nie jest wskazane.
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Uwaga:

* nawozenie, fosforem i potasem zaleca si¢ stosowac zgodnie z podanymi dawkami

co dwa lata (na dwuletnie cykle produkcyjne) i pod szkotkowanie;

* na trzyletnie cykle produkcyjne dawki nalezy podwyzszy¢ o 50 % w stosunku do
podanych wyzej, pamigtajac jednak aby nie przekroczy¢ maksymalnych dawek

potasu (120 kg K,O na ha pod iglaste, lub 140 kg K50 na ha pod liciaste);

* na cykle jednoroczne dawki potasu mozna zmniejszy¢ o 30%.

Nawozy fosforynowe i azotowe

Nadlesnictwo Hajnowka
Odczyn

Gleby na ktorych rosnie dab i1 $wierk (Nadlesnictwo Hajnowka) charakteryzuja sig¢ zbyt
wysokim odczynem dla produkcji szkotkarskiej, szczegolnie dla $wierka (odpowiednie pHkc
powinno oscylowaé 4,7 — 5,3), w zwiazku z czym przed rozpoczgciem najblizszego cyklu

produkcyjnego rozwazy¢ trzeba przeprowadzanie na niej zabiegu regulacji odczynu.
Materia organiczna

Gleba reprezentowana przez badane probki zawiera wystarczajaca ilos¢ dobrze roztozonej
materii organicznej, w zwiazku z czym przed rozpoczeciem nastgpnego cyklu produkcyjnego

nie ma potrzeby nawozenia organicznego.
Nawozenie azotem

W okresie wegetacji zaleca si¢ wykonywanie poglownego nawozenia azotem w dwodch

dawkach (terminach).

Dawki te na wszystkich badanych glebach powinny wynosi¢ 2 razy po 20 kg N na hektar pod
iglaste (oprocz So 1 Md), lub 2 razy po 25 kg N na hektar pod lisciaste (plus So i Md). W
drugim roku nalezy zwigkszy¢ dawki azotu o 5 kg N na ha w obu terminach nawozenia
poglownego. W latach nastepnych stosowac¢ dawki 2 x 30 kg N na hektar pod iglaste, lub 2 x
35 kg N na hektar pod lisciaste.
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Nawozenie fosforem

Gleby na wszystkich badanych kwaterach charakteryzuja si¢ wystarczajaca zawarto$cia
przyswajalnego fosforu. Dlatego tez, w biezacym cyklu produkcyjnym, nie ma koniecznosci

nawozenia tym sktadnikiem.
Nawozenie potasem

Optymalna zawarto$¢ potasu w glebach przeznaczonych do produkcji szkotkarskiej wynosi co
najmniej 10,0+12,0 mg K na 100 g gleby. Tymczasem w badanych glebach zawarto$¢ tego
sktadnika pokarmowego waha si¢ w granicach 6,5+16 mg K na 100 g gleby. Dlatego tez, w

celu poprawy zasobnos$ci gleb, zaleca si¢ wykonanie nawozenia potasem w nast¢pujacych

dawkach:

1. na glebach reprezentowanych przez probke ,,Dab” — w dawce 60 kg K,O na hektar pod
iglaste (bez Md), lub 80 kg K;0 na hektar pod lisciaste (plus Md),
2. na glebie reprezentowanej przez probke ,,Swierk” nawozenie potasem w najblizszym

cyklu produkcyjnym nie jest konieczne.
Nawozenie magnezem
Zaleca sig nastgpujace dawki nawozenia magnezem:

1. na glebie reprezentowanej przez probke ,,Dab” — dawka 20 kg MgO/ha,
2. na glebie reprezentowanej probke ,,Swierk” nawozenie magnezem przed rozpoczeciem

nastepnego cyklu produkcyjnego nie jest konieczne.
Nalezy pamigtac aby:

* npawozenie potasem i magnezem stosowa¢ zgodnie z podanymi dawkami, co dwa

lata (na dwuletnie cykle produkcyjne) i pod szkotkowanie;

* na trzyletnie cykle produkcyjne dawki podwyzszy¢ o 50 % w stosunku do
podanych wyzej, pamigtajac jednak aby nie przekroczy¢ maksymalnych dawek
potasu (120 kg K,O na ha pod iglaste, lub 140 kg K50 na ha pod lisciaste);

na cykle jednoroczne dawki potasu 1 magnezu zmniejszy¢ o 30%.
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Nadlesnictwo Chojnow
Odczyn

W produkcji szkotkarskiej optymalne pHkc dla gleb 1zejszych powinno zawieraé sig¢ w

granicach 4,3+5,5, a dla gleb cigzszych — w granicach 4,5+5,7.

Zarébwno nizsze, jak 1 wyzsze warto$ci pH gleb nie sa wskazane, glownie ze wzgledu na
niekorzystne zmiany przyswajalnosci sktadnikow pokarmowych lub — przy zbyt wysokim pH

— konkurencj¢ migdzy grzybami mykoryzowymi a bakteriami.
W zwiazku z powyzszym:

= w glebie reprezentowanej przez probki ,,olcha” nalezy dazy¢ do obnizenia pHkcl, ktore
aktualnie ma warto$¢ 7,0. Regulacja odczynu gleby, polegajaca na jej zakwaszaniu
poprzez dodawanie kwasu siarkowego, badz siarki rodzimej, jest dosy¢ klopotliwa i w
tym przypadku nie jest konieczna. Zaleca si¢ jedynie uzywanie nawozoéw azotowych
fizjologicznie kwasnych (np. siarczanu amonu), a w przysztosci stosowanie nawozenia

organicznego odpowiednio kwasnym kompostem (pHkc 0d 3,5 do 5,0),

= gleba z pozostatych kwater charakteryzuje si¢ odczynem odpowiednim do produkc;ji
szkotkarskiej (pHer 5,0+5,4). Przed rozpoczgciem najblizszego cyklu produkcyjnego

nie ma potrzeby przeprowadzania w niej zabiegu regulacji odczynu.
Materia organiczna

1. Gleba reprezentowana przez probke ,,olcha” zawiera niewystarczajaca ilos¢ materii
organicznej (1,31 % C), dlatego tez — przed rozpoczgciem nastgpnego cyklu
produkcyjnego — nalezy zastosowaé na niej nawozenie organiczne kwasnym

kompostem (pHxkc od 3,5 do 5,0) w dawce co najmniej 3,0 m® na ar.

2. Gleba reprezentowana przez pozostate probki zawiera wystarczajaca ilos¢ dobrze
roztozonej materii organicznej, w zwiazku z czym przed rozpoczgciem nastgpnego

cyklu produkcyjnego nie ma potrzeby nawozenia organicznego.
Nawozenie azotem

W okresie wegetacji zaleca si¢ wykonanie pogldwnego nawozenia azotem w dwoch dawkach
(terminach). Dawki te powinny wynosi¢ dla gleb reprezentowanych przez probki ,,dab”,
,ouk” oraz ,,olcha” 2 razy po 20 kg N na hektar pod iglaste (oprécz So i Md), lub 2 razy po 25

kg N na hektar pod lisciaste (plus So i Md). W drugim roku nalezy zwigkszy¢ dawki azotu o 5
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kg N na ha w obu terminach nawozenia pogtéwnego. W latach nast¢pnych stosowa¢ dawki 2
x 35 kg N na hektar pod iglaste, lub 2 x 40 kg N na hektar pod lisciaste. Jezeli na glebie
reprezentowanej przez probke ,,olcha” zastosowane zostanie nawozenie organiczne, dawki

azotu w pierwszym roku mozna zmniejszy¢ 0 20%,
Nawozenie fosforem

Gleba na wszystkich badanych kwaterach charakteryzuje si¢ wystarczajaca zawartoscia
przyswajalnego fosforu. Dlatego tez, w najblizszym cyklu produkcyjnym, nie ma

koniecznos$ci nawozenia tym sktadnikiem.
Nawozenie potasem

Gleba reprezentowana przez badane probki charakteryzuje zbyt niska zasobnoscia w
przyswajalny potas (od 1,1 do 2,0 mg K na 100 g gleby). W zwiazku z tym, przed
rozpoczgciem nastgpnego cyklu produkcyjnego, zaleca si¢ wykonanie nawozenia potasem w

nastegpujacych dawkach:

» w glebie reprezentowanej przez probki ,,dab”, ,,buk” oraz ,,0lcha” — w dawce 100 kg
K0 na hektar pod iglaste (bez Md), lub 120 kg K,0O na hektar pod lisciaste (plus Md),

Nawozenie magnezem

1. Gleba reprezentowana przez probki ,buk” oraz ,olcha” zawiera nieco zbyt mato
wymiennych form Mg, w zwiazku z czym zaleca si¢ wykonanie na niej tym

sktadnikiem w dawce 25 kg MgO na hektar.

2. Gleba reprezentowana probke ,dab” zawiera wystarczajaca ilo§¢ wymiennego
magnezu, w zwiazku z czym w najblizszym cyklu produkcyjnym nawozenie tym

sktadnikiem nie jest wskazane.
Uwaga:

* nawozenie potasem i magnezem zaleca si¢ stosowaé zgodnie z podanymi

dawkami co dwa lata (na dwuletnie cykle produkcyjne) i pod szkotkowanie;

* na trzyletnie cykle produkcyjne dawki nalezy podwyzszy¢ o 50 % w stosunku do
podanych wyzej, pamigtajac jednak aby nie przekroczy¢ maksymalnych dawek

potasu (120 kg K,O na ha pod iglaste, lub 140 kg K50 na ha pod lisciaste);

* na cykle jednoroczne dawki potasu i magnezu mozna zmniejszy¢ o 30%.
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Nadle$nictwo Jawor

Szkotka Muchow (Nadl. Jawor) w momencie rozpoczecia doswiadczenia posiadata
aktualne ,,Zalecenia gleboznawczo — nawozeniowe” wykonane w kwietniu 2012 roku w
Pracowni Chemii Srodowiska Le$nego IBL (tabela 1). Wyniki analizy pozwolity na
sformutowanie zalecen nawozeniowych dla tego fragmentu kwatery. Ograniczaty si¢ one do
zalecenia zastosowania dawki czystego azotu w ilosci 50 kg N/ha w dwdch dawkach po 25 kg
N/ha dla gatunkéw lisciastych w pierwszym roku zycia i 60 kg N/ha w dwoch dawkach po 30

kg N/ha dla gatunkéw lisciastych w drugim roku zycia.

Po zakonczeniu do$wiadczenia gleba pochodzaca ze szkoétki, charakteryzuje sig
wlhasciwosciami optymalnymi dla produkcji szkotkarskiej. Nie wykazano istotnych
statystycznie roznic w chemizmie gleby, spowodowanych stosowaniem réznych wariantow
nawozenia. Niezb¢dne sa w niej tylko nieliczne, opisane nizej, korekty zawartosci potasu.
Ponizej przedstawiono uwagi szczegdtowe dotyczace poszczegdlnych wilasciwosci gleby

wraz z zaleceniami nawozeniowymi:
Odczyn

Gleby reprezentowane przez wszystkie badane probki charakteryzuja si¢ odczynem
odpowiednim do produkcji szkotkarskiej (pHkei 4,7+6,0, przy optimum wynoszacym od 4,3
do 5,7), w zwiazku z czym w najblizszym cyklu produkcyjnym nie ma potrzeby

przeprowadzania zabiegu regulacji odczynu.
Materia organiczna

Gleby reprezentowane przez wszystkie badane probki zawieraja wystarczajaca ilos¢ dobrze
roztozonej materii organicznej, w zwiazku z czym przed rozpoczgciem nastepnego cyklu

produkcyjnego nie ma potrzeby stosowania nawozenia organiCznego.
Nawozenie azotem

W okresie wegetacji zaleca si¢ wykonywanie pogldéwnego nawozenia azotem w dwoch

dawkach (terminach). Dawki te powinny wynosi¢:

= dla gleby reprezentowanej przez probke D3 (blok D, wariant Mocznik + Florovit) = 2

razy po 20 kg N na hektar pod iglaste (oprocz So i Md), lub 2 razy po 25 kg N na hektar
pod lisciaste (plus So i Md). W drugim roku nalezy zwigkszy¢ dawki azotu o 5 kg N na
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ha w obu terminach nawozenia pogtéwnego. W latach nastgpnych stosowaé dawki 2 x

35 kg N na hektar pod iglaste, lub 2 x 40 kg N na hektar pod lisciaste,

= dla gleb reprezentowanych przez pozostate probki = 2 razy po 15 kg N na hektar pod
iglaste (oprécz So 1 Md), lub 2 razy po 20 kg N na hektar pod lisciaste (plus So 1 Md).
W drugim roku nalezy zwickszy¢ dawki azotu 0 5 kg N na ha w obu terminach
nawozenia pogldwnego. W latach nastgpnych stosowa¢ dawki 2 x 30 kg N na hektar

pod iglaste, lub 2 x 35 kg N na hektar pod lisciaste.
Nawozenie fosforem

Gleby reprezentowane przez wszystkie badane probki charakteryzuja si¢ wystarczajaca
zawarto$cia przyswajalnego fosforu. Dlatego tez, w najblizszym cyklu produkcyjnym, nie ma

koniecznos$ci nawozenia tym sktadnikiem.
Nawozenie potasem

Gleba reprezentowana przez wszystkie badane probki charakteryzuje nieco zbyt niska
zasobnoscia w przyswajalny potas (od 8,4 do 12,3 mg K na 100 g gleby). W zwiazku z tym,
przed rozpoczgciem nastgpnego cyklu produkcyjnego, zaleca si¢ wykonanie nawozenia
potasem w jednakowej dawce, wynoszacej 40 kg K,O na hektar pod iglaste (bez Md), lub 60
kg K;0 na hektar pod lisciaste (plus Md)

Nawozenie magnezem

Gleba reprezentowana przez wszystkie badane probki zawiera wystarczajaca 1ilos¢
wymiennego magnezu, w zwiazku z czym w najblizszym cyklu produkcyjnym nawozenie

tym sktadnikiem nie jest wskazane.
Uwaga:

* nawozenie, potasem zaleca si¢ stosowa¢ zgodnie z podanymi dawkami co dwa

lata (na dwuletnie cykle produkcyjne) 1 pod szkotkowanie;

* na trzyletnie cykle produkcyjne dawki nalezy podwyzszy¢ o 50 % w stosunku do
podanych wyzej, pamigtajac jednak aby nie przekroczy¢ maksymalnych dawek
potasu (120 kg K,0 na ha pod iglaste, lub 140 kg K,O na ha pod lisciaste);

* na cykle jednoroczne dawki potasu mozna zmniejszy¢ o 30%.
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Whioski

1. Analizy chemiczne gleb umozliwily ustalenie szczegdtowych potrzeb nawozenia

w badanych szkoétkach lesnych.

2. W badanych probkach gleb nie stwierdzono drastycznego braku podstawowych
sktadnikow pokarmowych, mogacych wywota¢ problemy w rozwoju hodowanych
sadzonek. Chociaz, aby gleby w poszczegdlnych szkotkach lesnych charakteryzowaty
si¢ wlasciwosciami optymalnymi dla produkcji szkétkarskiej potrzebne sa dodatkowe
zabiegi nawozenia azotem, potasem, a czasami i magnezem. Zawarto$¢ fosforu jest w
wigkszosci przypadkéw wystarczajaca, podobnie jak 1 ilo$¢ roztozonej materii

organicznej.

3. Odczyn kwasowosci gleb miesci si¢ granicach dopuszczalnych dla hodowanych
gatunkéw drzew. Gleby reprezentowane przez wszystkie badane probki (po
nawozeniu zielonym i mineralnym) charakteryzuja si¢ odczynem odpowiednim do
produkcji szkotkarskiej (pHker 4,7+6,0, przy optimum wynoszacym od 4,3 do 5,7),
w zwiazku z czym w najblizszych cyklach produkcyjnych nie ma potrzeby
przeprowadzania zabiegu regulacji odczynu. Jedynie w Nadl. Hajnowka nalezy

obnizy¢ pH.

