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1. WSTEP

Gtéwnym celem rolnictwa jest produkcja bezpiecznej i wysokiej jakosci zywnosci dla stale
rosngcej populacji ludzi na catym sSwiecie. Wraz z rozwojem technik stuzgcych zwiekszaniu
efektywnosci produkcji, réwnoczeénie rosng problemy zwigzane ze stosowaniem syntetycznych
zwigzkéw chemicznych w rolnictwie. Przede wszystkim nalezy mie¢ tu na uwadze toksyczny
wptyw na zdrowie cztowieka i Srodowisko oraz rozwdj opornosci na patogeny roslin i szkodniki.
Z tego powodu obecnie rosnie zainteresowanie wykorzystaniem biologicznych metod w tym m.in.
mikroorganizméw, celem poprawy zdrowia i produktywnosci roslin, przy jednoczesnym
zapewnieniu bezpieczenstwa ludzi i Srodowiska.

Preparaty mikrobiologiczne stosowane sg miedzy innymi do ochrony roslin, stymulowania ich
wzrostu i plonowania, a takze wykorzystywane sg w procesach bioremediacji do eliminowania

probleméw zwigzanych ze stosowaniem chemicznych nawozoéw i pestycyddw (Higa i Parr 1994).

Pestycydy stanowig liczng i zrdéznicowang grupe zwigzkéw chemicznych stosowanych do
zwalczania organizmow patogennych, stuzg ochronie rodlin, zwierzat czy zbiornikéw wodnych.
Najwieksze zastosowanie pestycydéw odnotowuje sie w rolnictwie do chemicznej ochrony roslin,
co w konsekwencji moze prowadzi¢ do wystepowania pozostatosci tych substancji w produktach
zywnosciowych. Obecnie, najczesciej uzywa sie insektycyddéw, herbicydéw oraz fungicyddw,

czesto stosowanych tuz przed zbiorem owocow czy warzyw (Aktar i in. 2009).

Pestycydy sg zwigzkami silnie toksycznymi, a pobieranie ich regularnie z zywnoscig i/lub
w wysokich stezeniach moze mie¢ powazne nastepstwa dla zdrowia. Kumulacja pestycydéw
w organizmie cztowieka moze wywotywaé nowotwory, problemy z rozwojem ptodu i dzieci oraz
zaburzenia uktadéw biologicznych (rozrodczego, odpornosciowego, hormonalnego, nerwowego)

(Chance 2000, Petitiin. 2010).

Pestycydy sg stosowane do ochrony upraw sadowniczych w tym saddw jabtoniowych. Polska
jest jednym z najwiekszych producentéow jabtek w Europie i na Swiecie (Kracinski 2016).
Pozostatosci pestycyddw, w tym fungicyddw, najczesciej stwierdza sie w jabtkach, ktére spozywa
sie gtéwnie w postaci nieprzetworzonej, bezposrednio po zbiorze (tozowicka i in. 2011). Stanowi
to bezposrednig przyczyne narazenia zdrowia konsumenta po ekspozycji na pestycydy.
W ostatnich latach, swiadomos¢ zdrowotna konsumentdw znaczgco wzrasta. Zwraca sie coraz
wiekszg uwage na stosowane w produkcji zywnosci substancje chemiczne. W zwigzku
z powyzszym, obserwowana jest tendencja w swiecie, wywierana zaréwno presjg konsumenta, ale

rowniez postulowana przez komitety czy organizacje prawne UE, do znaczacego obnizenia



dozwolonych dawek pozostatosci pestycyddw w zywnosci (Czaja i in. 2015). Ich ilos¢ zalezy
w duzej mierze od liczby zabiegéw, dawki, postaci preparatu, witasciwosci fizykochemicznych
substancji czynnej, czynnikéw Srodowiskowych (temperatury, $wiatta, wilgoci w powietrzu),
a takze rodzaju uprawy. Ponadto, wazny jest czas, jaki uptynat od zabiegu z uzyciem pestycydu, do
zbioru plonu, gdyz w tym okresie nastepuje obnizanie sie stezenia pestycydéw — degradacja
(Bizuik 2001). Rozktad pestycydow zachodzi gtéwnie na drodze przemian biochemicznych. Moze
by¢ réwniez warunkowany zachodzacymi reakcjami fotochemicznymi, czyli rozktadem pod
wptywem Swiatta stonecznego, czy na drodze chemicznej w wyniku reakcji takich jak: utlenianie,

redukcja czy hydroliza (Rézanski 1992).

Obecnie, w biotechnologii sSrodowiska poszukuje sie nowych, alternatywnych metod rozktadu
srodkéw ochrony roslin. Znane sg preparaty zawierajgce flore mikroorganizmdéw, uzywane jako
nawozy mineralne i/lub preparaty do ochrony roslin. Takie preparaty zaleca sie stosowac
naprzemiennie z preparatami chemicznymi w celu poprawy jakosci i bezpieczenstwa

produkowanej zywnosci (Ustawa 2013).

Z przegladu literatury na temat degradacji pozostatosci pestycydéw z wykorzystaniem
mikroorganizméw wynika, ze najwiece] publikacji dotyczy badania rozktadu pestycydéw w glebie
(Cycon i in. 2017, Kaur i Balomajumder, 2019). Dziatanie takie, rozumiane jako ,zielona
technologia” (ang. green technology) polega na celowym wprowadzaniu do $rodowiska
wybranych mikroorganizméw, ktére wspomagajg w naturalny sposdb degradacje pestycyddw.
Przeglad literatury wskazuje, ze niewiele jest danych dotyczgcych wptywu bakterii czy grzybéw na
rozktad substancji czynnych pestycydédw w uprawach. Dlatego tez w niniejszej pracy podjeto
badania nad wptywem stosowania komercyjnego preparatu biologicznego Zumba Plant® na

pozostatosci substancji czynnych fungicydéw stosowanych w ochronie jabtoni.