4. Zastosowanie nawozow zielonych zwigkszylo zawarto§¢ w glebie azotu (N og6lny)

i wegla (C ogdlny) oraz fosforu (P,Os), wapnia (Ca) i potasu (K).
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R0zZDZIAL 4. IDENTYFIKACJA ORAZ OCENA SZKOD POWODOWANYCH PRZEZ WYBRANE
PATOGENY

4.1. Opracowanie starterow do reakcji PCR i molekularna analiza gleby pod kqtem
wystepowania najwazniejszych rodzajow patogenow glebowych

Tradycyjnie techniki wykrywania i identyfikacji wykorzystywane w diagnostyce choréb
takie jak wychwytywanie gatunkéw Phytophthora za pomoca np. putapek z liSci r6zanecznika
lub bezposrednia izolacja patogenéw na podloza hodowlane, sa bardzo czasochtonne
I nicefektywne. Zastosowanie technik opartych na tancuchowej reakcji polimerazy tzw. PCR
(ang. Polymerase Chain Reaction) pozwala na osiagnigcie lepszej wydajnosci w identyfikacji
patogendw oraz stanowi uzupelnienie analiz morfologicznych. Techniki molekularne
wykorzystujace reakcje PCR, lecz oparte na rozdziale elektroforetycznym powstatych
produktow amplifikacji DNA, takie jak SSCP (Kong i in. 2004) lub RFLP (Martin i Tooley
2004) sa stosowane do identyfikacji gatunkow Phytophthora. Ich niedogodnoscia jest przede
wszystkim niska wydajno$¢ w przypadku testowania wielu prob jednoczesnie. Techniki PCR
wykorzystujace odczyt wyniku w czasie rzeczywistym (ang. real-time PCR) charakteryzuja
si¢ wyzsza specyficznoScia 1 czuloScia, ale przede wszystkim zajmuja mniej czasu niz
techniki oparte na elektroforezie. Podstawa metod real-time PCR jest odczyt fluorescencji
barwnika, najczesciej SYBR Green, przylaczajacego si¢ w trakcie reakcji do dwuniciowe;j
struktury DNA. Inne barwniki, oznaczane skrotowo HEX, JOE, TET czy 6FAM, wbudowane
sa do sond molekularnych 1 wykazuja fluorescencje w momencie przytaczania si¢ tychze sond
do fragmentow DNA. Dodatkowa zaleta technik PCR w czasie rzeczywistym jest mozliwo$¢
calkowite] automatyzacji reakcji oraz mniejsza podatno$¢ na zanieczyszczenie dzigki
prowadzeniu reakcji w jednej proboéwce. Dzigki swoim zaletom techniki real-time PCR
wykorzystywane sa do jakosciowej 1 ilosciowej detekcji patogenodw roslin, w tym z rodzaju
Phytophthora. Dotychczas opracowano wiele reakcji specyficznie rozpoznajacych wybrane
gatunki Phytophthora: P. citricola (Boehm i in. 1999; Schena i in. 2006); P. citrophthora
(Ippolito i in. 2004; Schena i in. 2004); P. ramorum i P. pseudosyringae (Tooley i in. 2006;
Schena i in. 2006) P. citricola i P. quercina (Schena i in. 2006), jednakze nie istniaty jeszcze

opracowania dla gatunkéw P. alni, P. cactorum i P. plurivora.

W celu identyfikacji podstawowych patogenicznych gatunkéw drobnych korzeni
wystepujacych w szkotkach lesnych jak: Phytophthora plurivora, P. cactorum, P. alni,
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P. lacustris, P. hungarica, P. megasperma, P. pseudosyringae i P. quercina opracowano
zestawy molekularnych markeré6w za pomoca techniki tancuchowej reakcji PCR w czasie

rzeczywistym (real-time PCR).
Metodyka

Czasteczki genomowego DNA zostaly wydzielone z czystych kultur gatunkow
Phytophthora (wyizolowanych ze szkoétek), za pomoca komercyjnego zestawu do izolacji
DNA: DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, CA, USA). Genowe DNA z probek gleby o masie
0,5 g kazda, zostalo wydzielone za pomoca zestawu do izolacji DNA PowerSoil® DNA
Isolation Kit (MoBio, CA, USA). Dla kazdego gatunku, okreslono st¢zenie wydzielonego
DNA, ktére np. dla P. alni wynosito 10,4 pg/ml, dla P. cactorum 7,8 ug/ml, a dla P. plurivora
9,3 pg/ml. Stgzenie DNA wydzielonego z probek gleby byto nizsze niz w przypadku DNA
z czystych kultur Phytophthora. Wydzielone DNA przechowywano do czasu analiz

w temperaturze -20°C.

Odpowiednie sekwencje wzorcowe analizowanych gatunkéw Phytophthora pobrano
zbazy danych NCBI oraz CBS (Tab. 19). Proces projektowania starterow i sond
przeprowadzono w programie ALLELE ID7 (Premier Biosoft, Palo Alto, CA, USA).Startery
i sondy specyficzne dla wybranych gatunkow Phytophthora zaprojektowano do fragmentu
DNA kodujacego mata podjednostke rybosomowa. Fragment ten zawiera sekwencje kodujace
18S, 5,8S i 28S rRNA rozdzielone sekwencjami niekodujacymi tzw. ITS (ang. Internal
Transcribed Spacer. Startery i sondy dla najczgsciej spotykanych w szkotkach patogendow
P. plurivora, P. cactorum i P. alni zostaty zaprojektowane na podstawie sekwencji regionu
ITS1, natomiast startery i sondy dla nowo stwierdzonych w Polsce gatunkoéw P. lacustris,
P. hungarica, P. megasperma oraz P. quercina i P. pseudosyringae zaprojektowano na
podstawie sekwencji regionu ITS2 (Tab. 20). Sondy wyznakowano na 5’ koncu
specyficznymi  barwnikami  fluorescencyjnymi:  JOE  (6-carboxy-4,5-dichloro-2,7-
dimethoxyfluorescein), TET (5-tetrachlorofluorescein), HEX (5-hexachlorofluorescein), FAM
(6-carboxy-fluorescein) oraz wygaszaczem fluorescencji BHQI na koncu 3’ (Sigma-Aldrich,

Niemcy).

Profil termiczny reakcji PCR zaprojektowano nastgpujaco: denaturacja wstgpna 94°C
przez 3 min, 40 cykli (denaturacja 94°C przez 30 sek; przylaczanie starteréw i sond 55°C
przez 30 sek, synteza 72°C, 30 sek.). Detekcja fluorescencji miata miejsce podczas

przytaczania sond: sondy do P. alni, P. quercina i P. pseudosyringae znakowane HEX —
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kanat zotty, sonda do P. cactorum znakowana TET - kanat zo6tty, sonda do P. plurivora
znakowana 6-FAM — kanat zielony, sondy do P. lacustris, P. hungarica, P. megasperma
znakowane JOE - kanal zo6tty. Sktad mieszaniny reakcyjnej, umozliwiajacej detekcje
patogenow w probach: 10 pl mieszaniny LuminoCt, 2 pl mieszaniny starterow (kazdy 10
mM), 2 ul sondy (P. alni, P. quercina i P. pseudosyringae — 5 mM; P. cactorum — 10 mM;
P. plurivora, P. lacustris, P. hungarica, P. megasperma — 1 mM), 2 ul DNA matrycy
(w przyblizeniu 20 ng). Amplifikacj¢ real-time PCR wykonano w termocyklerze RotorGene
6000 (Qiagen, Niemcy).

Dla procesu standaryzacji reakcji real-time PCR, produkty reakcji PCR zostaty
wytracone etanolem w obecnosci 0.3 M octanu sodu i rozpuszczone w 100 pl wody. Stezenie
produktéw zostato oszacowane za pomoca spektrofotometru NanoDrop ND-1000, a ilo$¢

kopii w 1 mg produktu zostata obliczona wedtug standardowego algorytmu.

Tabela 19. Wzorcowe izolaty i sekwencje gatunkéw Phytophthora

Wzorcowe gatunki Phytophthora Numer GenBank/Q-bank  Produkt PCR (nt)

Phytophthora alni JF300250 109
Phytophthora cactorum JF300214 71
Phytophthora plurivora HQ643312 125
Phytophthora lacustris JX271790 123
Phytophthora megasperma JX274423 123
Phytophthora hungarica JX274428 124
Phytophthora quercina CBS 689.79 112
Phytophthora pseudosyringae JN542830 105
Wyniki

Udowodniono in silico specyficzno§¢ kazdej z testowanych sond i starterow,
poréwnujac ich sekwencje do sekwencji Phytophthora zdeponowanych w bazie GenBank.
Pomigdzy najbardziej spokrewnionymi gatunkami istnialy minimum 2 nukleotydy roznicy
w sekwencji starterow oraz sond. Podczas testow laboratoryjnych z uzyciem DNA
pochodzacym ze wzorcowych izolatow Phytophthora zaobserwowano, ze sondy i startery
charakterystyczne dla P. lacustris, P. megasperma i P. hungarica reaguja krzyzowo. Niska
specyficznos¢ tych sond jest wynikiem bardzo wysokiego (ponad 97%) pokrewienstwa

pomigdzy tymi gatunkami Phytophthora. Pozostate sondy i startery wykazaly si¢ pelna
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specyficznoscia w rozpoznawaniu DNA odpowiadajacych im gatunkéw Phytophthora
(Ryc. 76). Nie zaobserwowano zadnych niespecyficznych reakcji w probach ,$lepych”,
zawierajacych wode zamiast DNA. Wyznaczone na podstawie DNA wzorcowego krzywe
standardowe, stuzace wyznaczaniu ilo§ci materialu genetycznego patogenéw w probkach
srodowiskowych, charakteryzowaly sie wysokim wspotczynnikiem dopasowania R?
wynoszacym od 0,994 (P. alni) do 0,998 (P. plurivora) (Ryc. 77). Wydajno$¢ reakcji
amplifikacji wahata si¢ w granicach od 93.7% (P. cactorum) do 103,2% (P. quercina).

Tabela 20. Startery i sondy zaprojektowane do wybranych gatunkéw Phytophthora

Gatunek Starter 5’ Starter 3’ Sonda

P. alni ctgtcgatgtcaaagtty  atgggtttaaaagataaggg acccaaacgctcgcecatgata
P. cactorum acgtgaaccgtttcaaac Cagccgccaacaataaag — cagccgccaccagacaagac
P. plurivora ccgtatcaacccttttag — geagtataatcagtattgtaga cccagaccgaagtccaaacat
P. lacustris tggaggagtgttcgattc  ggticaaaagccaagcac  caccagttcataccgetgea
P. megasperma tggaggagtgttcgattc  ggttcaaaagccaagcac  tcaccagttcataccgccatg
P. hungarica tggaggagtgttcgattc  ggttcaaaagccaagcac  cgtaccgccaatgacaggaa
P. quercina cttggctttcttecttcc  ggttttgtctgetgtage cgtggcegttgctaattgtgg

P. pseudosyringae  tggaggagtgticgattc  Cacacatagctacggttc atcacgccacagcaagaagaa

Ponizej, przedstawiono miejsca przytaczania si¢ starterow oraz sond do fancuchow DNA
poszczegolnych patogendw. Czcionka pogrubiona zaznaczono kodujace fragmenty DNA

(kolejno geny 18S rRNA, 5.8S rRNA, 28S rRNA).

Phytophthora alni:

CATTACCACACCTAAAAAACTTTCCACGTGAACCGTATCAACCCACTTAGTTGGGGGCCTGTCCTGGC
GGCTGGCTGTCGATGTCAAAGTTGACGGCTGCTGCTGTGTGTCGGGCCCTATCATGGCGAGCGTTTGG
GTCCCTCTCGGGGGAACTGAGCCAGTAGCCCTTATCTTTTAAACCCATTCTTGAATACTGAACATACT
GTGGGGACGAAAGTCTCTGCTTTTAACTAGATAGCAACTTTCAGCAGTGGATGTCTAGGCTCGCACAT
CGATGAAGAACGCTGCGAACTGCGATACGTAATGCGAATTGCAGGATTCAGTGAGTCATCGAAATTTT
GAACGCATATTGCACTTCCGGGTTAGTCCTGGGAGTATGCCTGTATCAGTGTCCGTACATCAAACTTG
GCTCTCTTCCTTCCGTGTAGTCGGTGGATGGGGACGCCAGACGTGAGGTGTCTTGCGGGAGGTCTTCG
GGCTGCCTGCGAGTCCCTTGAAATGTACTGAACTGTACTTCTCTTTGCTCGAAAAGCGTGACGTTGTT
GGTTGTGGAGGCTGCCTGTGTGGCCAGTCGGCGACCGGTTTGTCTGCTGCGGCGTTTAATGGAGGAGT
GTTCGATTCGCGGTATGGTTGGCTTCGGCTGAACAATGCGCTTATTGGACGTTCTTCCTGCTGTGGCG
GTACGGATCGGTGAACCGTAGCTGTGCGAGGCTTGGCCTTTGAACCGGCGGTGTTGGTCGCGAAGTAG
GGTGGCGGCTTCGGCTGTCGAGGGGTCGATCCATTTGGGAACTTGTGTCTCTGCGGCGCGCTTCGGTG
TGCTGCGGGTGGCATCTCAA

Phytophthora cactorum:

CATTACCACACCTAAAAACTTTCCACGTGAACCGTTTCAAACCAAATAGTTGGGGGTCTTGTCTGGTG
GCGGCTGCTGACTTTATTGTTGGCCGGCCTGCTGCTGGACGAGCCCTATCATGGCGAGCGTTTGGGCTTC
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GGCCTGAGCTAGTAGCTTTTCTTTTAAACCCATTCCTTAATACTGATTATACTGTGGGGACGAAAGTC
CTTGCTTTTAACTAGATAGCAACTTTCAGCAGTGGATGTCTAGGCTCGCACATCGATGAAGAACGCTG
CGAACTGCGATACGTAATGCGAATTGCAGGATTCAGTGAGTCATCGAAATTTTGAACGCATATTGCAC
TTCCGGGTTAGTCCTGGGAGTATGCCTGTATCAGTGTCCGTACATCAAACTTGGCTTTCTTCCTTCCG
TGTAGTCGGTGGAGGAGATGCCAGATGTGAAGTGTCTTGCGGCTGGTTTTCGGACCGACTGCGAGTCC
TTTTAAATGTACTGAACTGTACTTCTCTTTGCTCGAAAAGCGTGGCGTTGCTGGTTGTGGAGGCTGCT
ATTGTAGCAAGTTGGCGACCGGTTTGTCTGCTGCGGCGTTAATGGAAGAGTGTTCGATTCGCGGTATG
GTTGGCTTCGGCTGAACAATGCGCTTATTGGATGTTTTTTCTGCTGTGGCGTGATGGACCGGTGAACC
ATAGCTCAGTGGCTTGGCTTTTGAATCGGCTTTGCTGTTGCGAAGTAGAGTGGCGGCTTCGGCTGTCG
AGGGTCGATCCATTTGGGAAATGTGTGTGTACTTCGGTATGCATCTCAA

Phytophthora plurivora:

CATTACCACACCTAAAAAACTTTTCACGTGAACCGTATCAACCCTTTTAGTTGGGGGTCTTG
CTTTTTTTGCGAGCCCTATCATGGCGAATGTTTGGACTTCGGTCTGGGCTAGTAGCTTTTTG
TTTTAAACCCATICTACAATACTGATTATACTGCGGGGACGAAAGTCTCTGCTTTTAACTAG
ATAGCAACTTTCAGCAGTGGATGTCTAGGCTCGCACATCGATGAAGAACGCTGCGAACTGCG
ATACGTAATGCGAATTGCAGGATTCAGTGAGTCATCGAAATTTTGAACGCATATTGCACTTC
CGGGTTAGTCCTGGGAGTATGCCTGTATCAGTGTCCGTACATCAAACTTGGCTTTCTTCCTT
CCGTGTAGTCGGTGGAGGATGTGCCAGACGTGAAGTGTCTTGCGGGTGTCCTTCGGGTCGTC
TGCGAGTCCTTTGAAATGTACTGAACTGTACTTCTCTTTGCTCGAAAAGCGTGGTGTTGCTG
GTTGTGGAGGCTGCCTGCGTGGCCAGTCGGCGACCGGTTTGTCTGCTGCGGCGTTTAATGGA
GGAGTGTTCGATTCGCGGTATGGTTGGCTTCGGCTGAACAGGCGCTTATTGTATGCTTTTCC
TGCTGTGGCGTGATGGGCTGGTGAACCGTAGCTGTGTGTGGCTTGGCTTTTGAATCGGCTTT
GCTGTTGCGAAGTAGAGTGGCGGCTTCGGCTGTCGAGGGTCGATCCATTTGGGAACTTTGTG
TGCACCTCGGTGCGCATCTCAA

Phytophthora megasperma:

CATTACCACACCTAAAAAACTTTCCACGTGAACCGTATCAACCCCTTAAATTTGGGGGCTTG
CTCGGCGGCGTGCGTGCTGGCCTGTAATGGGTCGGCGTGCTGCTGCTGGGCGGGCTCTATCA
TGGGCGAGCGTTTGGGCTTCGGCTCGAGCTAGTAGCTATCAATTTTAAACCCTTTCTTAAAT
ACTGAACATACTGTGGGGACGAAAGTCTCTGCTTTTAACTAGATAGCAACTTTCAGCAGTGG
ATGTCTAGGCTCGCACATCGATGAAGAACGCTGCGAACTGCGATACGTAATGCGAATTGCAG
GATTCAGTGAGTCATCGAAATTTTGAACGCATATTGCACTTCCGGGTTAGTCCTGGGAGTAT
GCCTGTATCAGTGTCCGTACATCAACCTTGGTTTTCTTCCTTCCGTGTAGTCGGTGGAGGAT
ATGCCAGACGTGAAGTGTCTTGCTAGCGGTCTTTCGAGTCTGCCGGTGAGTCCTTTTAAATG
TACTGAACTGTACTCTCTCTTTGCGCGAAAAGCGTGGCGTTGCTGGTTGTGGAGGCTGCCCG
TGTGGCCAGTCGGCGACCGGTTTGTTAGCTGTGGCGTTTGGAGGAGTGTTCGATTCGCGGTA
TGGTTGGCTTCGGCTGAACAATCTGCTTATTGGGTGCTTTTCCTGTCATGGCGGTATGAACT
GGTGAACCGTAGCTGTGTGEGTGCTTGGCCTTTTGAACCGGCTTTGCTTTGCGAAGTAGTGTGG
CGGCTTCGGCTGTCGAGGGGTCGATCCATTTTGGGAAACTTTGTGTGTGCGGCTTCGTGCTG
CGCGCATCTCAA

Phytophthora hungarica:

CATTACCACACCTAAAAAACTTTCCACGTGAACCGTATCAACCCCTTAAATTTGGGGGCTTT
CTCGGCGGCGTGCGTGCTGGCCTGTAATGGGTCGGCGTGCTGCTGCTGGGCGGGCTCTATCA
TGGGCGAGCGTTTGGGCTTCGGCTCGAGCTAGTAGCTATCAATTTTAAACCCTTTCTTAAAT
ACTGAACATACTGTGGGGACGAAAGTCTCTGCTTTTAACTAGATAGCAACTTTCAGCAGTGG
ATGTCTAGGCTCGCACATCGATGAAGAACGCTGCGAACTGCGATACGTAATGCGAATTGCAG
GATTCAGTGAGTCATCGAAATTTTGAACGCATATTGCACTTCCGGGTTAGTCCTGGGAGTAT
GCCTGTATCAGTGTCCGTACATCAACCTTGGTTTTCTTCCTTCCGTGTAGTCGGTGGAGGAT
ATGCCAGACGTGAAGTGTCTTGCTGGCGGTCTTTCGAGTCTGCCGGTGAGTCCTTTGAAATG
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TACTGAACTGTACTCTCTCTTTGCTCGAAAAGCGTGGCGTTGCTGGTTGTGGAGGCTGCCCG
TGTGGCCAGTCGGCGACCGGTTTGTTAGCTGTGGCGTTTAATGGAGGAGTGTTCGATTCGCG
GTATGGTTGGCTTCGGCTGAACAATCTGCTTATTGGGTGCTTTTCCTGTCATTGGCGGTACG
AACTGGTGAACCGTAGCTGTGTGGTGCTTGCCTTTTGAACCGGCTTTGCTGTTTGCGAAGTA
GAGTGGCGGCTTCGGCTGTCGAGGGGTCGATCCATTTTGGGAAACTTTGTGTGTGCGGCTTC
GTGCTGCGCGCATCTCAA

Phytophthora lacustris:

CATTACCACACCTAAAAAACTTTCCACGTGAACCGTATCAACCCCTATAATTCGGGGGCTTG
CTCGGCGGCGTGCGTGCTGGCCTGTAATGGGTCGGCGTGCTGCTGCTGGGCGGGCTCTATCA
TGGGCGAGCGCTTGGGCTTCGGCTCGAGCTAGTAGCTTTTTCTTTTAAACCCATTCTTTAAA
TACTGAACATACTGTGGGGACGAAAGTCTCTGCTTTTAACTAGATAGCAACTTTCAGCAGTG
GATGTCTAGGCTCGCACATCGATGAAGAACGCTGCGAACTGCGATACGTAATGCGAATTGCA
GGATTCAGTGAGTCATCGAAATTTTGAACGCATATTGCACTTCCGGGTTAGTCCTGGGAGTA
TGCCTGTATCAGTGTCCGTACATCAACCTTGGTTTTCTTCCTTCCGTGTAGTCGGTGGAGGA
TATGCCAGACGTGAAGTGTCTTGCTGGCGGTCTTTCGAGTCTGCCGGTGAGTCCTTTGAAAT
GTACTGAACTGTACTCTCTCTTTGCTCGAAAAGCGTGGCGTTGCTGGTTGTGGAGGCTGCCC
GTGTGGCCAGTCGGCGACCGGTTCGTTAGCTGTGGCGTTTAATGGAGGAGTGTTCGATTCGC
GGTATGGTTGGCTTCGGCTGAACAATCTGCTTATTGGGTGCTTTTCCTGCTGCAGCGGTATG
AACTGGTGAACCGTAGCTGTGTGGTGCTTGGCTTTTGAACCGGCTTTGCTTTGCGAAGTAGA
GTGGCGGCTTCGGCTGTCGAGGGGTCGATCCATTTTGGGAAACTTTGTGTGTGCGGCTTCGT
GCTGCGCGCATCTCAA

Phytophthora quercina:

CATTACCACACCTAAAAAAACTTTCCACGTGAACCGTTTCAACCAAATATTTTGGGGGTCTTGTCTGG
CGTATGGCTGCTGCTGTAAAAGGCGGCGGCTGTTGCTGGGTGAGCCCTATCATGGCGAACGTTTGGGC
TTCGGTCTGAACAAGTAGCTCTTTTTTAAACCATTACTTATTACTGATTATACTGTGGGGACGAAAGT
CTCTGCTTTTAACTAGATAGCAACTTTCAGCAGTGGATGTCTAGGCTCGCACATCGATGAAGAACGCT
GCGAACTGCGATACGTAATGCGAATTGCAGGATTCAGTGAGTCATCGAAATTTTGAACGCATATTGCA
CTTCCGGGTTAGTCCTGGGAGTATGCCTGTATCAGTGTCCGTACATCAAACTTGGCTTTCTTCCTTCC
GTGTAGTCGGTGGAGGAGACGCCAGACGTGAAGTGTCTTGCGACTGGTTTTCGGACCGGATGTGAGTC
CTTTGAAATGTACTTTACTGTACTTCTCTTTGCTCGAAAAGCGTGGCGTTGCTAATTGTGGAGGCTGC
CAGTGTGGCCAGTCGGCGACCGETTTTGTCTGCTCGTAGCGTTTAATGGAGGAGTGTTTGATTCGCGGT
ATGGTTGGCTTCGGCTGAACAATGCGCTTATTGGACGTTTTTCCTGCTGTGGCGTGATGGACTGGTGA
ACCGTAGCTGTGCATGGCTTGGCCTTTGAATTGGCTTTTGCTGTTGCGAAGTAGAGTGGCGGCTTCGG
CTGTCGAGGGTCGATCCATTTGGGAAATTTGTGTTGGTAGCTTCGGTTGCTGGCATCTCAA

Phytophtora pseudosyringae:

CATTACCACACCTAAAAAACTTTCCACGTGAACTGTATCGAACAACTAGTTGGGGGTCTTGT
TTGGCGTGCGGCTGCTTCGGTAGCTGCTGCTAGGCGAGCCCTATCACGGCGAGCGTTTGGAC
TTCGGTCTGAGCTAGTAGCTATTTTTTAAACCCATTTTTTAATACTGATTATACTGTGGGGA
CGAAAGTCTCTGCTTTTAACTAGATAGCAACTTTCAGCAGTGGATGTCTAGGCTCGCACATC
GATGAAGAACGCTGCGAACTGCGATACGTAATGCGAATTGCAGGATTCAGTGAGTCATCGAA
ATTTTGAACGCATATTGCACTTCCGGGTTAGTCCTGGGAGTATGCCTGTATCAGTGTCCGTA
CATCAAACTTGGCTTTCTTCCTTCCGTGTAGTCGGTGGAGGAGACGCCAGACGTGAAGTGTC
TTGCGGCGAATTTTCGAATTTGCTGTGAGTCCTTTGAAATGTACTGAACTGTACTTCTCTTT
GCTCGAAAAGCGTGGCGTTGCTGGTTGTGGAGGCTGCCCGCGTGGCCTGTCGGCGACCGGTT
TGTCTGCTGTGGCGTTAATGGAGGAGTGTTCGATTCGCGGTATGGTTAGCTTCGGCTGAACA
AGCGCTTATTGGATGITCTTCTTGCTGTGGCGTGATGGACTGCGTGAACCGTAGCTATGTGTG
GCTTGGCTTTTGAATCGGCTTTGCTGTTGCGAAGTAGAGTGGCGGCTTCGGCTGTCGAGGGT
CGATCCATTTGGGAAATTTGTGTGTATGACTTCGGTTGTATGCATCTCAA
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Norm. Fluoro

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 2 27 28 29 30 3 32 33 3 3}/ 3B 37 38 3 40
Cycle