Wiasciwosci odzywcze, lecznicze oraz zastosowanie jabtek

Wysokie spozycie owocow i warzyw jest jednym z fundamentdw zdrowej diety zalecanym
spoteczenstwu (Aune i in. 2017). Ze wzgledu na wtasciwosci odzywcze, konsumpcja owocoéw
i warzyw wywiera korzystny wptyw na organizm cztowieka (Folchetti i in. 2014, Safabakhsh i in.
2018, Yao i in. 2014). Liczne badania wskazujg, ze spozywanie 3-5 porcji owocow iwarzyw
dziennie chroni przed tzw. chorobami niezakaznymi (NCD, ang. Non—-Communicable Diseases),
takimi jak choroby serca, udar mézgu i cukrzyca (Chang i in. 2016, He i in. 2007, Lichtenstein i in.

2006, Slavin i Lloyd 2012).



Jabtka sg jednymi z najpopularniejszych i najczesciej spozywanych owocéw na Swiecie, ze
wzgledu na ich dostepnosé przez caty rok, w postaci swiezych owocéw, sokdéw, koncentratow
i dzeméw (Koutsos i in. 2015). Sg preferowane ze wzgledu na ich smak i wtasciwosci odzywcze.
Sktadajg sie gtéwnie z wody (85%) i weglowodandw (14%) gtdwnie fruktozy. Zawierajg witaminy,
w szczegdlnosci C i E oraz: B2, B3, B6, B9, B12, A, D i K, mineraty, gtdwnie potas, ktéry reguluje
gospodarke wodng, ale takze: magnez, wapn, krzem, fosfor, zelazo i karotenoidy w tym likopen.
Zawierajg takze ok. 2,21 g btonnika w 100 g owocdw, z czego 70% stanowi nierozpuszczalna
frakcja btonnika, w tym celuloza i hemiceluloza, natomiast 30% stanowi rozpuszczalna frakcja
btonnika zawierajgca gtdwnie pektyny, z ktérych dwie trzecie wystepuje w skérce (Bondonno i in.

2017).

Pektyny sg ztozonymi polisacharydami obecnymi w s$cianie komédrkowej, ktdre nie sa
metabolizowane w gérnym przewodzie pokarmowym u ludzi (Gulfi i in. 2006), dlatego jabtka
przyspieszajg trawienie oraz dajg uczucie sytosci. Pektyny zawarte w jabtkach obnizajg stezenie
cholesterolu, regulujg poziom cukru we krwi oraz zwiekszajg powstawanie krdtkotancuchowych

kwasdw ttuszczowych (Bondonno i in. 2017).

Jabtka zawierajg réwniez substancje fitochemiczne odgrywajace wazng role w przemianach
biochemicznych zachodzacych w organizmie cztowieka. Sktadniki fitochemiczne m. in. kwercetyna,
katechina i kwas chlorogenowy wystepujgce w jabtkach, wykazujg aktywno$¢ przeciwutleniajacg,
przez co hamujg proliferacje komédrek rakowych (Boyer i Liu 2004). Jednocze$nie s waznym
czynnikiem wptywajgcym na zapobieganie nowotworéw m. in. rakowi piersi (Liu i in. 2005).
Miedzynarodowa agencja badan nad rakiem (IARC, ang. International Agency for Research on
Cancer) stwierdzita, ze owoce te zmniejszajg ryzyko raka przetyku, zotgdka i ptuc oraz jamy ustnej,
gardta, jelita grubego, krtani, nerek i pecherza moczowego (IARC Handbooks of Cancer 2003).
Badania naukowcow wskazujg na zwigzek miedzy czestym spozywaniem jabtek a zmniejszonym
ryzykiem zachorowalnosci na choroby przewlekte, takie jak choroba sercowo-naczyniowa
(Koutsos i in. 2015, Tenore i in. 2019). Dziatanie kardioprotekcyjne jabtek przypisuje sie gtownie
wysokiej zawartosci polifenoli (Bondonno i in. 2017). Obecnos¢ polifenoli skutecznie obniza
poziom cholesterolu catkowitego u ludzi, wptywa na metabolizm, zawartos$¢ lipidéw i ci$nienie
krwi. Testowane w badaniach klinicznych doustne spozywanie wyciggu polifenolowego z jabtoni
odmiany Annurca (Malus pumila Miller) wywierato dziatanie obnizajgce poziom cholesterolu
podobne do statyn, atorwastatyny i symwastatyny (Sommella i in. 2019). Ze wzgledu na naturalne
pochodzenie i nietoksycznos¢ polifenoli zawartych w jabtkach znajdujg sie one w centrum badan
wielu osrodkéw badawczych, ktére zamierzajg stosowaé je jako suplementy diety, leki,

przeciwutleniacze i Srodki przeciwdrobnoustrojowe (Fujiwara i in. 2013).


https://www.scopus.com/authid/detail.uri?authorId=55191256700&amp;eid=2-s2.0-85059886663
https://www.scopus.com/authid/detail.uri?authorId=37066570800&amp;eid=2-s2.0-85060063951

Najwiekszg i najczesciej badang podklasg polifenoli sg flawonoidy w tym wystepujgce
w jabtkach flawonole (kwercetyna) i flawanole (katechina, epikatechina, epigalokatechina,
proantocyjanidyny). Flawonoidy i inne fenole roslinne majg wiele biologicznych wtasciwosci,
w tym aktywnos¢ przeciwutleniajgcy, dziatanie przeciwzapalne, powodujg hamowanie agregacji
ptytek, dziatajg przeciwdrobnoustrojowo, przeciwnowotworowo i przeciwmutagennie (Awad
iin. 2000). Badania wskazujg na szereg korzystnych efektdw wynikajgcych ze spozycia
flawonoiddéw, wystepujgcych w jabtkach. Uwaza sie, Ze majg one znaczacy wptyw zaréwno na
zdrowie naczyn krwionosnych, jak i naczyn mdzgowych, co ostatecznie mozie potencjalnie
zapobiegaé chorobom sercowo-naczyniowym i chorobom neurodegeneracyjnym (otepieniem

naczyniowym) (Reesiin. 2018).

Warto réowniez wspomnie¢, ze oprdécz korzystnego wptywu na zdrowie cztowieka, sktadniki te
wptywajg dobroczynnie na rosliny. W czasie infekcji wytwarzane flawonoidy biorg udziat w reakcji
obronnej przed patogenem. Zawartos¢ flawonoidéw w jabtkach w duzej mierze zalezy od odmiany

owocow, praktyk rolniczych, pogody, warunkéw przechowywania i przetwarzania.