—_ NTC — P.alni P.eactorum e P.eriptophora < P.eurgpea e P.gonaidogynes

~~~~ P.megasperma  —— P.plurivora weeees Popseudosyringae —— P.guercina weeee Poopaxsoil — P.taxonsalix

Ryc. 76. Identyfikacja DNA P. plurivora za pomoca specyficznego zestawu sond i starterow

Ryc. 77. Krzywe amplifikacji wzorcow dla P. plurivora oraz krzywa standardowa (R?=0.998)

Analiza obecno$ci patogenéow z rodzaju Phytophthora w probach gleby pobranych
spod zamierajacych sadzonek (szkotka lesna Kiejsze, Nadl. Koto) i degboéw (Nadl. Karczma
Borowa, Krotoszyn i Piaski) za pomoca specyficznych sond i starterow w reakcji real-time
PCR wykazata obecno$¢ przede wszystkim P. plurivora oraz P. cactorum. Na 87
analizowanych probek gleby jedynie 5 bylo wolnych od patogendéw z rodzaju Phytophthora.
W 33 (38%) zidentyfikowano obecnos¢ DNA P. cactorum, natomiast w 81 (93%)
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zidentyfikowano obecnos¢ DNA P. plurivora. Az w 31 probkach gleby stwierdzono obecno$é

DNA tych dwoch patogenow korzeni drobnych jednoczes$nie.

Dyskusja

Projektowanie sond stwarza nowe mozliwosci wykrywania patogenow w probkach
srodowiskowych. Dzigki nim mozliwe jest selektywne wykrywanie obcych, inwazyjnych
organizmoéw, do ktorych niewatpliwie naleza patogeny z rodzaju Phytophthora. Zaleta sond
jest mozliwo$¢ wyboru kilku/kilkunastu gatunkéw najbardziej ucigzliwych w szkotkach
le$nych 1 uruchomienia szerokiego programu ich wykrywania w probkach gleby lub wody,
podobnie jak to robi SANEPID. Monitorowanie poszczegdlnych kwater w szkotkach
umozliwi podejmowanie skutecznych dziatan prewencyjnych (unikania infekcji siewek).
Potaczenie wiedzy, gdzie wystepuje dany patogen z lista potencjalnych roslin zywicieli
pozwala na zmiang uprawianych gatunkow (plodozmian) pod katem ich odpornosci na

infekcje.

Dodatkowo, monitoring szkolek moze skutkowa¢ wydawaniem odpowiednich
paszportow zaswiadczajacych, ze material rozmnozeniowy jest wolny od szkodliwych
organizmoéw. Jest to zgodne z Dyrektywa Unii Europejskiej, potrzeba tylko stworzy¢ liste
organizmoéw, ktore uwazane sa w Polsce za szkodliwe. Weryfikacja zdrowotno$ci sadzonek
wysadzanych na uprawy lesne ma zasadnicze znaczenie dla trwaloSci 1 réznorodnosci
biologicznej przysztych lasow. Rocznie w Polsce produkuje si¢ ponad 500 000 sadzonek
(z ktorych duzy odsetek moze by¢ chory) i ktore wysadzone do lasu przeniosg ze soba
patogeny. O ile w szkotkach jesteSmy w stanie przeciwdziala¢ (nawet zupelnie wyeliminowac
patogeny), o tyle w lesie rozwdj chorob zalezy wylacznie od sity natury. W szkotkach
stosowanie odpowiedniego rezimu wodnego, nawozow 1 pestycydow czgsto maskuje chorobg,
ktora ujawnia si¢ dopiero po wysadzeniu w niekontrolowane warunki (np. na terenach

okresowo zalewanych woda).
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Whnioski

1. Na podstawie uzyskanych wynikdbw mozna stwierdzi¢, ze zaprojektowane
gatunkowo-specyficzne startery i sondy dla o$miu gatunkow Phytophthora (P. alni,
P. cactorum, P.plurivora, P. lacustris, P. hungarica, P. megasperma, P. quercina,

P. pseudosyringae) sa przydatne do identyfikacji ww. gatunkéw obecnych w ryzosferze roslin
hodowanych w szkoétkach lesnych.

2. Opracowana metodyka umozliwita precyzyjna identyfikacje patogendw z rodzaju
Phytophthora przez laboratoria IBL.
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4.2. Ocena wystegpowania patogenow 7 rodzaju Phytophthora i Pythium w szkétkach
lesnych - analizy laboratoryjne

Metodyka

Materiat roslinny pobierany ze szkotek lesnych analizowany byl pod katem obecnosci
patogenéw z grupy legniowcow (Phytophthora, Pythium). Przegladano pedy, szyje
korzeniowe i drobne korzenie w celu stwierdzenia objawdéw chorobowych. Do testow
wykorzystywano kawatki tyka i drewna ok. (1-2 c¢cm), ktoére po rozdrobnieniu umieszczano
w buforze i poddawano maceracji. Zebrany przesacz komoérkowy poddawano testom na
obecno$¢ patogenow z rodzaju Phytophthora i Pythium za pomoca testow ELISA (Neogen
Ltd.) (Tab. 22). Badaniom poddano takze glebg pobrana ze strefy ryzosferowej sadzonek.

W badaniach prowadzono obserwacje nad morfologia i fizjologia uzyskanych izolatow
Phytophthora (m.in. P. plurivora, P. quercina, P. cactorum, P. pseudosyringae,

P. cambivora, P. megasperma, P. hungarica, P. europea i inne).

Temperatury kardynalne - wykonano pasaz izolatow Phytophthora z wyjsciowych szalek
Petriego na szalki z agarem marchwiowym (100 ml soku marchwiowego, 2g CaCOs3, 16g
agaru, 900 ml wody destylowanej). Hodowle inkubowano przez 3-5 dni w temperaturze 20
°C. Z uzyskanych kultur wycinano fragmenty o wymiarach 0,5 x 0,5 cm i umieszczano
centralnie na szalkach z agarem marchwiowym. Szalki inkubowano przez 24 godziny
w20°C w celu zainicjowania wzrostu Phytophthora. Nastgpnie przenoszono je do
inkubatorow o temperaturze 10, 15, 20, 25, 30, 32, 35 °C. Dla kazdego izolatu (w kazdym
warlancie temperatury) wykonano trzy powtorzenia (Hall, 1993). Wykonywano pomiary
przyrostu dobowego grzybni wzdhuz wykonanych na szalkach linii, przecinajacych si¢ pod
katem prostym. Wyniki zebrano w tabelach (Tab. 24). Pomiary prowadzono przez 5
kolejnych dni, lub do zaobserwowania braku wzrostu grzybni, lub do zajgcia calej
powierzchni podiloza. Wyliczono sredni dobowy przyrost grzybni, okreslono temperatury

maksymalne i optymalne dla wzrostu grzybni izolatéw Phytophthora.

Stymulacja produkeji sporangiow - szalki inkubowano w 20°C przez 3 do 5 dni.

Z uzyskanych hodowli pobierano fragmenty 1,5x 1,5 cm, umieszczano w szalkach Petriego
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($r. 9cm) 1 zalewano niesterylnym wyciagiem glebowym. Obserwacje wykonywano po 24 —
36 godzinach (Jung i Burges, 2009). Mierzono 25 losowo wybranych sporangiow. Wykonano
zdjgcia w mikroskopie §wietlnym przy powigkszeniu 400x (Zeiss, AXioskop2). W przypadku
braku sporangiow w probce doswiadczenie powtarzano, wykorzystujac hodowle uzyskane na
podiozach: agar stodowy i1 agar ziemniaczany. Zamiennie do wyciagu glebowego stosowano

wyjatlowiong woda ze Stawu.

Obserwacje legni i plemni - z uzyskanych hodowli w 14 — 21 dniu pobierano fragmenty
o wymiarachl,5 x 1,5cm. Analizowano 25 losowo wybranych lggni. Wykonano zdjgcia
w mikroskopie $wietlnym przy powigkszeniu 400x (Zeiss, AXioskop2). W przypadku braku
zadanych struktur w probce do§wiadczenie powtarzano, wykorzystujac hodowle uzyskane na

podtozach: agar stodowy 1 agar ziemniaczany.

Wyniki

Wykonane testy serologiczne z symptomatycznych tkanek potwierdzilty obecno$¢
patogenicznych lggniowcoéw w przypadku korzeni w Nadlesnictwie Augustow, Nadlesnictwie

Borki i Nadlesnictwie Koto (Tab. 22).

Tabela 22. Wynik testow serologicznych ELISA w materiale ze szkotek lesnych

Nadlesnictwo Szkolka Gatunek Material Wynik ELISA
pedy -

Augustow Budy Olcz korzenie +
gleba -
pedy -

Borki Zielonka Dbs korzenie +
gleba -
pedy -

Koto Kiejsze Olcz korzenie +
gleba -

(-) Wynik negatywny - brak obecnosci Phytophthora/Pythium
(+) Wynik pozytywny - obecno$¢ Phytophthora/Pythium
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Zastosowanie metody putapkowania (ang. baiting) wedlug protokotu opisanego przez
Jung (2009) pozwolilo na wyizolowanie z gleby pobranej ze szkodtek patogendow z rodzaju

Phytophthora (Tab. 23)

Tabela 23. Wystgpowanie Phytophthora w glebie w szkotkach lesnych

Nadlesnictwo  Szkoélka Identyfikacja Phytophthora
Cewice Okalice Phytophthora sp.

Torun Janowo P. alni

Koto Kiejsze P. plurivora

Przasnysz Karwacz P. plurivora

Nowy Targ Beskid Phytophthora sp.

Zednia Podozierany  P. alni

Augustow Budy Phytophthora sp.

Chojnoéw Zabieniec P. alni

Borki Zielonka P. plurivora

Najczesciej wystgpujacym w szkotkach gatunkiem okazat si¢ patogen P. plurivora,
dlatego ponizej wybrano go jako przyktad prowadzonych badan na morfologia. Wszystkie
izolaty przygotowano do obserwacji morfologii na statych pozywkach maltozowych lub
warzywnych V8, tworzyly one wzor wzrostu podobny do chryzantemy (Ryc. 78).

Ryc. 78. Kolonia P. plurivora po 7 dniach wzrostu w temp. 22°C w ciemnosci na pozywce
maltozowej (MA), marchwiowej (CA) i ziemniaczanej (PDA).
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Optymalna temperatura dla wzrostu P. plurivora wynosita okoto 25°C, podczas gdy
temperatura minimalna wynosi <10°C, a maksymalna wynosita 35°C. Promieniowy wzrost

kolonii przy temperaturze optymalnej (25°C) wyniost srednio ponad 8 mm / dzien (Ryc. 79).

Tabela. 24. Temperatury kardynalne i optymalne dla wybranych izolatow Phytophthora oraz
sredni dobowy przyrost w optymalnych warunkach temperatury

[«B}
c
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E E £ g g g g g
s & =2 £ © © © g
E R 8§ 2 5 g g8 8 2
© o o o 3 o o o é
o o o o 4 oo o A
(@] — < (90 o Lo (@] — N~
o AN [qV} — et — (@] — o
(9V} [9\} (qV} [9\} [9\} AN [9\} [9\}
- - - - o - - - -
Q @O @O o @ @ @ @ @
Temp. optymalna [°C] 30 25 25 25 25 20 25 25 30
Temp. maksymalna [°C] 3 32 32 3B 35 32 32 32 35
Temp. minimalna [°C] <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
$redni wzrost [mm/dzien] 39 8,1 87 83 80 58 23 28 153
max wzrost [mm/dzien] 33 83 84 84 91 61 24 44 165
min wzrost [mm/dzien] 28 48 54 65 64 52 18 18 12,6

Zarodnie znajdywano gtéwnie pojedynczo na prostych konidioforach (Ryc. 80).
Zarodnie byly trwale, o duzej zmiennosci ksztattu (owalne, elipsoidalne). Wyglad takich
zmiennych zarodni P. plurivora opisali Jung i Burgess (2009). W ich badaniach zarodnie
rowniez wykazaty duza zmienno$¢ wielkosci, i wykonane pomiary 50 losowo wybranych
dojrzatych zarodni miescity si¢ w przedziatach 20.2-62.5 x 14.7-43.8 mikrometrow, z
warto§ciami Srednimi 48,6 X 31,4 mikrometrow. Stosunek dlugosci do szerokosci wynosit 1,5.

Srednia warto§¢ 28 pustych otworéw zarodni wynosita ok. 8,5 mikrometrow.
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Ryc. 79. Wzrost promieniowy P. plurivora IBL213 na pozywce marchwiowo-agarowej.

Legnie (Oogonia) byty gtadkie, bezbarwne lub brazowe, przewaznie kuliste, lub bardzo
rzadko o wydhluzonym ksztatcie lub prawie kuliste (Ryc. 80), o wymiarach 20,9 - 37,3
mikrometrow, przy sredniej wartosci 30,2 mikrometrow. Zarodniki (oospory) mierzyty 15,3 -
35,2 mikrometroéw, przy sredniej $rednicy 24,9 mikrometrow. Ich grubo$¢ $cian wynosita 1.1-
3.8 mikrometrow. Przylegle do nich plemnie (antheridia) byty raczej nieregularnego ksztattu
i mierzyty 5.3-16.6 x 4.1-13.5 mikrometréw, $rednio 12,4 X 7,6 mikrometrow.
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Ryc. 80. Rézne ksztalty zarodni P. plurivora i typowe legnie (oogonia) z zarodnikami
oosporami i plemnie (antheridia): a i e) regularne w ksztalcie; b) jajowate; ¢ i d)
ampuliformiczne; f) z podwojnymi wierzchotkami: g) z simpodialnymi rozgat¢zieniami; h)
puste zarodnie (sporangia) z waskim otworem wyj$ciowym, i) obrzeki strzepek; j) kietkujace
zarodnie, z malym obrzegkiem; k) wydluzone, nieregularne w ksztalcie lggnie; 1, m, n, o)
kuliste lggnie z przyleglymi plemniami.
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4.3. Testy patogenicznosci izolowanych organizmow wobec podstawowych gatunkow

lasotwdrczych drzew

W szklarni IBL zatozono do$wiadczenia wazonowe z siewkami debu (Quercus robur
L.) i buka (Fagus sylvatica L.) wyhodowanymi z nasion (wolne od patogenow). Rosty one
W wysterylizowanym podtozu (ziemia ogrodnicza z dodatkiem perlitu). Inokulacji roslin
dokonano doglebowo oraz poprzez nacigcia peddéw 1 przylozenie inokulum, ktore
zabezpieczono wilgotna watka, folig aluminiowa i parafilmem. Jako inokulum testowano
czyste izolaty P. plurivora, P. quercina i P. cactorum. W wariancie kontrolnym wykonano
tylko nacigcia i przytozono sterylna pozywke. W wariancie doglebowym, umieszczono
pozywke przerosnigta patogenami z rodzaju Phytophthora w otworach i okresowo zalewano

woda (symulacja powodzi).

Wplyw nawozenia preparatem Actifos na zdrowotnos¢ debow szypulkowych Quercus

robur L. zainfekowanych patogenami z rodzaju Phytophthora

Metodyka

Celem doswiadczenia bylo okre$lenie podatnosci sadzonek dgbow oraz bukéw na
infekcje patogenami z rodzaju Phytophthora oraz okreslenie patogenicznos$ci badanych
1zolatow legniowcow wzgledem sadzonek drzew.

Do doswiadczen wykorzystano 1-roczne siewki dgbu szyputkowego, wyhodowanego
Z nasion dostarczonych przez ZGiHDL IBL. Siewki rosty w doniczkach o pojemnosci 7 |
wypetnionych mieszanka ziemi ogrodowej 1 wermikulitu (2:1). Wzrost ro$lin prowadzony byt
w kontrolowanych warunkach w szklarni IBL (temperatura 21°C, o$wietlenie 12h fotoperiod)
oraz st¢zeniach CO,. normalnym - 400 ppm i dwukrotnie podwyzszonym - 800 ppm. Siewki
debu zostaty sztucznie zainfekowane patogenem Phytophthora quercina (izolaty 1BL209
i IBL211) wedlug metodyki Jung’a (2009; Jung i in. 1996, 2000) (Ryc. 81).
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W doswiadczeniu przyjeto nastgpujace warianty:

1. kontrola bez zabiegow;

2. infekcja sadzonek patogenem Phytophthora quercina;

3. dolistne nawozenie sadzonek preparatem Actifos (0,6%)

4. infekcja sadzonek patogenem P. quercina + nawozenie preparatem Actifos (0,6%)
Nawozenie preparatem Actifos wykonano dwukrotnie: dwa dni przed (zapobiegawczo)

sztuczna inokulacja P. quercina oraz dwa tygodnie po infekcji (leczniczo).

Ryc. 81. Stymulacja tworzenia si¢ zoosporangiow z zoosporami w glebie poprzez
sztuczne podtapianie roslin przez okres 72 godzin

Po czterech miesiacach od infekcji, sadzonki (15 sztuk) wyjeto z doniczek i poddano je
pomiarom parametroOw biometrycznych (dtugos¢ czgsci nadziemnej 1 podziemnej sadzonek).
Dodatkowo system korzeniowy poddano analizie na skanerze EPSON Perfection V700 Photo
Z oprogramowaniem WinRHIZO® biorac pod uwagg takie parametry jak catkowita dlugosé
korzeni (TRL), powierzchnia (FRSA) i stosunek dlugosci drobnych korzeni do dlugosci
korzeni matecznych (FRL/MRL). Analizy statystyczne wykonano za pomoca testu Kruskala-
Wallisa (STATISTICA v. 10).
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Wyniki

Postepujac zgodnie z postulatami Kocha, po czterech miesiacach od sztucznej

inokulacji z sadzonek reizolowano wprowadzony wcze$niej patogen P. quercina.
Stezenie atmosferyczne CO, (400 ppm)

Analizujac dlugo$¢ pedéw sadzonek rosnacych w réznych wariantach do§wiadczenia
nie zaobserwowano wplywu infekcji na dhugos¢ czgsci nadziemnych (p=0,2373). Dodatek
nawozu Actifos nie spowodowal znaczacego przyrostu czgs$ci nadziemnej u sadzonek
infekowanych, jednakze dziatanie nawozu w przypadku sadzonek zdrowych spowodowato
nieznaczny wzrost dlugosci pedéw (Ryc. 82.1). Bylo to prawdopodobnie spowodowane

dostarczeniem dawki azotu (N=10%).

Podobnie, jak w przypadku analizy dlugosci peddéw, nie zauwazono statystycznie
istotnych réznic w dlugosci systemoé6w korzeniowych u sadzonek poddanych zabiegowi
(p=0,4974). Nie zaobserwowano tez wplywu nawozu Actifos na dlugo$¢ systemow

korzeniowych siewek zdrowych czy zainfekowanych (Ryc. 82.2).

Analizujac wskaznik drobnych korzeni (FRL/MRL), bedacy ilorazem dtugosci korzeni
drobnych (<2 mm) do korzeni matecznych nie zaobserwowano statystycznie istotnych réznic
(p=0,1454). Jednakze, najnizsze warto$ci wskaznika FRL/MRL zaobserwowano w wariancie
z infekcja siewek Phytophthora, podczas gdy najwigksze warto$ci obserwowano w przypadku
sadzonek zainfekowanych, lecz potraktowanych preparatem Actifos (Ryc. 82.3). Swiadczy to
0 korzystnym, wigkszym udziale drobnych korzeni w catkowitej masie korzeni. Powierzchnia
zajmowana przez korzenie drobne nie roznila si¢ istotnie pomigdzy badanymi wariantami,

p=0,1829 (Ryc. 82.4).
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Ryc. 82. Dlugos¢ pedow (1), systemow korzeniowych (2), FRL/MRL (3) i FRSA (4) u siewek
debu szyputkowego rosnacych w stezeniu 400 ppm CO,

Stezenie podwyzszone CO, (800 ppm)

Podobnie jak w wariancie poprzednim, nie zaobserwowano statystycznie istotnych
réznic w dhlugosci czgsci nadziemnej i podziemnej siewek zainfekowanych patogenem

P. quercina i traktowanych preparatem Actifos (Ryc. 83.1i 83.2).

Analizujac wskaznik drobnych korzeni FRL/MRL zaobserwowano statystycznie
istotne réznice pomigdzy wariantami zabiegowymi (p=0,0277). Znaczaco wigcej wartosci
dhugoséci drobnych korzeni posiadaly siewki kontrolne oraz zainfekowane, podczas gdy
w wariancie z dodatkiem preparatu Actifos stosunek dtugosci drobnych korzeni byl mniejszy
od pozostatych wariantow (Ryc. 83.3). Powierzchnia zajmowana przez drobne korzenie

(FRSA) nie byta zalezna od wariantu doswiadczenia (p=0,5819).
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Ryc. 83. Dlugos¢ pedow (1), systemow korzeniowych (2), wskaznik FRL/MRL (3) i
powierzchni drobnych korzeni FRSA (4) u siewek debu szyputkowego rosnacego w stezeniu
800 ppm CO;,

Analizujac wplyw podwyzszonego stezenia CO, w atmosferze na parametry
biometryczne siewek debu szyputkowego zaobserwowano, iz znaczaco zmniejszyt si¢ udziat
dhugosci drobnych korzeni w stosunku do dlugo$ci korzeni matecznych u sadzonek rosnacych
w podwyzszonym (800 ppm) stezeniu CO; (p=0,0128) (Ryc. 84). Stezenie CO, nie miato
natomiast istotnego wptywu na dlugosci pedow (p=0,1642) oraz korzeni (p=0,2707), cho¢

siewki rosnace w uzdatnionej w CO; atmosferze osiagaty wigksze przyrosty.

Zaobserwowano, ze skuteczno$¢ preparatu Actifos zmieniata si¢ w zalezno$ci od
stezenia CO,, U sadzonek rosnacych w podwyzszonym stgzeniu CO, nawozenie pozytywnie
wplyneto na przyrost pedéw (p=0,0054) oraz na powierzchni¢ zajmowana przez drobne

korzenie (p=0,0323). Wskaznik dlugosci drobnych korzeni (<2mm) w stosunku do dtugosci
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korzeni matecznych byl rowniez wigkszy u siewek poddanych nawozeniu i1 rosnacych

W podwyzszonym stgzeniu CO,, cho¢ te rdznice nie byly statystycznie istotne.

Nie zanotowano statystycznie istotnego wplywu nawozenia preparatem Actifos
ainfekcja P. quercina na warto$ci parametréw biometrycznych u sadzonek rosnacych
W roznych stezeniach CO,. Zauwazono jedynie nieznaczne zwigkszenie wszystkich
omawianych parametrow w przypadku sadzonek rosnacych w podwyzszonym st¢zeniu CO;

(Ryc. 84).
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Ryc. 84. Dlugo$¢ pedow (1), systemow korzeniowych (2), FRL/MRL (3) i FRSA (4)
sadzonek debu szyputkowego zainfekowanych P. quercina i nawozonych Actifos w
zaleznosci od stezenia CO2
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Dyskusja

Ogolnie rzecz biorac, deby (wariant kontrolny) rosty lepiej w podwyzszonym (800
ppm) stgzeniu CO,, co zostalo potwierdzone statystycznie istotnymi réznicami w dtugos$ci
pedow. Jednakze nie stwierdzono roznicy w rozwoju systemu korzeniowego. Wysokie
stezenie CO, lepiej stymuluje rozwdj korzeni macierzystych u debow kontrolnych
W poréwnaniu z sadzonkami rosnagcymi w naturalnym (400 ppm) stezeniu CO,. Dowodem na
to jest znacznie wyzszy wskaznik dtugosci korzeni drobnych do dhugosci korzeni matecznych
(FRL/MRL) w stezeniu 800 ppm CO,. Pod wzgledem powierzchni korzeni drobnych (FRSA)
nie stwierdzono statystycznie znaczacej roznicy pomi¢dzy wariantem kontrolnym w réznych
warunkach stezenia CO; (800 1 400 ppm), chociaz nieco wyzsze warto$ci stwierdzono
w przypadku wariantu z podwyzszonym CO;. Inokulacja debéw P. quercina nie miata
znaczacego wplywu na rozwoj pedoéw 1 korzeni, jednakze byty one lepiej rozwinigte
w atmosferze o wyzszej koncentracji CO;,. Potwierdzono to w odniesieniu do S$redniej
wartosci dlugosci korzeni 1 warto$ci wskaznika FRL/MRL, jak réwniez FRSA w obu
wariantach CO,. Zastosowanie preparatu Actifos miato znaczacy wptyw na rozwoéj pedow
I powierzchni drobnych korzeni (FRSA) w podwyzszonym (800 ppm) stezeniu COo,
jednakze nie odnotowano statystycznie znaczacych réznic w przypadku parametrow
FRL/MRL oraz dlugosci systemu korzeniowego. Niemniej jednak, $rednia warto$¢
wskaznika FRL/MRL byta wigksza w przypadku wigkszego stezenia CO2, co $wiadczy
0 zwigkszonym udziale drobnych korzeni w takich warunkach. Zastosowanie preparatu
Actifos poprzez wplyw na lepszy rozwoj siewek 1 ochrong czgséci systemoéw korzeniowych
maskuje objawy choroby. Nie wiadomo czy siewki o stymulowanym wzro$cie sa zupetnie
zdrowe, co utrudnia ich wzrokowa selekcje w szkotkach. Istnieje ryzyko, ze z pozoru zdrowe
sadzonki po wysadzeniu w sprzyjajace dla rozwoju patogena warunki wilgotnoSciowe
ujawnia symptomy uszkodzenia, na skutek rozpoczgtych w szkotce procesow chorobowych.
To zagadnienie wymagac¢ bedzie dalszych badan. Dodatkowo, trzeba wzia¢ pod uwage fakt,
ze patogen P. quercina charakteryzowat si¢ powolnym wzrostem. Wyniki te sugeruja, ze by¢
moze eksperyment wazonowy trwatl zbyt krotko (4 miesiace), albo tez uzyte
W doswiadczeniu szczepy patogena nie byly szczegélnie zjadliwe w stosunku do juz
zdrewniatych tkanek roslinnych. Ucierpiaty przede wszystkim najdrobniejsze korzonki, ktore
po obumarciu odpadly i stanowily podloze na ktorym patogen mogt si¢ rozwija¢ poza

zywicielem 1 atakowa¢ ponownie w okresach sprzyjajacej wilgotnosci gleby (okresach
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w ktorych zalewano rosliny). Ten fakt jest zgodny z obserwacjami Junga (1999), ktory
zauwazyl, ze patogen P. quercina atakuje i1 uszkadza tylko drobne korzenie natomiast nie

rozwija si¢ w tkankach szyi korzeniowych czy podstawy pedow.

Whnioski

1. Sztuczna infekcja patogenem Phytophthora quercina nie spowodowata
$miertelnosci wséréd 12-miesigcznych sadzonek dgbu, a jedynie zmniejszenie dlugosci

i powierzchni systemow korzeniowych (zarowno gtéwnych jak i korzeni drobnych).

2. Po czterech miesiacach od wprowadzenia inoculum P. quercina do gleby, patogen
nadal byt z niej reizolowany. Oznacza to iz zainfekowana gleba jest Zzrodtem choroby,
a patogen moze by¢ roznoszony ze szkotek na uprawy i do drzewostanéw lesnych nie tylko

w chorych tkankach ale przede wszystkim wraz z bryla korzeniowa.

3. Zastosowanie preparatu Actifos polepszalo parametry wzrostu siewek
(powierzchnig¢ i dtugo$¢ korzeni) w pordwnaniu z siewkami rosnacymi w zainfekowanym

podtozu patogenem Phytophthora quercina.

4. Wysokie warto$ci btgdu standardowego 1 odchylenia dla mierzonych parametrow
(m.in. wysokosci pedow, dlugosci korzeni itp.) wskazuja na mala przydatnos¢ tych

parametrow w ocenie zdrowotnosci jednorocznych siewek debu.
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Patogeniczno$¢ wybranych gatunkow Phytophthora wzgledem siewek dg¢bu
szypulkowego Quercus robur L., dgbu burgundzkiego Quercus cerris L. oraz buka
zwyczajnego Fagus sylvatica L.

Metodyka

Celem doswiadczenia bylo okreslenie podatnosci sadzonek debow oraz bukow na
infekcj¢ patogenami z rodzaju Phytophthora oraz okre$lenie patogenicznos$ci badanych

izolatéw lggniowcow wzgledem sadzonek drzew.

Do doswiadczen wykorzystano 5 miesigczne siewki debu szyputkowego oraz buka
zwyczajnego, wyhodowanego z nasion dostarczonych przez ZGiHDL IBL. W testach
wykorzystano takze 3 miesigczne siewki dgbu burgundzkiego (Quercus cerris L.)
wyhodowanego z nasion pochodzacych z Bulgarii. Rosliny rosty w osobnych doniczkach,
kazda o pojemnosci 1,8 I, wypetnionych mieszanka sterylnej ziemi ogrodowej i piasku.
Wzrost roslin oraz eksperyment prowadzone byty w kontrolowanych warunkach temperatury

(21°C) 1 o$wietlenia (12h fotoperiod) w szklarni IBL.

Do testow uzyto nastgpujace izolaty Phytophthora:
1) testy na sadzonkach debow Q. robur i Q. cerris

a) Phytophthora quercina (izolat IBL211, kolekcja IBL)

b) Phytophthora quercina (izolat P 290, kolekcja American Type Culture Collection)
2) testy na sadzonkach buka zwyczajnego

a) Phytophthora plurivora (izolat IBL219, kolekcja IBL)

b) Phytophthora cactorum (izolat IBL221, kolekcja IBL)

c) Phytophthora cactorum (izolat P 163, kolekcja American Type Culture Collection)
3) testy na wszystkich gatunkach ro$lin (izolaty z Bulgarii)

a) Phytophthora cryptogea (izolat Belasical0/3)

b) Phytophthora plurivora (izolat Velingradl/1)

c) Phytophthora plurivora (izolat Tulovo4/1)

d) Phytophthora cambivora (izolat Vitosha 4/1)

e) Phytophthora plurivora (izolat Tulovo7/3)

f) Phytophthora rosacearum (izolat Tulovo8/2)

g) Phytophthora cryptogea (izolat Bankyal/1)

h) Phytophthora plurivora (izolat Tran2/1)
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Sadzonki zostaty sztucznie zainfekowane badanymi gatunkami Phytophthora wedtug
metody opisanej przez Jung’a (2009). Kora pedow zostata nacigta i podwazona sterylnym
skalpelem na dlugos$ci 6 mm, a nastepnie do tak powstalej rany przyktadano fragmentu agaru

(5x5 mm) przerosnigtego grzybnia legniowcow (Ryc. 85). Miejsce inokulacji owijano

wilgotng sterylna wata, owijano parafilmem i zabezpieczano folia aluminiowa.

Ryc. 85. Przygotowanie sadzonki do sztucznej inokulacji patogenami Phytophthora

W  doswiadczeniu wykorzystano uklad z dwoma wariantami kontrolnymi —
W pierwszym sadzonki nie byty uszkadzane, w drugim pedy sadzonek nacinano 1 przyktadano
fragment sterylnego agaru. Po uptywie trzech tygodni oceniano zmiany w tkankach sadzonek
(pomiar dtugosci nekrozy) oraz reizolowano wprowadzone patogeny w mysl reguly Kocha

(N=15).

Wyniki

W sadzonkach kontrolnych nie zaobserwowano zmian nekrotycznych tkanek oraz
nastapito zabliznianie si¢ ran po nacigciach.

Wybrane do testowania izolaty P. quercina (IBL211 i P 209) nie wykazaly znacznego
stopnia patogeniczno$ci w stosunku do sadzonek debu szyputkowego. Obserwowano jedynie
nieznaczna stref¢ nekrozy w miejscu inokulacji, natomiast brak bylto strefy rozszerzania
nekrozy wzdhuz pedu $wiadczacej o transmisji patogena. Z tkanek nie reizolowano
wprowadzanych szczepéw P. quercina. lzolaty P. quercina byly jednak patogeniczne
wzgledem sadzonek debu burgundzkiego, powodujac powstawanie nekroz na pedach srednio

na dhugosci 28,4 cm (izolat P 290) i 3,8 cm (izolat IBL211).
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Ryc. 86. Wrazliwos¢ sadzonek buka zwyczajnego na infekcje Phytophthora

W przypadku sadzonek buka, we wszystkich wariantach dos$wiadczenia
zaobserwowano przebarwienia tkanek pedu, $wiadczace o nekrozie wywotanej patogenami
Phytophthora. Nekroza rozwijata si¢ zarowno powyzej jak i ponizej miejsca zranienia.
Zjadliwos¢ patogenow P. plurivora IBL219 i P. cactorum P163 nie réznita si¢ znaczaco od
siebie, natomiast izolat P. cactorum IBL221 wykazywal znacznie nizsza patogeniczno$¢
w stosunku do sadzonek buka niz pozostate dwa izolaty (Ryc. 86). Z tkanek przejawiajacych

infekcje reizolowano wprowadzony patogen (Ryc. 87).

Ryc. 87. Grzybnia P. plurivora IBL219 wyizolowana z zainfekowanych tkanek buka
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Analizujac patogeniczno$¢ izolatow Phytophthora pochodzacych z Butgarii (Ryc.88)
zaobserwowano catkowity brak symptoméw chorobowych w tkankach dgbu szyputkowego
infekowanych patogenami pochodzacymi spoza granicy Polski. Nie mniej jednak dokonano
reizolacji patogenow Bull, Bul2, Bul4, Bul5, Bul6 i Bul8 z niesymptomatycznych tkanek, co
sugeruje mozliwos¢ rozwoju choroby bez widocznych objawoéw ze strony rosliny.
W przypadku sadzonek buka zwyczajnego 6 izolatow pochodzenia balkanskiego
spowodowato wystapienie nekrozy. Izolaty P. plurivora Bul4 i P. rosacearum Bul7 nie
wykazaty zadnej patogenicznosci w stosunku do sadzonek buka. Sadzonki buka
burgundzkiego, pochodzace podobnie jak badane patogeny z terenu Bulgarii, okazaty si¢
bardziej wrazliwe niz sadzonki polskie. Jeden izolat, P. rosacearum Bul7, nie wywotat
widocznych symptoméw chorobowych u zadnego z trzech testowanych gatunkow drzew,

jednak zostal reizolowany z tkanek dgbu burgundzkiego i buka zwyczajnego.
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Ryc. 88. Patogenicznos¢ izolatoéw Phytophthora wzgledem siewek buka zwyczajnego oraz
debu szyputkowego 1 burgundzkiego
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Dyskusja

Zauwazalne jest, ze sadzonki Quercus robur w bardzo zblizony sposob reagowaty na
infekcj¢ patogenami z rodzaju Phytophthora. Wokot miejsca wprowadzenia kazdorazowo
obserwowano niewielki obszar martwiczych tkanek, ktéry przypominal reakcje
nadwrazliwos$ci. Niemniej jednak patogen zdolny byl do infekowania dalej potozonych
tkanek, co potwierdzono przez reizolacje patogenu z bezobjawowych tkanek roslinnych.
W odpowiedzi na infekcje Phytophthora spp. u sadzonek Fagus sylvatica obserwowano
brazowe przebarwienia todygi, ktory rozprzestrzenialy si¢ zazwyczaj w obu kierunkach od
miejsca wprowadzenia. U sadzonek Quercus cerris obserwowano natomiast wyrazne czarne

przebarwienia todygi .

W przypadku infekcji Q. robur patogenami P. quercina ponowna izolacja patogenu
z tkanek roslinnych nie powiodla sig, co moze by¢ do pewnego stopnia wyjasnione powolnym
wzrostem patogenu. Innym mozliwym wyjasnieniem jest to, ze P. quercina jest bardziej
zjadliwa w stosunku do korzeni drobnych niz innych tkanek ro§linnych. Wykazano natomiast,
ze testowany izolat P. plurivora jest chorobotworczy dla sadzonek buka zwyczajnego oraz ze