Substancje fitochemiczne zawarte w jabtkach, majg istotny potencjat do modulowania wielu
procesdow w rozwoju choréb, w tym raka, chordb uktadu krazenia, cukrzycy, zaburzen ptucnych
i choroby Alzheimera (Hyson 2011).

Konsumpcja jabtek wptywa takze na obnizenie masy ciata, utatwia wchtanianie wapnia, ktéry
zapewnia nie tylko dobry stan kosci i zebdw, ale réwniez wioséw i paznokci.

Zywno$é zawierajaca sktadniki aktywne biologicznie, poza podstawowym dostarczaniem do
organizmu substancji odzywczych, moze zapewni¢ korzysci zdrowotne i odgrywac istotng role
w profilaktyce chordb przewlektych, jednak by mogta takie funkcje petnié, nie moze zawierac

substancji toksycznych wptywajgcych negatywnie na zdrowie cztowieka.

Choroby jabtoni i ochrona sadow jabtoniowych

Polska jest najwiekszym producentem jabtek w Unii Europejskiej, czwartym po Chinach
i Stanach Zjednoczonych i Turcji producentem na Swiecie. Sady jabtoniowe zajmujg powierzchnie
177,2 tys. ha (stanowigc ok. 72% wszystkich upraw sadowniczych w Polsce). Najwiecej sadow
zlokalizowanych jest w wojewddztwie mazowieckim i lubelskim. W ostatnich latach dynamicznie
rosta produkcja jabtek, w wyniku czego w 2016 roku odnotowano rekordowe zbiory, ktore
wyniosty ponad 3,6 miliona ton i byty ok. 15% wyzsze niz zbiory w 2015 roku (Rocznik Statystyczny
Rolnictwa 2017).



Duzym zagrozeniem dla sadow jabtoniowych oprdcz insektéw sg przede wszystkim choroby
powodowane przez grzyby, wirusy i bakterie (Grabowski 1999). Rosliny sg podatne na choroby
w przypadku wystgpienia niskich lub wysokich temperatur, niedoboru lub nadmiaru wilgoci
w glebie i powietrzu, uszkodzerh mechanicznych lub uszkodzen spowodowanych przez patogeny.
Choroby pochodzenia grzybowego wywierajg znaczacy wptyw ekonomiczny nie tylko na plon, ale
i na jakos¢ owocdéw, zatem zwalczanie choréb jest zasadniczym elementem produkcji jabtek.
Gtéwnymi powodami stosowania fungicyddw jest kontrolowanie i redukcja chordb wystepujgcych
podczas zaktadania i rozwoju uprawy, zwiekszenie produktywnosci upraw, poprawa jakosci
zebranych owocéw oraz wydtuzenie okresu przechowywania. Czesto najwieksze straty
spowodowane przez choroby wystepujg po zbiorach w okresie przechowywania owocéw. Grzyby
nie tylko powodujg psucie przechowywanych jabtek, ale mogg takie produkowaé toksyny
(mikotoksyny), szczegdlnie niebezpieczne dla zdrowia cztowieka (Piechowicz i in. 2016).

Najwazniejszymi chorobami wystepujgcymi w sadach jabtoniowych sg choroby pochodzenia
grzybowego, a wsrdd nich:

e Parch jabtoni powodowany jest przez grzyb Venturia inaequalis (Cooke) G. Winter, jest
najbardziej wyniszczajgcg chorobg sadéw jabtoniowych (Khajuria i in. 2018). Wystepuje
we wszystkich regionach uprawy jabtek na $wiecie, takze na dziko rosngcych gatunkach
rodzaju Malus (Bowen i in. 2011, MacHardy 1996). W Polsce choroba wystepuje
corocznie, a jej nasilenie zalezy od podatnosci odmiany, przebiegu warunkéw
pogodowych oraz wielkosci pierwotnego Zrédfa infekcji. Najwiekszy rozwdj zarodnikéw
obserwowany jest w okresie ok. 2 tygodni po kwitnieniu (Broniarek—Niemiec 2016).
Atakuje gtownie liscie, kwiaty i owoce. Infekcji ulegajg takze szyputki owocowe, ogonki
lisciowe, dziatki kielicha, a niejednokrotnie mtode niezdrewniate pedy (Muchembled i in.
2018). Goérng strone lisci pokrywa aksamitny nalot oraz tworzg sie ciemno — oliwkowe
plamy (Rys. 1). Porazone zawigzki ulegajg deformacji, a silnie porazone opadajg. Straty
ekonomiczne powodowane przez parcha jabtoni sg bardzo wysokie. Zainfekowane owoce,
z ciemnymi, okragtymi plamami tracg wartos¢ rynkowa, a w przypadku silnego porazenia
moze dochodzi¢ do znacznej redukcji lub utraty plonu. Szacuje sie, ze nie tylko w Polsce,
ale i na swiecie straty plonédw, wynosza $rednio ok. 20-30%, a w latach z duzg iloscig
opaddéw w okresie wiosennym mogga przekracza¢ nawet 50-70% (Jha i in. 2009, Masny
i Jankowski 2012, Meszka 2012). Mimo dobrze znanej epidemiologii, stosowania
nowoczesnych systemow prognozujacych oraz szerokiego asortymentu fungicydéw do
ochrony jabtoni przed parchem, zwalczanie choroby nie zawsze jest wystarczajaco
skuteczne, zwtaszcza na podatnych odmianach. Zapobieganie parchowi jabtoni jest oparte

gtéwnie na interwencyjnych zabiegach preparatami fungicydowymi, ktérych kazdego roku
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wykorzystuje sie duzg ich ilos¢ w przeliczeniu na hektar, co wigze sie z ryzykiem

zanieczyszczenia Srodowiska i zagrozeniem dla zdrowia cztowieka (Alaniz i in. 2014).