izolat IBL221 P.cactorum jest mniej patogeniczny niz izolat P.cactorum P163. W przypadku
izolatow butgarskich testowano 2 izolaty P. cryptogea (Bull i Bul8); 4 izolaty P. plurivora
(Bul6, Bul10, Bul2 i Bul4); 1 izolat P. cambivora (Bul5) oraz 1 izolat P. rosacearum (Bul7).
Zarowno P. cryptogea izolat Bull jak i Bul8 wykazuja podobna chorobotworczosé, jednak sa
bardziej zjadliwe w stosunku do debu Q. cerris niz dla buka F. sylvatica. Siewki debu
Q. robur nie wykazywaly rozszerzajacej si¢ nekrozy tkanek, ktore pozostawaty ograniczone
do niewielkiego obszaru wokot punktu szczepienia. Na podstawie pomiarow dlugosci
odbarwienia obserwowanego na todygach Q. cerris i F. sylvatica wydaje sig, ze izolat
P. plurivora Bul10 (izolowany z tkanek A. glutinosa) jest bardziej zjadliwy wzgledem siewek
Q. cerris i F. sylvatica niz izolat P. plurivora Bul6 izolowany z tkanek Q. robur. lzolat
P. plurivora Bull0 nie zostal pomyslnie reizolowany z tkanek Q. cerris i Q. robur
W przeciwienstwie do izolatu P. plurivora Bul6, ktory z powodzeniem ponownie
wyizolowano ze wszystkich trzech testowanych gatunkow roslin (w mysl postulatow Kocha).
Izolaty P. plurivora Bul2 i Bul4 powodowaty powazniejsze obrazenia u siewek Q. Cerris niz
u siewek F. sylvatica i Q. robur. W przypadku F. sylvatica i Q. robur nekroza tkanek
ograniczona byla jedynie do obrzeza ran po zabiegu inokulacji. Nie stwierdzono widocznych
objawow $wiadczacych, ze patogeny rozwijaty si¢ w tkankach roslin, chociaz z powodzeniem
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reizolowano je z asymptomatycznych tkanek pedow. Izolat P. cambivora Bul5 okazat si¢
bardziej zjadliwy dla siewek F. sylvatica niz Q. cerris i Q. robur. Patogen ten ponownie
reizolowano jedynie z 1 na 8 zaszczepionych siewek Q. robur i z 3 na 8 siewek Q. cerris.
Siewki wszystkich trzech gatunkoéw roslin  zainfekowanych izolatem Phytophthora
rosaceraum Bul7 wykazaly jedynie zmiany nekrotyczne wokol miejsc inokulacji. Nie
zaobserwowano zadnych innych widocznych symptomdéw sugerujacych trwajacy proces
chorobowy. Patogen ponownie jednak izolowano z tkanek Q. cerris i F. sylvatica, natomiast

reizolacja nie powiodta si¢ w przypadku tkanek Q. robur.

Whnioski

1. Patogeny Phytophthora moga rozwija¢ si¢ w tkankach ro$lin, nie powodujac

widocznych objawow.

2. Patogen P. quercina, ktéry uwazano dotychczas, ze moze si¢ rozwija¢ wylacznie
w tkankach drobnych korzeni, reizolowano ze sztucznie inokulowanych pedow w odleglosci

kilkunastu centymetrow od miejsca wprowadzenia go w tkanki dgbow.

3. Wsrdd izolatow jednego gatunku Phytophthora istnieje wysoka zmiennos¢

patogenicznosci.

4. Mimo izolacji geograficznej, izolaty Phytophthora pochodzace z potudnia Europy

sa w stanie zainfekowaé i wywota¢ symptomy chorobowe u roslin pochodzacych z Polski.
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RozpZIAL 5. PODSUMOWANIE

Obowiazek stosowania zasad integrowanej ochrony ro$lin przez wszystkich
profesjonalnych uzytkownikéw srodkoéw ochrony roslin poczawszy od dnia 1 stycznia 2014 r.
wynika z postanowien art. 14 dyrektywy 2009/128/WE oraz rozporzadzenia nr 1107/2009.
Artykut 55 rozporzadzenia nr 1107/2009/WE stanowi, ze $rodki ochrony roslin musza byc¢
stosowane wiasciwie. Wtasciwe stosowanie srodkow ochrony roslin obejmuje m.in. zgodnos¢
z postanowieniami dyrektywy 2009/128/WE, a od dnia 1 stycznia 2014 r. zgodno$¢ z
og6lnymi zasadami integrowanej ochrony roslin, o ktérych mowa w art. 14 oraz zalaczniku
Il do tej dyrektywy. Obowiazek stosowania integrowanej ochrony roslin reguluja takze
przepisy krajowe - ustawa z dnia 8 marca 2013 r. o $§rodkach ochrony roslin (Dz. U. poz. 455)
oraz rozporzadzenie Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 18 kwietnia 2013 r. w sprawie
wymagan integrowanej ochrony roslin (Dz. U. poz. 505). Jej idea polega na
komplementarnym stosowaniu wielu (lub wszystkich) mozliwych metod ochrony roslin,
a w szczegolnosci metod niechemicznych, w sposob minimalizujacy zagrozenie dla zdrowia
ludzi, zwierzat oraz dla srodowiska. W zwiazku z powyzszym, w Ministerstwie Rolnictwa
I Rozwoju Wsi opracowano projekt krajowego planu dziatania na rzecz ograniczania ryzyka

zwigzanego ze stosowaniem $rodkow ochrony roslin na lata 2013-2017.

Konieczno$¢ zastosowania integrowanej ochrony szkotek powoduje, ze poszukiwane sa
alternatywne metody pozwalajace uzyska¢ wysoka jako$¢ materiatu szkotkarskiego. Waznym
elementem projektu byly testy dostgpnych na rynku preparatow poprawiajacych zdrowotnos¢
roslin. Analizowane dane literaturowe wskazuja na szeroka mozliwo$¢ wykorzystania
w szkotkarstwie leSnym nawozow - stymulatorow odpornosci roslin do ograniczania choréb,
zarowno w zakresie bezposredniego dzialania na patogeny jak rowniez poprzez dziatanie
prozdrowotne na ro$liny poprawiajace ich stan fizjologiczny oraz poprzez indukcjg
mechanizmow  obronnych roslin SAR/ISR. Przeprowadzone badania potwierdzity
skutecznos$¢ niektorych z nich 1 beda mogty by¢ one zastosowane w ramach obowiazujacej od
tego roku integrowanej ochrony szkoétek lesnych. Stosowane w rolnictwie preparaty na bazie
efektywnych mikroorganizméw oraz zielone nawozy w celu zwigkszenia produktywnosci
upraw, oraz poprawy wiasciwosci fizykochemicznych oraz biologicznych gleb (szczegdlnie
poprzez zwigkszenie dostgpnosci skladnikéw mineralnych, powigkszenie udziatu materii

organicznej oraz ograniczenie wystgpowania czynnikow chorobotwoérczych) nie potwierdzity
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swoich wlasciwosci w badanych szkotkach lesnych, stad tez nie zostaty rekomendowane do
szerokiego stosowania w lesnictwie. Preparaty oparte na bazie efektywnych
mikroorganizmow (EM) nie daty jednoznacznych wynikéw badan. W przypadku dwuletnich
deboéw rosnacych na tej samej szkotce (w Nadl. Chojnéw) i w tych samych warunkach
srodowiskowych wptyngly one korzystnie na rozwo6j mykoryz (ilo$¢ i jako§¢ morfotypow),
natomiast u sadzonek bukowych odwrotnie. W szkotce lesnej Budy (Nadle$nictwo
Hajnowka) jednoroczne siewki debowe i swierkowe, u ktérych zastosowano preparat EM nie
roznily si¢ statystycznie istotnie od siewek kontrolnych pod wzgledem przyrostu czegsci
nadziemnych i korzeni oraz ich suchej biomasy. Stosowanie stymulatoréw wzrostu opartych
na bazie Efektywnych Mikroorganizméw (EM) negatywnie wplywa na stan badanych
sadzonek, ograniczajac liczbe mykoryz i powodujac wzrost udziatu korzeni martwych.
Natomiast badane nawozy na bazie fosforynéw jak np. Actifos (in. Agrophos) pozwolity na
ograniczenie uszkadzania drobnych korzeni przez patogeny glebowe w badanych szkotkach
le$nych. Stwierdzono korzystne dziatanie nawozow zawierajacych fosforyny na wzrost roslin
oraz ich zwigkszona odporno$¢ na maczniaka prawdziwego lisci debu Erisiphe alphitoides
oraz patogeny drobnych korzeni z rodzaju Phytophthora. Obecnie, na rynku mozna kupic¢
nawozy na bazie fosforynu amonu (Actifos — dawniej Agrophos), fosforynu potasu (Kalex)
lub ich mieszanki Phos 60. W testach przeprowadzonych na siewkach gatunkow
lasotworczych rosnacych w szkotkach iuprawie wazonowej w szklarni najlepsze efekty
uzyskano w przypadku preparatu Actifos. Chronit on ok. 60-80% drobnych korzeni
W porownaniu z roslinami kontrolnymi. Preparat Phos 60 zwigkszal przyrosty pedow,
natomiast hamowal wzrost korzeni, co moze by¢ wykorzystywane przy gatunkach gleboko
ukorzeniajacych si¢ jak dab. Krotsze cykle produkcyjne i zaniechanie podcinania korzeni
wplywaja korzystnie na zdrowotno$¢ sadzonek. Podcinanie korzeni nie tylko silnie
ograniczalo biomasg systemow korzeniowych ale i powstate rany stanowity bramy infekcji
dla patogenicznych organizméw. Nawozy fosforynowe dodatkowo zwigkszaty grubos¢ szyjek
korzeniowych sadzonek, co nalezy uzna¢ za zjawisko korzystne, bowiem stwierdzono, ze ta
cecha jest dodatnio skorelowana ze zdrowotno$cia ro$lin. Preparat Zielony Busz wykazal w
kilku przypadkach korzystny wplyw na grubo$¢ szyjek korzeniowych (np. w Nadle$nictwie
Borki) oraz wlasciwosci fungistatyczne, prawdopodobnie ze wzgledu na zawartos¢ w swoim
sktadzie miedzi. Ulepszona forma preparatu Zielony Busz Forte (z dodatkiem fosforynu)
dodatkowo chronita drobne korzenie siewek, jednak preparat nie jest jeszcze dostgpny

w sprzedazy. Stosowane preparaty fosforynowe (Actifos i Busz Forte) nie mialy wptywu na
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stan iloSciowy mykoryz badanych sadzonek, natomiast spowodowaly wzrost liczby mykoryz

zywych.

Waznym osiagnigciem projektu jest opracowanie metody szybkiej diagnostyki molekularnej
patogenéw z rodzaju Phytophthora, powodujacych choroby drobnych korzeni wieclu
gatunkow lasotworczych. Opiera si¢ ona na technice analizy DNA w reakcji tancuchowej
polimerazy (ang. Polymerase Chain Reaction, PCR) z wykorzystaniem sond molekularnych.
Zaprojektowane sondy naleza obecnie do najbardziej czutych ijednocze$nie najbardziej
wiarygodnych metod diagnostycznych stuzacych wykrywaniu patogenéw, W tym
powodujacych choroby zgorzelowe wystgpujacych na siewkach podstawowych gatunkow
drzew lesnych. Diagnostyka patogendéw roslin z wykorzystaniem metod biologii molekularnej
jest obecnie uwazana za najbardziej wiarygodne i1 szeroko stosowane narzedzie badawcze
rekomendowane przez migdzynarodowe organizacje jak EPPO czy EFSA oraz Komisj¢
Europejska (DG SANCO). Metody identyfikacji patogendw w oparciu o DNA sa szybkie
oraz niezwykle precyzyjne, a co najwazniejsze powtarzalne. Ich stosowanie pozwala na
pominigcie niezwykle trudnej i czasochtonnej izolacji patogenéw z tkanek roslinnych oraz
identyfikacji w oparciu o cechy morfologiczne. Identyfikacja patogenow w oparciu
0 mikroskopowe cechy morfologiczne jest bardzo trudna ze wzgledu na: podobienstwo w
opisach gatunkow (Garzon i in. 2007), brak struktur morfologicznych umozliwiajacych
mikroskopowa oceng, ewentualnie konieczno$¢ zastosowania specyficznych warunkoéw
wzrostu w celu uzyskania specyficznych, charakterystycznych struktur morfologicznych
(Paulitz i Adams 2003). Ponadto, tradycyjne metody izolacji ujawniaja jedynie tylko czes$é
catkowitej populacji mikroorganizméw, ktére sa hodowlane na sztucznych pozywkach
(Kwasna i Bateman 2009). Metody oparte na analizie DNA umozliwiaja identyfikacj¢ o wiele
wigkszej liczby gatunkow obecnych w $rodowisku glebowym. Metody molekularne
pozwalaja takze na rozroznienie wysoce patogenicznych form grzybéw od izolatow
niepatogenicznych (Donaldson i in. 1995, Stewart i in. 2006). Dotychczas opracowano wiele
zestawow do detekcji PCR wyzej wymienionych patogenow, jednak ze wzgledu na bardzo
duza zmienno$¢ genotypowa w obrebie gatunkow (F. oxysporum, F. solani, R. solani,
C. destructans oraz lggniowcow: Phytophthora i Pythium) zestawy te wymagaja weryfikacji,

zarowno w doswiadczeniach laboratoryjnych, jak i warunkach produkcji szkotkarskie;.

Wykorzystanie metod biologii molekularnej w produkcji szkotkarskiej moze utatwié
identyfikacje patogenow bedacych przyczyna wielu choréb. Poznanie czynnikow

chorobotworczych z zastosowaniem metody PCR jest mozliwe zarowno z zainfekowanych
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tkanek ros$lin jak i bezposrednio z gleby lub wody. Z tego tez wzgledu metoda PCR jest
idealnym rozwiazaniem w identyfikacji patogenow w szkotkarstwie, pozwala bowiem na
omini¢cie trudnosci zwiazanych ze skomplikowanymi, a ponadto czasochtonnymi
tradycyjnymi metodami izolacji patogendéw. Identyfikacja patogena za pomoca reakcji PCR
umozliwia bardzo szybka (okoto 24-godzinng) i niezwykle precyzyjna diagnostyke
patogenow roslin, moze by¢ takze wykorzystana do testowania materialu sadzeniowego
w celu wyeliminowania chorych egzemplarzy ro$lin, ktore moga stanowi¢ zrodto wtornych
infekcji roslin. Analizy prowadzone w rdéznych rejonach Polski pozwolily na przetestowanie

metod diagnostycznych na roznorodnym materiale szkotkarskim.

W trakcie projektu pracownicy IBL nabyli do§wiadczenie w wykonywaniu analiz
molekularnych, a Instytut Badawczy Les$nictwa wszedl w posiadanie niezbednej,
nowoczesnej aparatury badawczej (termocyklery, sekwenatory kapilarne DNA, aparaty do
elektroforezy, systemy dokumentacji zeli) oraz drobnego sprzgtu laboratoryjnego (wirdwki,
vortexy, termomiksery, autoklawy), jak rowniez specjalistycznego oprogramowania

komputerowego do obrobki statystycznej danych molekularnych.

Metody wykrywania 1 identyfikacji patogendw oraz wykonane testy nawozoéw
stymulujacych wzrost i odpornos¢ roslin wpisuja si¢ w ramy obowiazujacej od tego roku
integrowanej metody ochrony ro$lin. Opracowane wytyczne zmierzaja do poprawy stanu
zdrowotnego i fitosanitarnego siewek w szkotkach lesnych. Efektem koncowym badan jest

opracowanie szczegdtowych zalecen dla praktyki lesne;.
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ZALACZNIK 1

Sekwencje DNA grzybow mykoryzowych

Morfotyp | Identyfikacja/ Sekwencja
Numer GenBank
B (Bk) Tuber sp. GGATCATTACAAATGACTGGGATGTCCTATCGGACCCCCAAGCAAACACATCTATGTGTACTC
HM485376 TGCCATGTTGCTTCCCCAGACCAGTGGCCACTGCTGCCAGCCCAGCCCCTAATGGGTTCCTGG
GTTGAGGTGTCTGGGGAAGGGCTCAATATCAAACTTTTCAACCTACTAGTCGTCTGAGAAGGC
CATGTGCCGCAATATTTAAACAAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATC
TTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCTTAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCACTAAAAA
CCGACTCACATATCGTGTGGTATTGGTAGAAGTGGATAGTACTAACACTACTTTGTCTTACTC
TGCTGAAATGAATAGGCCAGAAAAGTGGACCATGGTAATAGATTCCAGGAGTGTTTTAAAATG
CTATACTAGTCTTATCCAAGTCATATTCTGAGCCACTGGACCCCCCATTTAGTCCAAACAACA
GTGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA
C (Bk) Tuber sp. GGATCATTACAAATGACTGGGATGTCCTATCGGACCCCCAAGCAAACACATCTATGTGTACTC
HM485376 TGCCATGTTGCTTCCCCAGACCAGTGGCCACTGCTGCCAGCCCAGCCCCTAATGGGTTCCTGG

GTTGAGGTGTCTGGGGAAGGGCTCAATATCAAACTTTTCAACCTACTAGTCGTCTGAGAAGGC
CATGTGCCGCAATATTTAAACAAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATC
TTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCTTAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCACTAAAAA
CCGACTCACATATCGTGTGGTATTGGTAGAAGTGGATAGTACTAACACTACTTTGTCTTACTC
TGCTGAAATGAATAGGCCAGAAAAGTGGACCATGGTAATAGATTCCAGGAGTGTTTTAAAATG
CTATACTAGTCTTATCCAAGTCATATTCTGAGCCACTGGACCCCCCATTTAGTCCAAACAACA
GTGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA

178




Hebeloma sacchariolens
AY312985

GGATCATTAWTGAATGAACTTGGTGTGGTTGTTGCTGGCCCTCTCGGGGGCATGTGCACACTC
ACCATCCTCATCTYTCCACCTGTGCACCTYTTGTAGACTTGGAAWGACTTTCCGAGGCCACTC
GGTYGGGAGGTTTGCTGGCATTAGSTGGCTTTCCTTGCCTTTYCACGTTTACGTTTTTCATAT