Rysunek 1. Parch jabtoni (zrédto: www.poradnikogrodniczy.pl)

Maczniak jabtoni wywotywany przez zakazenie grzybem Podosphaera leucotricha (Ellis
& Everhart) E. S. Salmon. Jest drugim obok parcha jabtoni, powszechnie wystepujgcym
patogenem (Sestras i in. 2011). Rozwdj, wystgpienie i natezenie choroby uwarunkowane
jest czynnikami pogodowymi. Choroba ta nasila sie wraz ze wzrostem temperatury,
promieniowania stonecznego i wilgoci. Maczniak jabtoni zakaza paki, liscie, kwiaty i owoce
jabtoni. Paki z silnym porazeniem zamierajg i nie rozwijajg sie. Z pakdw stabiej porazonych
rozwijajg sie liscie zainfekowane grzybem widocznym w postaci biatego, maczystego
nalotu (Rys. 2a). Sg one drobniejsze, majg wydtuzone ogonki, a blaszka liSciowa zwija sie,
marszczy i moze zamieraé. Biaty nalot maczniaka moze wystepowaé rdéwniez
w wierzchotkowej czesci peddéw jabtoni, co powoduje zahamowanie ich wzrostu,
zasychanie lub deformacje. Po zakazeniu kwiatow nastepuje rowniez ich deformacja.
Preciki i stupki stajg sie sterylne, co w konsekwencji prowadzi do ich zamierania
i niezawigzywania owocow. Porazenie owocéw objawia sie gtéwnie w postaci ordzawien
skorki i wystepuje od stadium zawigzkéw po dojrzaty owoc (Rys. 2b). W przypadku
stabego porazenia owocdw, na skdérce pojawiajg sie rdzawe nitki tworzgce siatke.
Natomiast w przypadku duzego porazenia tworzg sie rdzawe plamy (Grabowski 1999).
Zwalczanie choroby polega gtéwnie na przycinaniu porazonych gatgzek w okresie

spoczynku, co zmniejsza pierwotne inokulum.
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Rysunek 2. Maczniak jabtoni (a) liscie, (b) owoce (zrodta: (a) www.doradztwosadownicze.pl,

(b) www.agrecol.pl)

Bardzo duzym problemem sadownikéw jest ochrona owocdw przed chorobami podczas
przechowywania, gdyz w najwiekszym stopniu pogarszajg one jakos¢ owocow i ich wartosé
handlowa. Do najczesciej wystepujacych chordb przechowalniczych naleza:

e Szara plesn — sprawca tej choroby jest grzyb Botrytis cinerea Pers. (Zhao 2010). Zazwyczaj
objawia sie tak zwang mokrg zgnilizng przykielichowag (Rys. 3). Najwieksze straty
obserwuje sie podczas przechowywania owocéw (Nunes 2012, Sansone i in. 2018), ale do
infekcji tej choroby dochodzi gtéwnie podczas opadania ptatkdéw kwiatowych
(tzw. utajone infekcje kwiatowych czesci owocdéw) oraz w czasie kwitnienia drzew.
Szczegdlnie duze zagrozenie ta chorobg obserwuje sie w warunkach wysokiej wilgotnosci

powietrza.

.

Rysunek 3. Szara plesn (Zzrodto: www.ogrodinfo.pl)
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Zgnilizny w tym gorzka zgnilizna owocéw jabtoni, spowodowana przez grzyby

Colletotrichum gloeosporioides (Penz. & Sacc.) i inne wywofane przez rézne gatunki

grzybéw (Monilia fructigena (Pers.) Pers. 1801, Gloeosporium spp., Penicillium expansum

(Link).

o Gorzka zgnilizna powodowana przez grzyby C. gloeosporioides Powoduje ona
najwieksze straty w produkcji zardwno w Polsce jak i w Europie (Bryk 2010, Neri i in.
2009). Wazrost infekcji powodowanych przez C. gloeosporioides mozina wyjasnic¢
roznymi aspektami, takimi jak stosowanie bardziej specyficznych fungicydéw przed
zbiorem, rdznice w odpornosci na fungicydy, lub wptyw zmian klimatycznych
(Grammen i in. 2019). Choroba ta atakuje w drugiej potowie lata (lipiec, sierpien).
Zarodniki grzybow tworzg sie gtdwnie na pedach i wraz z kropami deszczu przedostajg
sie na owoce. Grzyb jest jednym z niewielu, ktdry moze przenikac przez nieuszkodzong
skdrke owocu, a zakazenie zachodzi przez przetchlinki. Po zakazeniu jabtek, choroba
nie rozwija sie, gdyz zarodniki grzybow wchodzg w anafaze. Ujawnia sie dopiero w
czasie dojrzewania jabtek w przechowywani. Na owocach wokét przetchlinek pojawiaja
sie plamki gnilne (tzw. oczkowanie jabtek) (Rys. 4). Ukryta forma gorzkiej zgnilizny
powoduje trudnos$ci w ocenie stanu zdrowotnego owocoéw. Nalezy podkresli¢, ze ze
wzgledéw ekonomicznych obecnie nawet 80% produkowanych owocéw przed ich
wprowadzeniem do obrotu lub dostarczeniem do przedsiebiorstw zajmujacych sie
przetwarzaniem zostaje po zbiorach ztozone do przechowani (Sadto iin. 2016a).
Dlatego ochrona jabtek przed t3 choroba jest bardzo wazna. Polega na kilkukrotnym
wykonywaniu zabiegéw preparatami fungicydowymi w okresie przedzbiorczym. Moze
to jednak stwarzac ryzyko wystgpienia pozostatosci substancji czynnych fungicydéw
w jabtkach, dlatego poszukuje sie innych, alternatywnych do chemicznej, metod
ochrony jabtek przed gorzkg zgnilizng. Przyktadem jest stosowanie preparatow
biologicznych zawierajgcych mikroorganizmy oraz stosowanie zwigzkéw bioaktywnych

pochodzenia naturalnego (np. wyciagi roslinne).
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Rysunek 4. Gorzka zgnilizna (zrédto: www.sadnowoczesny.pl)

o Brunatna zgnilizna wywotywana przez grzyby Monilia fructigena 1801 (Poniatowska
iin. 2013). Gtéwnym objawem jest gnicie owocow na drzewach oraz pojawianie sie na
owocach gnilnych plam w postaci zbieznie utozonych niewielkich, jasnobezowych
zarodnikéw (Rys. 5). Grzyby te zimujg na starych pedach i w owocach pozostatych na

drzewie z poprzedniego sezonu.

Rysunek 5. Brunatna zgnilizna (zrédto: www.poradnikogrodniczy.pl)

W celu zminimalizowania strat powodowanych przez choroby konieczne jest wykonanie
zabiegéw preparatami fungicydowymi z grup: inhibitorow demetylacji (DMI, ang. Demethylation
Inhibitors), inhibitoréow dehydrogenazy bursztynianowej (SDHI, ang. Succinate Dehydrogenase
Inhibitors) i zewnetrznych inhibitoréw chinonu (Qol, ang. Quinone Outside Inhibitors) (Koch i in.

2015).

W Polsce do ochrony jabtoni zarejestrowanych jest 347 srodkdéw ochrony roslin, w tym:
178 fungicyddw, 65 insektycyddéw i 62 herbicydy, a takze 14 sSrodkow zawierajgcych bakterie

i naturalne organizmy (Wyszukiwarka srodkéw ochrony roslin).
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Podziat, rola i znaczenie pestycydéw

Pestycydy sg liczng i zréznicowang grupy zwigzkéw chemicznych. Nazwa pochodzi od
tacinskich stéw pestis — zaraza i pomodr; caedo — zabijam. S3 to substancje syntetyczne lub
naturalne wprowadzone do uzycia w celu zwalczania organizméw szkodliwych lub niepozgdanych
dla cztowieka. Nazwa ,pestycydy” jest szersza niz ,$rodki ochrony roslin”, stosuje sie je do
zwalczania organizméw szkodliwych m.in. w zbiornikach wodnych, do konserwacji drewna,
w weterynarii do odkazania pomieszczen i narzedzi oraz do zwalczania zywych organizméw
powszechnie uznawanych za szkodliwe w budynkach: inwentarskich, mieszkalnych, szpitalnych
i magazynach (Sienczuk 2012). Pestycydy stosowane sg réowniez w zaktadach witdkienniczych
i pralniach chemicznych do ochrony tkanin, w basenach ptywackich w celu zapobiegania
rozwojowi alg, w produkcji papieru i farb, jako érodki grzybobdjcze. Srodki ochrony roélin sg to
preparaty zawierajgce jedng lub wiecej substancji czynnych, w tym substancje organiczne,
nieorganiczne oraz organizmy zywe. Stuzg do ochrony roslin uprawnych przed organizmami
szkodliwymi, w tym mikroorganizmami powodujgcymi psucie zywnosci, do niszczenia chwastéw

i regulowania ulistnienia (Rozporzadzenie WE 1107/2009).
Klasyfikacja pestycyddw nie jest prosta, gdyz mozna podzieli¢ je wedtug réznych kryteriéw,
m.in.: ze wzgledu na réznorodne zastosowanie, budowe chemiczng, sposdb dziatania i przenikania

do organizméw zwalczanych, trwatos¢ w srodowisku, a takze stopien toksycznosci.

Ogolna klasyfikacja pestycydow wedtug ich zastosowania (Biziuk 2001, Grotowska i in. 2018,
Malinowska i in. 2015, Zacharia 2011):

algicydy — glonobdjcze;

e fungicydy — grzybobdjcze;

e herbicydy — chwastobdjcze;

e regulatory wzrostu roslin — stymulujgce lub hamujgce procesy zyciowe roslin (PGR, ang.
Plant Growth Regulator);
o defloranty — do usuwania nadmiernej ilosci kwiatow;
o defolianty — do odlistniania roslin;
o desykanty — do wysuszania roslin;

e zoocydy — do zwalczania szkodnikéw zwierzecych;

o akarycydy — roztoczobdjcze;

o atraktanty — zwabiajgce szkodniki;

o bakteriocydy — bakteriobdjcze

o insektycydy — owadobdjcze;
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o

o

= aficydy — mszycobdjcze;

* larwicydy — larwobdjcze;

* owicydy — zwalczajgce jaja owaddw i roztoczy;
limacydy — do zwalczania slimakdéw nagich;
moluskocydy — mieczakobdjcze;

nematocydy — nicieniobdjcze;

repelenty — odstraszajgce szkodniki;

rodentocydy — gryzoniobdjcze;

synergetyki — potegujace dziatanie innej substancji;

wirocydy — wirusobdjcze.

W podziale pestycyddw uwzgledniajgcym budowe chemiczng substancji czynnej wyrdzniamy

dwie grupy:

organiczne (np. insektycydy fosforoorganiczne i chloroorganiczne, karbaminiany,

ditiokarbaminiany, pochodne triazyny, nitrofenoli, mocznika, uracylu);

nieorganiczne (preparaty miedziowe, preparaty zawierajace siarke).

Inny podziat uwzglednia mechanizm dziatania w roslinie. Wyrdznia sie tu zwigzki o dziataniu:

wgtebnym i systemicznym (uktadowym);

powierzchniowym (kontaktowym).

Uwzgledniajac klasyfikacje wedtug trwatosci pestycyddw mozna wyrdznié pestycydy:

szybko zanikajgce (do 3 miesiecy);

nietrwate (do 6 miesiecy);

trwate (do 18 miesiecy);

bardzo trwate (powyzej 18 miesiecy).

Podziat pestycydéw ze wzgledu na stopien toksycznosci wyrazany jest za pomocg dawki

Smiertelnej LDsq (ang. Lethal Dose), czyli dawki powodujgcej Smieré 50% zwierzat doswiadczalnych

wyrazanej w miligramach substancji toksycznej na kilogram masy ciata [mg/kg] (Tab. 1).

Tabela 1. Toksyczno$¢ pestycydéw wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO 2009)

LDs, dla szczura
Klasa Stopien toksycznosci [mg/kg masy ciata]

doustne skérne
la wyjatkowo toksyczne <5 <50
Ib bardzo toksyczne 5 <LDs¢< 50 50 <LDsy< 200
Il umiarkowanie toksyczne 50 <LDsg< 2000 200 <LDsy< 2000
11 stabo toksyczne > 2000 > 2000
u nie stwarza zagrozenia > 5000
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Charakterystyka wybranych substancji czynnych fungicydow

SDHI, DMI i Qol s3 trzema najbardziej istotnymi grupami fungicydéw do zwalczania chordb
w rolnictwie.