ACCCCAATTGTATGTAACAGAAWGTATCATTGGGCCCTTGTGCCTATAAACCTTATACAACTT
TCAGCAACGGATYTYTTGGCTYTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGT
GAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCMCCTTGCGCTCCTTGGTATTYCGA
GGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTYTCAACCTTTATCAGCTTTTGTTGATAACGGCT
TGGATATGGGGGTTTTTTTTTGCTGGCTTCTTCACAGATGGTCAGCTCCCCTTAAATGCATTA
GCCGGTGCCCCGCGTGGACTGTCTATTGGTGTGATAATTATCTACGCCGTGGACATCTGCAAT
CATATGGGTTTGCACTGCTTCTAACGGTCTGTTTGTTCAGACAATACATGACAATTGACCTCA
AAT

Hebeloma sacchariolens
AY312985

CGGAAGGATCATTATTGAATGAACTTGGTGTGGTTGTTGCTGGCCCTCTCGGGGGCATGTGCA
CACTCACCATCCTCATCTCTCCACCTGTGCACCTCTTGTAGACTTGGAATGACTTTCCGAGGC
CACTCGGTCGGGAGGTTTGCTGGCATTAGCTGGCTTTCCTTGCCTTTCCACGTCTACGTTTTT
CATATACCCCAATTGTATGTAACAGAATGTATCATTGGGCCCTTGTGCCTATAAACCTTATAC
AACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGT
AATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTAT
TCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACCTTTATCAGCTTTTGTTGATAA
CGGCTTGGATATGGGGGTTTTTTTTTGCTGGCTTCTTCACAGATGGTCAGCTCCCCTTAAATG
CATTAGCCGGTGCCCCGCGTGGACTGTCTATTGGTGTGATAATTATCTACGCCGTGGACATCT
GCAATCATATGGGTTTGCACTGCTTCTAACGGTCTGTTTGTTCAGACAATACATGACAATTGA
CCTCAAAT

Tuber sp.
JQ724042

GATCATTACAAATGACTGGGATGTCCTATCGGACCCCCAAGCAAACACATCTATGTGTACTCT
GCCATGTTGCTTCCCCAGACCAGTGGCCACTGCTGCCAGCCCAGCCCCTAATGGGTTCCTGGG
TTGAGGTGTCTGGGGAAGGGCTCAATATCAAACTTTTCAACCCACTAGTCGTCTGAGAAGGCC
ATGTGCCGCAATATTTAAACAAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGA
TGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCT
TTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCTTAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCACTAAAAAC
CGACTCACATATCGTGTGGTATTGGTAGAAGTGGATAGTACTAACACTACTTTGTCTTACTCT
GCTGAAATGAATAGGCCAGAAAAGTGGACCATGGTAATAGATTCCAGGAGTGTTTTAAAATGC
TATACTAGTCTTATCCAAGTCATATTCTGAGCCACTGGACCCCCCATTTAGTCCAAACAACAG
TGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAA
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Hebeloma sacchariolens
JX030286

GGCATTAGCTGGCTTTCCTTGCCTTTCCACGTCTACGTTTTTCATATACCCCAATTGTATGTA
ACAGAATGTATCATTGGGCCCTTGTGCCTATAAACCTTATACAACTTTCAGCAACGGATCTCT
TGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAG
TGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTG
AGTGTCATTAAATTCTCAACCTTTATCAGCTTTTGTTGATAACGGCTTGGATATGGGGGTTTT
TTTTTGCTGGCTTCTTCACAGATGGTCAGCTCCCCTTAAATGCATTAGCCGGTGCCCCGCGTG
GACTGTCTATYGGTGTGATAATTATMTACGCCGTGGACATCTGCAATCATAYGGGTTTGCMCT
GCTTCTAACGGTCTGTTTGTTCAGMCAATACATG

Clavulina sp.
HQ271352

CGGAAGGATCATTAATGAGTTGTGATGGGGTTTGATGCTGGCAGCCAATTTTTGGATGCATGT
GCTTGCCCTAACAATCATCTTCCAAACACCTGTGCACATTTTTGAGGGAGTTTCGAGTTGATT
GCCACTTTTGGGTGATTTTCTTGCATTCCCTTAAATCATTATACGCCATTGACAATGCTGAAC
GTGCTCTGTGCCGCAAGGCCATTAATATAATACAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGCTCTCG
CATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATC
GAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCCTGGTATTCCGGGGAGCACGCCTGTTCGAGTGTCACG
AAATTTCTCAAGCTAGGATGGCTTTTTGTCTGTCCTTAGCCTTGGTTGTTGGGCTTTGCCGTG
TCCTTCATTGGGACGGCTGGCCTTAAAAGCATTAGCTGATCCTCGTGTGGCACTGGTTCTACT
CAGCGTGATAACAGTCTGATCGCTGAGGACATCTTTTGGGATGGCCAGTCCTCATTTGGGTTG
CTTCTAAACTTGGTTTCGCGGATTGTTCAATCTGCGTTCCACTTTTCAGCTTTGACCTCGAAT
CAGGTGGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA

Pezizaceae
DQ974750

CGGAAGGATCATTATCGAAAGCTCTGGCTTTTGCTGTGCCTTGAACCCTTTGATGTATAAACC
TTTGTTGCTTCCGTCGGCCGACGACACAAAACTGCGGCATCGGCTGATGGAGGGTATTTGAGA
ACTTTGGCTGTTTAAATGTTATTAGTCTGAAAGATTTGAGATGAAAACGCTCAAATAATAAAA
CTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCCTGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAA
TGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCTATGGTTATT
CCGTAGGGCATGCCCGTCTCAGCGTCAGAAGAAACCCTCAGGCAAGGCTTTTAATGCCATTCC
TGGATTGTGTCAGAGTGGCAGCAGACCCGAGGTCATTCTGCCCTTTGTAAAACCATGGATGTA
TTGAAGATTTGTTTCATTCCAACGTGATAGAATATTTGATTCGTTGGTATCAATTATCTGCAC
ATACTTCCAAAAAAACCCACAAAATTGTTGACATATTTGACCTGAGATCGGGTAGGGATACCC
GCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA
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Peziza sp.
JX135041

GGAAGGATCATTATTGAAAAACTATGTTAGTTTTTTATATCCCATTGTTTTATCTACCCTGTT
GCTTCTACTGGACTGTTTTGCTTGGAGGTAAGATTTATAAACCTCTAGGCAAAACCTCAGGCT
TGTGTGAACCACACTTTCCAGAGAGCTGCCAGTAGCAAGACCACTTGCTAAAACCTGTTTGTG
AAATATATAGTCTGAATTTTGTGTCTTGAAAATGAAATAAAACTTTCAACAACGGATCTCTAG
GCTCTTGCATCGATGAAGAACGCAGTGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATCTCGTG
AATCATTGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTATGGTATTCCATAGGGCATACCTGTTTGAG
CGTTAGCTCCCCATATTCTCAAGCATTATTTTGTAATGCCTGGATTTGTTTGGAGAGGCACCT
CTATCATGGAGGTACCCTTCAGAAATGTATATGGCAGTATAGTTTATATCTGAACCAGGCGTA
ATAATAATAAAGTCGCTGAGTTTACCATATTTATACTTGCCTGAACCCACCCATTGTTAAATC
GGGTAACCTCAAATCAG

Scleroderma areolatum
EU819438

CGGAAGGATCATTATCGAAACAGAACGCCCGGGGGGAAAGGGGGAGCGCCGACGGCCCGAGALC
TGTCGCCGGCCTCGCGCGCGCGCACGTCCCTCGCCGTCGCTCTTTCCGACCCTTCGAGGCTTT
CGACCTTCTCAACACCTGTGCACCCGCTGTAGGTCCTTCGGGACCTACGTCTTTCTTCGAACC
CGCATGTCTACAGAACGTATTCGTCGCGTCCCGGCCTCGACCCTCAGGGTCCCGCGTCGGLCGA
CCGCAAAACCTATGATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACG
CAGCGAATCGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGATTTTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGC
ACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATCGAAACCTCAGACCG
ACCCTTCGACCCCGTCGGAGCTCGGTCTGGACTTGTGGGAGTCTGCGGGCGAAGCGTGACTTC
GTCGGCTCTCCTCAAAAGCATTAGCCGTGGGTGGCGAGCCTGGCATGGCACGGCCTCCTCGAC
GTCGTAATGATCGTCGTGGGCTGGAAGTGTACGGCTCGACGGACCCATGCTTCGCAAGTCTTG
CGAGCCCGTCCCTCGCGGACGGCCGCGCCCCATCGAAGCTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTA
CCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA

Peziza sp.
JX350041

CGGAAGGATCATTATTGAAAAACTATGTTAGTTTTTTATATCCCATTGTTTTATCTACCCTGT
TGCTTCTACTGGACTGTTTTGCTTGGAGGTAAGATTTATAAACCTCTAGGCAAAACCTCAGGC
TTGTGTGAACCACACTTTCCAGAGAGCTGCCAGTAGCAAGACCACTTGCTAAAACCTGTTTGT
GAAATATATAGTCTGAATTTTGTGTCTTGAAAATGAAATAAAACTTTCAACAACGGATCTCTA
GGCTCTTGCATCGATGAAGAACGCAGTGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATCTCGT
GAATCATTGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTATGGTATTCCATAGGGCATACCTGTTTGA
GCGTTAGCTCCCCATATTCTCAAGCATTATTTTGTAATGCCTGGATTTGTTTGGAGAGGCACC
TCTATCATGGAGGTACCCTTCAGAAATGTATATGGCAGTATAGTTTATATCTGAACCAGGCGT
AATAATAATAAAGTCGCTGAGTTTACCATATTTATACTTGCCTGAACCCACCCATTGTTAAAT
CGGGTAACCTCAAATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAT
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Tuber sp.
AY634173

TCTTGGTCATTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGAT
CATTACCAATATCTGGGATGCCAAAGACACAGGCTCCCGATAAAACACATTTATGCGTATCCT
CCCATGTTGCTTTCCCAGGCCAGCGGCCACTGCTGCCAGCCATGCCGTTTTTCGGTTACATGG
TTGAGGTGCTTGGGGAAGGGCTAATTATCAAACTTTACTTCACCTTATTGTCTGAGAAGGCCA
TGTGCCGTAATCTTTAAACATGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGAT
GAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTT
TGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCTTAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCGCAAAAACCC
AGATCACCTAGAGTGTGGTATTGGCAGAAGTGGTCGGGGCTATCAGGGCTGCTGCCACTCTGC
TGGAATGAATAGGCTGGAAAAGTAGATCATAGCAACAGACTTTCACAGTATTTTGAAATGCTA
AATTAGTTTGAAGCTGATCGGAACCTAAGCCATTTGACCCCCATCCTGCGTAAAGCAGTAAGG
TTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA

Naucoria salicis
FJ904180

AGGATCATTATTGAATGAAATTGGCGTGGTAGTCGCTGGCCCTCTCTGGGGGCATGTGCACGC
CCGCCCATCCTCATCTCTTCTCCTGTGCACCTCTTGTAGGTTTGGATAGACATTTTTCTGAGG
CAACTCAGTCGGGGGGAATGCTGTGCGCAAGCCGGCTTTCCTTGCGTTTTTCCAAGCCTATGT
TTTTCATATACCCAGTAGTATGTAACAGAATGTATTGTTGGGCGCTTGCGCCTATAAAGTTTA
TACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATA
AGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGG
TATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAATTTCTCAACCTTTCATTAGCTTTTGCTG
ATGAAATGGCTTGGATGTGGGGGTTTGCTGGCTTCGGTCGGCTCCCCTTAAATGCATTAGCTG
GTGTACCCCATGGTGGACTTTTGGTGTGATAATTATCTACGCCATTTATTGTCTGCGACGGTG
GTCTTTCACTGCTTCTAACCGTCCGTTCATTCGGACAATTGAAATGACAATTTGACCTCAAAT
CAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA

Naucoria salicis
FJo04180

GGATCATTATTGAATGAAATTGGCGTGGTAGTCGCTGGCCCTCTCTGGGGGCATGTGCACGCC
CGCCATCCTCATCTCTTCTCCTGTGCACCTCTTGTAGGTTTGGATAGACATTTTTCTGAGGCA
ACTCAGTCGGGGGGAATGCTGTGCGCAAGCCGGCTTTCCTTGCGTTTTTCCAAGCCTATGTTT
TTCATATACCCAGTAGTATGTAACAGAATGTATTGTTGGGCGCTTGCGCCTATAAAGTTTATA
CAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAG
TAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTA
TTCCGAGGAGCATGCCTGT
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Inocybe curviceps
AMB82813

AGGATCATTATTGAATAAACTTGATCAGGTTGTTGCTGGCTCCCCCGAGCATGTGCACACTTG
TCATCTTTACTTCTCCCCACTGTGCACATATTGTAGGCCTGGAATTCTTGTGATTATTTTGTA
TAGATTGAGGACTGCTGTGCTTTAGCCAGCTTTTCCTTGCATTTCCAGGTCTATGTTTACCTT
CACAACCTCTGAATATGTTTAGAATGTTGGAATATAATATATATATACAACTTTCAGCAACGG
ATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGA
ATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCATCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCC
TGTTTGAGTGTCATCAATCTCTCAACTACATCAATCTTTCTGGTTTGGTGTAGCCTTTGGATG
TGGGGGTTTTATTTTGCTGGCCTCTATTAAACGAGGTCAGCTCCCCTGAAATTTATTAGCGGT
ATCTGAGCAGAGACCTACTACAGGTGTGATAAATTATCTATGCCTTGGTAATGCTGCATCAAC
AGATTGTGCTGCTTCCAGTGAATCATTTGACAAATTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCG
CTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA

Inocybe curviceps
JN035289

GGATCATTATTGAATAAACTTGATCAGGTTGTTGCTGGCTCCCCCGAGCATGTGCACACTTGT
CATCTTTACTTCTCCCCACTGTGCACATATTGTAGGCCTGGAATTCTTGTGATTATTTTGTAT
AGATTGAGGACTGCTGTGCTTTAGCCAGCTTTTCCTTGCATTTCCTGGTCTATGTTTACCTTC
ACAACCTCTGAATATGTTTAGAATGTTGGAATATAATATATATATACAACTTTCAGCAACGGA
TCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAA
TTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCATCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCT
GTA

Helotiales sp.
JE273525

GGATCATTACCGAGTTCATGCCCTTACGGGTAGACCTCCCACCCTATGTTATATTACCTTTGT
TGCTTTGGCGGGCCGCCCGGCTTCGGCCAGGCTACCGGCTCCAGCTGGTAAGCGCTCGCCAGA
GGACCCCCAACTCTGAATATCAGTGTCGTCCGAGTACTATAAAATAGTTAAAACTTTCAACAA
CGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGC
AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGAGCAT
GCCTGTA

Naucoria salicis
FJ904180

GGATCATTATTGAATGAAATTGGCGTGGTAGTCGCTGGCCCTCTCTGGGGGCATGTGCACGCC
CGCCCATCCTCATCTCTTCTCCTGTGCACCTCTTGTAGGTTTGGATAGACATTTTTCTGAGGC
AACTCAGTCGGGGGGAATGCTGTGCGCAAGCCGGCTTTCCTTGCGTTTTTCCAAGCCTATGTT
TTTCATATACCCAGTAGTATGTAACAGAATGTATTGTTGGGCGCTTGCGCCTATAAAGTTTAT
ACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAA
GTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGT
ATTCCGAGGAGCATGCCTGTA
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Tuber sp.
KF742730

GCGGAAGGATCATTACAAATGACTGGGATGTCCTATCGGACCCCCAAGCAAACACATCTATGT
GTACTCTGCCATGTTGCTTCCCCAGACCAGTGGCCACTGCTGCCAGCCCAGCCCCTAATGGGT
TCCTGGGTTGAGGTGTCTGGGGAAGGGCTCAATATCAAACTTTTCAACCCACTAGTCGTCTGA
GAAGGCCATGTGCCGCAATATTTAAACAAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTC
GCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCAT
CGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCTTAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCAC
TAAAAACCGACTCACATATCGTGTGGTATTGGTAGAAGTGGATAGTACTAACACTACTTTGTC
TTACTCTGCTGAAATGAATAGGCCAGAAAAGTGGACCATGGTAATAGATTCCAGGAGTGTTTT
AAAATGCTATACTAGTCTTATCCAAGTCATATTCTGAGCCACTGGACCCCCCATTTAGTCCAA
ACAACAGTGGTTGACCTCGGATCA

Helotiales sp.
GQ240930

GGATCATTAAAGAATTTGCCCCGTCCTCTCGAGGATGGGTCCTCTTCTAAACCGTGTATACAT
ACCTTTGTTGCTTTGGCGGGCCGCCGTCTCGGCGTTGGCTTCGGCTGACTGTGCCCGCCAGAG
AACCCCAACTCTTCTGTTTAGTATTGTCTGAGTACTATATAATAGTTAAAACTTTCAACAACG
GATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAG
AATTCAGTGAATCATCGAATCTTKGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGC
CTGTTAA

Scleroderma areolatum
EU819438

GGATCATTATCGAAACAGAACGCCCGGGGGGAAAGGGGGAGCGCCGACGGCCCGAGACTGTCG
CCGGCCTCGCGCGCGTGCACGTCCCTCGCCGTCGCTCTTTTCCGACCCTTCGAGGCTTTCGAC
CTTCTCAACACCTGTGCACCCGCTGTAGGTCCTTCGGGACCTACGTCTTTCTTCGAACCCGCA
TGTCTACAGAACGTATTCGTCGCGTCCCGGCCTCGACCCTCAGGGTCCCGCGTCGGCGALCCGC
AAAACCTATTATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGC
GAATCGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGATTTTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCT
TGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATCGAAACCTCAGACCGACCC
TTCGACCCCGTCGGAGCTCGGTCTGGACTTGTGGGAGTCTGCGGGCGAAGCGTGACTTCGTCG
GCTCTCCTCAAAAGCATTAGCCGTGGGTGGCGAGCCTGGCATGGCACGGCCTCCTCGACGTCG
TAATGATCGTCGTGGGCTGGAAGTGTACGGCTCGACGGACCCATGCTTCGCAAGTCTTGCGAG
CCCGTCCCTCGCGGACGGCCGCGCCCCATCGAAGCTTGACCTCAAAT
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Scleroderma areolatum
EU819438

GGATCATTATCGAAACAGAACGCCCGGGGGGAAAGGGGGAGCGCCGTCGGCCCGAGACTGTCG
CCGGCCTCGCGCGCGTGCACGTCCCTCGCCGTCGCTCTTTCCGACCCTTCGAGGCTTTCGACC
TTCTCAACACCTGTGCACCCGCTGTAGGTCCTTCGGGACCTACGTCTTTCTTCGAACCCGCAT
GTCTACAGAACGTATTCGTCGCGTCCCGGCCTCGACCCTCAGGGTCCCGCGTCGGCGACCGCA
AAACCTATKATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCG
AATCGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGATTTTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTT
GCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATCGAAACCTCAGACCGACCCT
TCGACCCCGTCGGAGCTCGGTCTGGACTTGTGGGAGTCTGCGGGCGAAGCGTGACTTCGTCGG
CTCTCCTCAAAAGCATTAGCCGTGGGTGGCGAGCCTGGCATGGCACGGCCTCCTCGACGTCGT
AATGATCGTCGTGGGCTGGAAGTGTACGGCTCGACGGACCCATGCTTCGCAAGTCTTGCGAGC
CCGTCCCTCGCGGACGGCCGCGCCCCATCGAAGCTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGC
TGAACTTAAGCATATCAATAAGCGG

Laccaria sp.
AJ534899

GGATCATTATTGAATAAACCTGATGTGGCTGTTAGCTGGCTTTTCGAAGCATGTGCTCGCCCG
TCATCTTTATCTCTCCACCTGTGCACATTTTGTAGTCTTTCGATATCTCTCGAGGCAACTCGG
ATTTTAGAATCGTCGTGCTGTACAAGTCGGCTTTTCTTTCCTTTCCAAGACTATGTTTTTATA
TACACCAAAGTATGTTTAAAGAATGTCATCAATAGGAACTTGTTTCCTATAAAATCATACAAC
TTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAAT
GTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCC
GAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACCTTCCAACTTTTATTAGCTTGGTTA
GGCTTGGATGTGGGGGTTGTGGGCTTCATTAATGAGGTCGACTCTCCTTAAATGCATTAGCGG
AACTTTTGTGGACCGTCTATTGGTGTGATAATTATCTACGCCGTGGATGTGAAGCAACTTTAT
GAAGTTCAGCTTCTAAACCGTCCATTAATTTGGACAATTTTGAAAATTTGACCTCAAATCAGG
TAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAT

Peziza sp.
JX135041

GGATCATTATTGAAAAACTATGTTAGTTTTTTATATCCCATTGTTTTATCTACCCTGTTGCTT
CTACTGGACTGTTTTGCTTGGAGGTAAGATTTATAAACCTCTAGGCAAAACCTCAGGCTTGTG
TGAACCACACTTTCCAGAGAGCTGCCAGTAGCAAGACCACTTGCTAAAACCTGTTTGTGAAAT
ATATAGTCTGAATTTTGTGTCTTGAAAATGAAATAAAACTTTCAACAACGGATCTCTAGGCTC
TTGCATCGATGAAGAACGCAGTGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATCTCGTGAATC
ATTGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTATGGTATTCCATAGGGCATACCTGTTTGAGCGTT