SDHI to grupa fungicydéw wysoce skutecznych przeciwko chorobom atakujagcym zboza,
owoce i warzywa. Pierwsze fungicydy zawierajgce karboksyne zostaty wprowadzone w latach
60 XX wieku. Substancja ta stosowana byta gléwnie do zaprawiania nasion w zwalczaniu
patogendw podstawczakéw. Odkrycie nowych struktur i mechanizméw otworzyto droge dla tej
grupy fungicyddéw, poprzez poszerzenie biologicznego spektrum dziatania i zwiekszenie znaczenia
tych fungicydéow do skutecznego zastosowania przeciwko chorobom grzybowym w uprawach
owocow i warzyw. Druga generacja fungicydow SDHI zostata wprowadzona na rynek ochrony
upraw w 2003 r. Pierwszym karboksyamidem o szerokim spektrum dziatania byt boskalid. Obecnie
ta grupa fungicydow jest podzielona na siedem rézinych klas chemicznych. Wszystkie maja
wspdlny sposdb dziatania polegajgcy na blokowaniu mitochondrialnego faricucha transportu
elektrondw przez wigzanie z enzymem dehydrogenazg bursztynianowgq (inaczej kompleksem 11).
Enzym SDH (ang. Succinate Dehydrogenase) bierze udziat w przenoszeniu elektronéw
pochodzacych z bursztynianu bezposrednio do ubichinonu. Hamowanie tfaricucha transportu
elektrondw zatrzymuje w konsekwencji produkcje trifosforanu adenozyny (ATP) i ostatecznie
zamyka zrédto energii metabolizmu i wzrostu grzybéw (Avenot i Michailides 2010). Do grupy
fungicyddw — inhibitorow dehydrogenazy bursztynianowej badanych w niniejszej pracy naleza:

e Fluopyram (nazwa wedtug IUPAC N-[2-[3-chloro-5-(trifluoromethyl)-2-pyridyl]ethyl]-
a,a,a-trifluoro-ortho-toluamide) jest substancjg czynng fungicydéw o szerokim spektrum
dziatania, nalezy do klasy benzamidéw (Rys. 6). Jest aktywny biologicznie na wszystkich
etapach wzrostu grzybéw, od kietkowania zarodnikdw do produkcji przetrwalnikow,
a jego spektrum dziatania obejmuje kilka waznych dla rolnictwa patogenéw, w tym
powodujgcych szarg plesd i maczniaka prawdziwego wystepujgcych na roslinach

warzywnych, ziarnkowych i pestkowych (Veloukas i Karaoglanidis 2012).
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Rysunek 6. Struktura chemiczna fluopyramu (PubChem)

Boskalid (nazwa wedtug IUPAC 2-chloro-N-(4'-chlorobiphenyl-2-yl)nicotinamide), nalezy
do klasy karboksyamidéw (Rys. 7). Jest inhibitorem kietkowania konidialnego, hamuje
réwniez wzrost grzybni (Kim i Xiao 2010). Jest substancjg czynng fungicydow aktywnych
wobec szerokiego zakresu patogendw grzybowych, w tym Botrytis spp., Alternaria spp.
i Sclerotinia spp. (Kim i Xiao 2011). Wykorzystywany w szerokiej gamie upraw, w tym

owocow, warzyw i roslin ozdobnych.
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Rysunek 7. Struktura chemiczna boskalidu (PubChem)

Pentiopirad (nazwa wedtug IUPAC 1-methyl-N-[2-(4-methylpentan-2-yl)thiophen-3-yl]-3-
(trifluoromethyl)pyrazole-4-carboxamide), nalezy do klasy karboksyamidow. Jego
dziatanie polega na hamowaniu funkcji mitochondrialnych (Rys. 8). Ma szerokie spektrum
zastosowania w zapobieganiu choréb pochodzenia grzybowego, w zwalczaniu parcha

jabtoni, maczniaka prawdziwego i szarej plesni.

18



0 Q‘u‘.‘::.,.--"’ - H
F
.---\---F{""k-. /H x\b\
F \'1 /
N—N
5,
\\

Rysunek 8. Struktura chemiczna pentiopiradu (PubChem)

Fungicydy z grupy Qol sg skuteczne w hamowaniu kietkowania zarodnikdéw, wzrostu grzybni
i sporulacji docelowych patogendw grzybowych. Ze wzgledu na ich szerokie spektrum dziatania na
gtéwne grupy grzybow chorobotwérczych, inhibitory chinonowe sg szeroko stosowane
w rolnictwie. Sposéb dziatania obejmuje hamowanie oddychania mitochondrialnego przez
wigzanie w miejscu Q, kompleksu enzymu cytochromu bcl (znanego réwniez, jako kompleks 111).
Hamowanie oddychania mitochondrialnego nastepuje przez blokowanie transferu elektronéw
miedzy cytochromem b i cytochromem c1 (Bardas i in. 2010, Verloukas i in. 2014). Do tej grupy
fungicyddw nalezy:

e Pyraklostrobina (nazwa wedtug [IUPAC methyl {2-[1-(4-chlorophenyl)pyrazol-3-
yloxymethyl]phenyl}(methoxy)carbamate) nalezy do klasy estrow karbaminianowych.
Stosowana jest do zwalczania gtdwnych patogendw roslinnych, w tym Septoria tritici,
Puccinia spp. i Pyrenophora teres (Rys. 9). W ochronie jabtoni stosowana gtéwnie przed

patogenami powodujgcymi gorzka zgnilizne.
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Rysunek 9. Struktura chemiczna pyraklostrobiny (PubChem)

Fungicydy z grupy DMI nazywane rowniez inhibitorami biosyntezy steroli (SBI), stosuje sie
przeciwko szerokiemu spektrum patogendw grzybowych. Sterol grzybowy (ergosterol) odgrywa
wazna role strukturalng i sygnalizacyjng w btonach komérkowych grzybéw. Fungicydy DMI hamuja
1l4a-demetylacje sterolu, wigzac sie selektywnie z 14a-demetylazg sterolowg cytochromu P450
(CYP51), ktéra to kombinacja zapobiega pozyskiwaniu substratu przez enzym i podiniejsza
aktywacje tlenu, ktéry uczestniczy w  procesie  usuwania grupy metylowej
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(C-14) z czasteczki sterolu. Powoduje to wyczerpanie ergosterolu, gtéwnego sktadnika bton
grzybéw, oraz wysoka akumulacje, potencjalnie toksycznych zwigzkéw posrednich sterolu,
zmieniajgc w ten sposéb strukture i funkcje btony komdrkowej (Lopez—Ruiz i in. 2010). Do tej
grupy fungicyddéw nalezy:
e Tebukonazol (nazwa wedtug IUPAC 1-(4-chlorophenyl)-4,4-dimethyl-3-(1H-1,2,4-triazol-1-
ylmethyl)pentan-3-ol z klasy triazoli (Rys. 10), to fungicydyd o szerokim spektrum
dziatania. Jest wysoce skuteczny w zwalczaniu patogendw grzybowych roslin owocowych

i warzywnych. Ma zastosowanie w ochronie jabtoni przeciw maczniakowi prawdziwemu.

Rysunek 10. Struktura chemiczna tebukonazolu (PubChem)

Zastosowane w badaniach substancje czynne wchodzg w skfad preparatéw: Luna Experience
400 SC (substancje czynne: fluopyram i tebukonazol), Bellis 38 WG (substancje czynne: boskalid
i pyraklostrobina) oraz Fontelis 200 SC (substancja czynna: pentiopirad). Nalezg do grupy
zwigzkdéw organicznych. Posiadajg zréznicowane wtasciwosci fizykochemiczne (Tab. 2), budowe

chemiczng (Rys. 6-10) oraz rézne wtasciwosci toksykologiczne (Tab. 3).
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Tabela 2. Wtasciwosci fizykochemiczne badanych substancji czynnych (PPDB)

Fluopyram Tebukonazol Boskalid Pyraklostrobina Pentiopirad

Wzdr sumaryczny C16H11CIFgN,0 Cy6H22CIN;O Cy5H1,ClLN,0 Cy9H15CIN;O, Ci6H20F3N30S
Grupa chemiczna benzamidy triazole karboksyamidy estry karbaminianowe karboksyamidy
Sposdb dziatania SDHI DMI SDHI Qol SDHI
Masa molowa [g/mol] 396,76 307,82 343,21 387,80 359,40
Rozpuszczalno$¢ w wodzie [mg/l] 16,0 36,0 4,6 1,9 1,375
Wspdtczynnik podziatu p 2,00x10° 5,01x10’ 9,12x10 9,77x10° 4,17x10°
oktanol-woda K, pH=7 t =
20°C logP 3,30 3,70 2,96 3,99 4,62
::':glkaqa opornosci na grzyby (wedtug 7 3 ; 1 7
Temperatura topnienia [°C] 117,5 105,0 143,3 64,5 108,7
Temperatura wrzenia [°C] 318 >350 >300 >200 >314
Temperatura rozktadu [°C] 300 350 300 200 314

typowa 309 63 200 32 121,5
Degradacja w laboratorium 309 365 246 62 121,5
w glebie t;), [20°C]

w polu 118,8 47,1 118 32 9,2
Szybkos¢ zanikania na/w roslinie [dni] 6,5 13,6 51 4,7 3,1
Wspdtczynnik BCF [l/kg] 18 78 107 706 186
biokoncentracji CTs [dni] 3,4 2,0 1,0 bd 0,65

bd — brak danych
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Tabela 3. Wtasciwosci toksykologiczne badanych substancji czynnych (PPDB)

Fluopyram Tebukonazol Boskalid Pyraklostrobina Pentiopirad
Ssaki LDsq ostra dawka doustna >2000 1700 > 5000 >5000 >2000
Ssaki [mg/kg] bd >10,8 5,0 bd bd
krotkoterminowy
NOEL [mg/ke] [ppm] bd >100 bd bd bd
ADI [mg/kg masy ciata/dzien] 0,012 0,03 0,04 0,03 0,10
ARfD [mg/kg masy ciata/dzien] 0,50 0,03 bd 0,03 0,75
Mutagen bd bd X X ?
Kancerogen X ? ? X X
Substancja zaktdcajaca
funkcjonowanie uktadu bd bd X X bd
hormonalnego
Wptyw 'na rozm’n.azanle ) . ) . .
sie/rozwoj
Inhibitor acetylocholinoesterazy bd X X X X
Neurotoksant ? X X X ?
Draznigcy drogi oddechowe bd X X + X
Draznigcy skoére X X X + X
Draznigcy oczy X + X X bd
N . . Substan.qa dziafajaca . Substancja dZ|a’faJaca. Mosliwe dziatanie
- . Mozliwe dziatanie toksycznie na watrobe i toksyczne na watrobe i
Zagadnienia zwigzane ze . , toksyczne na watrobe
. . toksyczne na watrobe, uktad krwionosny. tarczyce. bd . .
zdrowiem cztowieka . . . . . Prawdopodobne dziatanie
tarczyce i krew. Prawdopodobne dziatanie | Prawdopodobne dziatanie ,
. . rakotworcze.
rakotworcze. rakotworcze.
Klasyfikacja WHO bd Il u bd bd

+—wiadomo, ze wykazuje dziatanie
X —wiadomo, ze nie wykazuje dziatania

? — prawdopodobnie wykazuje dziatanie, jednak brak jest danych potwierdzajgcych

bd — brak danych

22




Aktywno$¢ biologiczna zwigzku chemicznego wigze sie bezposrednio z jego cechami
fizykochemicznymi. Waznym parametrem w przewidywaniu rozprzestrzeniania sie ksenobiotykdéw
w Srodowisku jest lipofilowos$¢. Charakteryzuje ona powinowactwo zwigzku chemicznego do fazy
organicznej (lipidowej) i wodnej. Miarg lipofilowosci jest stosunek réwnowagowych stezen
rozpuszczonej substancji w uktadzie dwufazowym, ktéry sktada sie z dwdch niemieszajacych sie
rozpuszczalnikow. Okreslany jest za pomocg wspdtczynnika K,,, (oktanol-woda ). Wysoka wartosc
wspodfczynnika K,, koresponduje z niska rozpuszczalnoscia w wodzie i wysoka wartoscig
wspodtczynnika biokoncentracji (BCF, ang. Bioconcentration Factor) (Wotejko i in. 2016). Badane
W niniejszej pracy zwigzki charakteryzujg sie niskg rozpuszczalnoscig w wodzie (< 50 mg/l w temp.
20°C). Najnizszg rozpuszczalno$é¢ wykazuje pentiopirad — 1,375 mg/l, natomiast najwyiszg
tebukonazol — 36,0 mg/I.