AGCTCCCCATATTCTCAAGCATTATTTTGTAATGCCTGGATTTGTTTGGAGAGGCACCTCTAT
CATGGAGGTACCCTTCAGAAATGTATATGGCAGTATAGTTTATATCTGAACCAGGCGTAATAA
TAATAAAGTCGCTGAGTTTACCATATTTATACTTGCCTGAACCCACCCATTGTTAAATCGGGT
AACCTCAAATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA
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Peziza sp.
JX135041

GGATCATTATTGAAAAACTATCTTAGTTTTTTACATCCCATTGTTTTATCTACCCTGTTGCTT
CTACTGGACTGTTTTTGCTTGGAGGTAAGATTTATGAACCTCTAGGTAAAACCTCAGGCTTGT
GTGAACCACACTTTCCAGAGAGCTGCCAGTAGCAAGACCACTTGCTAAAACCTGTTGTGAAAT
ATATAGTCTGAATTTTGTGTCTTGAAAATAAAATAAAACTTTCAACAACGGATCTCTAGGCTC
TTGCATCGATGAAGAACGCAGTGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATCTCGTGAATC
ATTGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTATGGTATTCCATAGGGCATACCTGTTTGAGCGTT
AGCTCCCCATATTCTCAGGCATTATTTTTTATAATGCCTGGATTTGTTTGGAGAGGCACCTCT
ATCATAGAGGTACCCTTCAGAAATGTATATGGCAGTATAGTTTATATCTGAACCAGGCGTAAT
AATAATAAAGTCGCTGAGTTTACCATATTTATACTTGCCTGAACCCACCCATTGTTAAATCGG
GTAACCTCAAATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA
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ZALACZNIK 2.

Ankieta stanu zagrozenia fitopatologicznego szkolki lesnej

Ankieta adresowana jest do 0s6b bezposrednio zaangazowanych w nadzér
nad produkcja szkotkarska w Nadlesnictwie.
Celem ankiety jest okreslenie czynnikéw mogacych mie¢ zwiazek z nasileniem lub
ograniczeniem
wystgpowania patogendw grzybowych zaktocajacych produkcje szkotkarska.

1. Dane dotyczace lokalizacji
Proszg uzupehic¢ informacje w odpowiednich polach.

Regionalna Dyrekcja Lasow Panstwowych ..........oooiiiiiiiiiiiiia,
Nadle$nIiCtWo ....ouveieiiii e
LESNICEWO ..ot
Oddziatlesny ........coooiiiiiiiii e
Rok utworzenia szkotki ...

2. Sposob uzytkowania terenu przed utworzeniem szkotki
Proszg zaznaczy¢ odpowiednie pole i uzupetni¢ brakujace informacje.

o Grunt lesny pod drzewostanem
Typ gleby ..o
Rodzaj gleby .....coooiii
Typ siedliskowy lasu ...,
Sktad gatunkowy i1 wiek usunigtego drzewostanu

o Grunt rolny
TYP leDY o
Rodzaj gleby ..o
Bonitacja gleby .......ooiniii
Dominujaca produkcja rolna poprzedzajaca zalozenie szkotki

TYP glebY oo
Rodzaj gleby ..o

Bonitacja gleby (jesli znana) ...........c.oooiiiiiiiiiiii



3. Podstawowa charakterystyka szkolki leSnej
Proszg zaznaczy¢ odpowiednie pola 1 uzupetic brakujace informacje.

3.1. Rodzaj i powierzchnia szkolki
o Otwarta
0 Scalona
O Zespolona
o Podokapowa
o Kontenerowa

Powierzchnia catkowita szkotki lesnej ...
Powierzchnia produkecyjna szkotki [eSnej.........ocoovviiniiiiiiiiiiiiiee,
Przecigtna powierzchnia pojedynczej kwatery ............ooooiiiiiiiiiiiiiiinnn.

3.2. Rodzaj zastosowanej irygacji oraz wykorzystywane zrodla wody

o Deszczownia stala
0 Deszczownia przeno$na
o Brak deszczowni

o Studnia gigbinowa
0 Woda magazynowana w zbiorniku zamknigtym
0 Woda magazynowana w zbiorniku otwartym
0 Woda uzytkowana bezposrednio z ujgcia

o Ciek wodny

0 Zbiornik wodny

3.3. Informacje o rodzaju i wielkosci produkcji materialu sadzeniowego
Roczny rozmiar produkCji .........coooiiiii e

Dominujaca produkcja w ciagu ostatnich lat

Udzial w ogdlne;j

Gatunek Typ produkcyjny 0
produkcji

sadzonki Wielkos¢ produkcji

4. Informacje o stosowanym nawozeniu i plodozmianie
Proszg zaznaczy¢ odpowiednie pola i uzupetic brakujace informacje.

4.1. Nawozenie
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Czy w ostatnich latach stwierdzano na szkoélce istotne niedobory podstawowych sktadnikow
pokarmowych w glebie (podtozu produkcyjnym)? Jesli tak, to ktorych pierwiastkéw
dotyczyty?

o Tak o Nie

Czy w ostatnich latach stwierdzano na szkotce istotne nadmiary podstawowych sktadnikow
pokarmowych glebie(podtozu produkcyjnym)? Jesli tak, to ktorych pierwiastkéw dotyczyty?

o Tak o Nie

Przecigtny odczyn gleby w szkotce wynosi ............... pH(WH20) ................ pH (w KCI)

Czy stosowano (jesli dotyczy) w ostatnich latach alkalizacj¢ gleby (podtoza produkcyjnego)?
Jesli tak, to o jaka warto$¢ pH zmienit si¢ odczyn gleby w stosunku do wartosci poczatkowej?
Jaka substancja byta czynnikiem odkwaszajacym?

o Tak o Nie

Czy stosowano (jesli dotyczy) w ostatnich latach zakwaszanie gleby (podtoza
produkcyjnego)? Jesli tak, to o jaka warto$¢ pH zmienit si¢ odczyn gleby w stosunku do
warto$ci poczatkowej? Jaka substancja byta czynnikiem zakwaszajacym?

o Tak o Nie

Rodzaj stosowanych nawozow organicznych (jesli dotyczy)z podaniem w miar¢ mozliwosci:
stosunku C/N, zasobnosci nawozu w podstawowe sktadniki pokarmowe, pH, sktadnikow
nawozu (kompostu), dawki na 1 ha oraz czgstotliwosci stosowania.

Czy stosowano (jesli dotyczy) w ostatnich latach nawozenie zielone z uzyciem gatunkow
roslin o wlasciwosciach fitosanitarnych? Jesli tak, to jakie gatunki stosowano?
o Tak o Nie



4.2. Plodozmian

Prosze¢ o odpowiednie uzupethienie ponizszego schematu, zgodnie ze stosowanym w szkotce
ptodozmianem (jesli dotyczy).

Pole ptodozmianu

I I Il v V

1 rok

2 rok

3 rok

4 rok

5 rok
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5. Informacje o problemach fitopatologicznych stwierdzonych podczas produkcji

szkolkarskiej

Prosze zaznaczy¢ odpowiednie pola 1 uzupethi¢ brakujace informacje

5.1. Skala problemu (subiektywna ocena wypelniajacego ankiete)

o Bardzo duza
0 Duza

0 Srednia

0 Mata

o Brak

5.2. Straty w produkcji spowodowane infekcjami patogenéw grzybowych oraz

stosowane zabiegi i ich skutecznos$¢

Typ Wielkos¢ Patogen
Gatunek | produkcyjny fé:jam-i (jesli
sadzonki | P [%] J stwierdzono)

Zastosowane
fungicydy

Skuteczno$¢ zabiegu
(duza, $rednia, matla,

brak)

6. Obserwacje osoby nadzorujacej szkotke lesng dotyczace zwigzku stosowanej

agrotechniki (wlacznie z zabiegami, ktore nie zostaly ujete w ankiecie) z nasileniem lub

ograniczeniem wystgpowania patogenow grzybowych.




WYTYCZNE DLA PRAKTYKI OPRACOWANE W RAMACH TEMATU BLP367

»ZINTEGROWANA OCHRONA SZKOLEK PRZED NOWYMI, INWAZYJINYMI PATOGENAMI

W WARUNKACH OGRANICZONEGO WYBORU FUNGICYDOW?”

Wprowadzenie

W latach 2011-2013 w Zaktadzie Ochrony Lasu IBL, na zlecenie Dyrekcji Generalnej
Lasow Panstwowych realizowano temat badawczy, ktorego gtownym celem bylo
poszukiwanie alternatywnych (do chemicznych) metod ochrony materiatu szkotkarskiego

W sytuacji niedoboru na rynku fungicydow. Zakres badan obejmowat dziatania dotyczace:

1. profilaktyki, zmierzajacej do podniesienia naturalnej odpornosci ro$lin (analiza
stosowanych obecnie metod profilaktycznych — badanie ankietowe w szkotkach lesnych;

testy polowe stymulatoréw wzrostu i ocena ich skutecznosci),

2. identyfikacji patogena, okreslenia stopnia i skali uszkodzenia oraz potencjalnych
uszkodzen 1 strat, jako elementow procesu decyzyjnego poprzedzajacego zabiegi
ratownicze (identyfikacja patogena na podstawie analiz DNA; testy patogenicznosci

wybranych mikroorganizméw chorobotworczych).

Integrowana ochrona roslin to sposob ochrony roslin przed organizmami szkodliwymi,
polegajacy na wykorzystaniu wszystkich dostgpnych metod ochrony roslin, w szczegdlnosci
metod niechemicznych, w celu zminimalizowania zagrozenia dla zdrowia ludzi, zwierzat oraz

dla srodowiska.

WNIOSKI Z BADAN
Dzialania z zakresu profilaktyki:

1. Rany powstajace przy zabiegu mechanicznego podcinania systemow korzeniowych
stanowia otwarte drogi infekcji dla patogenicznych organizméw, ktore sa przyczyna wielu
chorob sadzonek. Poza tym prowadza do duzych dysproporcji w wielko$ci pomigdzy

rozbudowanymi pgdami i pozostatymi po cigciu korzeniami.
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2. Zastosowanie gryki jako przedplonu wpltywa korzystnie na grubos¢ szyi korzeniowej oraz

na ilo$¢ drobnych korzeni u siewek debu.

3. Stosowanie stymulatoréw wzrostu opartych na bazie Efektywnych Mikroorganizmow
(EM) negatywnie wptywa na stan badanych sadzonek, ograniczajac liczbe¢ mykoryz i
powodujac wzrost udzialu mykoryz martwych. Sadzonki potraktowane preparatem EM

tworza gtdownie zwiazki mykoryzowe z grzybami z rodzaju Hebeloma sacchariolens.

4. Zastosowanie stymulatorow wzrostu majacych w skladzie fosforyn amonu (preparat
Actifos) zabezpiecza systemy korzeniowe sadzonek dgbu przed infekcja patogenami
z rodzaju Phytophthora m.in. P. quercina. W ponad 60% analizowanych przypadkow,
zastosowanie preparatu Actifos, wptyngto na zwigkszenie przyrostu czgsci nadziemnej
sadzonek debu, buka oraz olszy, a takze korzeni olszy idgbu. Stosowane preparaty
fosforynowe (Actifos i Busz Forte) nie maja wptywu na stan ilosciowy mykoryz badanych
sadzonek, natomiast powoduja wzrost liczby mykoryz zywych.

Dzialania z zakresu identyfikacji i oceny szkéd powodowanych przez patogeny:

1. Precyzyjne wykrywanie patogenow W szkotkach lesnych oraz ich identyfikacja na
poziomie gatunku (np. powszechnie wystepujacych gatunkoéw z rodzaju Phytophthora)

jest waznym elementem procesu decyzyjnego w ramach integrowanej ochrony roslin.

2. Do identyfikacji patogenéow obecnych w strefie korzeniowej (ryzosferze) lub tkankach
ro§lin w szkotkach lesnych, szczeg6lnie przydatne sa analizy na poziomie DNA za
pomoca sond genetycznych. Takie sondy zaprojektowano dla 8 najczgsciej wystepujacych
w glebie patogenéw z rodzaju Phytophthora: P. alni, P.cactorum, P. plurivora,
P. lacustris, P. hungarica, P. megasperma, P. quercina, P. pseudosyringae.

3. Obecnos¢ w tkankach roslin patogenu Phytophthora quercina, nie daje widocznych
symptomow chorobowych w krotkim czasie od infekcji. Patogen ten nie powoduje tez
$miertelnosci jednorocznych sadzonek degbu, a jedynie zmniejsza dtugo$¢ i powierzchnig
ich systeméw korzeniowych; zarowno glownych jak i korzeni drobnych. Obecnosé
P. quercina stwierdzono takze w kilka miesiecy po jego wprowadzeniu do substratu
szkotkarskiego. Oznacza to, iz zainfekowana gleba moze by¢ zrédlem choroby, a patogen
moze by¢ przenoszony ze szkotek na uprawy wraz z bryla korzeniowa oraz w tkankach

chorych roslin.
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WYTYCZNE DLA PRAKTYKI

W celu zwigkszenia naturalnej odpornosci roslin w szkotkach leSnych zaleca sig:

objecie duzych szkotek wielkoobszarowych, ktore prowadza wymiang materiatu
ros$linnego pomigdzy soba (i/lub szkotkami roslin ozdobnych) specjalnym monitoringiem
fitopatologicznym prowadzonym przez Zespoty Ochrony Lasu wspolnie z IBL co pozwoli

na zminimalizowanie ryzyka wystapienia i rozprzestrzeniania chordb grzybowych,

stworzenie warunkow ograniczajacych wystepowanie patogenow W szkotkach poprzez ich
zaktadanie na glebach o zawartosci sktadnikow pokarmowych optymalnej dla
hodowanych gatunkéw lasotworczych. Celowym jest okresowe wykonywanie analiz

fizyko-chemicznych probek gleb, w tym badanie odczynu kwasowosci,

poprawienie warunkow fizycznych gleb: np. zwigkszenie ich przewiewnosci poprzez
stosowanie zabiegdw agrotechnicznych, takich jak spulchnianie oraz gl¢boszowanie €O

zmniejsza ryzyko wystapienia infekcji grzybowych,

okresowe stosowanie nawozow zielonych (gryka, gorczyca) w celu ograniczenia
procesoOw infekcji korzeni sadzonek. Jednak, nie zaleca sig¢ stosowania nawozenia
zielonego bezposrednio w roku poprzedzajacym siew gatunkow iglastych, poniewaz

istnieje ryzyko zwigkszenia stopnia zagrozenia fitopatologicznego,

stosowanie nawozu Actifos (na bazie fosforynu amonu), ktory stymuluje wzrost roslin,
zmniejsza uszkodzenia drobnych korzeni powodowanych przez patogeny z rodzaju

Phytophthora oraz zwigksza udziat korzeni zywych w ryzosferze sadzonek,

krotsza hodowle sadzonek debu w szkétkach potaczona ze stosowaniem stymulatoréw
wzrostu, ktore korzystnie wplywaja na rozwdj masy korzeni i czg$ci nadziemne;.
Natomiast nie zaleca si¢ wykonywania zabiegu podcinania korzeni sadzonek dgbu ze

wzgledu na powstawanie ran, ktére sprzyjaja infekcjom patogenow,

odkazanie butow przy wejSciu 1 wyjsciu ze szkotki poprzez przechodzenie przez
sterylizujace maty oraz odkazanie narzedzi wykorzystywanych do pracy na roéznych
kwaterach (na ktorych obserwuje si¢ chore siewki). Postgpowanie takie znaczaco
ogranicza mozliwo$¢ zawleczenia na szkotki nowych patogendw lub roznoszenia ich po
kwaterach. Tego typu zalecenia stosuje si¢ obecnie w wielu ogrodach botanicznych lub

uprawach szkotkarskich w roznych krajach, np. w Wielkiej Brytanii, Irlandii i Wloszech,
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przedsiewne podkietkowywanie nasion gatunkow iglastych oraz przykrywanie siewow
jatlowym piaskiem, badz wldknina w celu uzyskania szybkich i réwnomiernych

wschodoéw oraz zmniejszenia zagrozenia ze strony patogenow grzybowych.

unikanie sadzenia w pasach przeciwwietrznych roslin ozdobnych (rézanecznikéw, roslin
wrzosowatych, cyprysikow), ktore sa szczegoOlnie podatne na infekcje ze strony wielu

patogenicznych gatunkoéw z rodzaju Phytophthora i moga stanowié¢ zrodlo infekcji.

W celu identyfikacji patogena w szkélkach leSnych zaleca sig:

pobranie fragmentow chorych tkanek, probek gleby i/lub wody, a nastgpnie przestanie ich
do Zaktadu Ochrony Lasu IBL w celu wykonania specjalistycznych analiz
fitopatologicznych oraz genetycznych. Fragmenty tkanek z chorych roslin nalezy owinaé
w wilgotny recznik papierowy oraz folig natomiast glebg nalezy pobra¢ w kilku punktach
kwatery, zmiesza¢ i utworzy¢ probke zbiorcza o wadze 0,5 kg, ktora najlepiej wtozy¢ do
plastikowej torebki z opisem miejsca pobrania. Wodg ze zbiornikow lub ciekoéw wodnych
nalezy pobra¢ w objetosci ok. 1,5 1 tuz spod powierzchni lustra wody do czystej butelki
plastikowej. Tak przygotowane probki nalezy niezwlocznie przesta¢ do ZOL IBL wraz
z doktadnym opisem symptomow, daty obserwacji, sposobu pobrania i przechowania
materiatu. W przypadku braku mozliwosci natychmiastowej wysylki, probki nalezy
przechowywaé¢ w temperaturze +4°C (lodoéwka, chtodnia). Dobdr odpowiedniej strategii

postgpowania wynika z prawidtowo oznaczonego sprawcy choroby,

w sytuacjach potwierdzenia w glebie obcych, inwazyjnych organizmoéw podjgcie ich
zwalczenia za pomoca wszelkich dostepnych srodkow (wymienionych i aktualizowanych
kazdego roku na stronie w wykazie ,,Srodkéw Ochrony Roslin” oraz zalecanych
W zastosowaniach matoobszarowych). Pelny wykaz fungicydow dostgpny jest na
stronach:

- Lasoéw Panstwowych www.lasy.gov.pl

- Instytutu Badawczego Les$nictwa www.ibles.pl

W celu uzyskania sadzonek wolnych od patogenow oprocz zaprawiania nasion, zaleca si¢
odkazanie podloza np. para wodna oraz oczyszczanie wody uzywanej do ich podlewania

(filtrowanie mechaniczne lub biologiczne).
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