Praktyczne znaczenie lipofilowosci umozliwia przewidywanie, w jakim stopniu dany zwigzek
bedzie miat sktonnos¢ do gromadzenia sie w tkankach organizméw zywych. Im bardziej substancja
jest lipofilowa, tym wieksza jest tendencja do jej gromadzenia w organizmie. Zdolnos¢ do
biokoncentracji okreslana jest za pomocg BCF. Sposréd badanych substancji czynnych,
najmniejszg zdolno$¢ do biokoncentracji wykazuje fluopyram, ktérego wartosé BCF wynosi 18 I/kg,

natomiast najwiekszg wartoscig BCF wynoszacg 706 I/kg charakteryzuje sie pyraklostrobina.

Fluopyram, boskalid i pentiopirad charakteryzujg sie duzg trwatoscia w glebie, czas ich
potowicznego rozkfadu (t;;) wynosi 121,5-365 dni. Dla dwdch pozostatych substancji czynnych,
tebukonazolu i pyraklostrobiny t;;, w glebie wynosi odpowiednio 63 dni i 32 dni. Biorgc pod
uwage szybkos¢ zanikania na/w roslinie wartos¢ ty, jest w granicach od 3,1 dnia dla pentiopiradu

do 13,6 dnia dla tebukonazolu.

Z kolei biorgc pod uwage wtasciwosci toksykologiczne najnizszg wartos¢ LDsq na poziomie
1700 wykazuje tebukonazol, natomiast najwiekszg >5000 boskalid i pyraklostrobina. Najnizsza
warto$¢ dopuszczalnego dziennego pobrania ADI (ang. Acceptable Daily Intake) zostata okreslona
dla fluopyramu 0,012 mg/kg masy ciata/dzien, natomiast najwyzsza dla pentiopiradu 0,10 mg/kg
masy ciata/dzien. Wartosci ostrej dawki referencyjnej ARfD (ang. Acute Referebce Dose) wynosza
od 0,03 mg/kg masy ciata/dzien dla fluopyramu i pyraklostrobiny do 0,75 mg/kg masy ciata/dzien

dla pentiopiradu. Dla boskalidu nie zostata okreslona warto$é ARfD.

Dla tebukonazolu, pyraklostrobiny i pentiopiradu wykazano wptyw na rozmnazanie sie
i rozwdj organizméw, dodatkowo pyraklostrobina wykazuje dziatanie draznigce na drogi
oddechowe i skére, a tebukonazol dziatanie draznigce na oczy. Dla badanych substancji czynnych

brak jest szczegétowych danych na temat dziatania mutagennego lub kancerogennego, a takze
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wptywu na  funkcjonowanie uktadu hormonalnego, nie sg takie inhibitorami

acetylocholinoesterazy.

Pozostatosci Srodkow ochrony roslin w jabtkach

W sadach jabtoniowych, stosuje sie duzg liczbe pestycydéw szczegdlnie do ochrony roslin
przed chorobami pochodzenia grzybowego (Szymczak i in. 2016). W jednym okresie
wegetacyjnym wykonuje sie ok. 20-30 zabiegdw preparatami chemicznymi. Stosowanie
chemicznych srodkédw ochrony roslin, bedgce efektywnym sposobem ochrony roslin sadowniczych
przed chorobami, wigze sie jednak z ryzykiem wystgpienia pozostatosci pestycydéw w owocach.
Duze ryzyko obecnosci pozostatosci pestycydéw w jabtkach stwarzajg szczegdlnie fungicydy

zastosowane w okresie przedzbiorczym (7-21 dni) przeciwko chorobom przechowalniczym.

Ochrona jabtoni przed chorobami, oparta jest przede wszystkim na metodzie chemicznej,
powinna by¢ zatem prowadzona racjonalnie i uwzglednia¢ fazy rozwojowe patogendw, stopien
nasilenia chordb, dobdr i dziatanie pestycyddw oraz warunki atmosferyczne (Sobiczewski 2013).
Paradoksalnie, zaniechanie stosowania fungicyddw moze prowadzi¢c do infekcji
owocow, a w efekcie do wystepowania mikotoksyn — zwigzkéw organicznych o wiele bardziej
toksycznych niz sktadniki czynne obecnie stosowanych pestycyddow. Stad, stosowanie fungicyddw,
zwtaszcza w gospodarstwach komercyjnych, jest obecnie konieczne nie tylko z gospodarczego

punktu widzenia, ale takze ze wzgledu na zdrowie konsumentdéw (Piechowicz i in. 2016).

Obecnie istnieje zapotrzebowanie na zywno$¢ o niskiej lub bez zawartosci chemicznych
srodkéw ochrony roslin. Ocena pozostatosci srodkéw ochrony roslin w produktach spozywczych,
w tym w owocach, w ostatnich latach stanowi wazing strategie wsrdd organdw panstwowych
odpowiedzialnych za kontrole dopuszczalnych poziomdédw pozostatosci pestycydéw oraz
bezpieczenstwo zywnosci. Monitorowanie pozostatosci pestycyddw w zywnosci ma na celu nie
tylko sprawdzenie zgodnosci z najwyzszymi dopuszczalnymi poziomami pozostatosci
(Rozporzadzenie WE 396/2005) i prawidtowosci uzycia srodkdéw ochrony rosélin (Dyrektywa WE
128/2009, Rozporzadzenie WE 1107/2009), ale réwniez ocene narazenia konsumentéw na
pozostatosci substancji czynnych pestycydéw (Nowacka i in. 2015, Strucinski i in. 2006, Strucinski
iin. 2007).

Zgodnie z obowigzujgcymi przepisami prawa, kontrola prawidtowosci stosowania srodkéw
ochrony roslin, a takze zapobieganie wprowadzania do obrotu ptodéw rolnych, ktére stwarzajg

zagrozenie dla zdrowia, prowadzone sg zgodnie z ponizszymi aktami prawnymi:
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e Ustawa z dnia 8 marca 2013 o srodkach ochrony roslin (t.j. Dz. U. z 2018 r. poz. 1310,
1616, 1629, z 2019 r. poz. 235) (Ustawa 2013);

e Ustawa z dnia 25 sierpnia 2006 r. o bezpieczenstwie zywnosci i zywienia (t.j. Dz.U. 2019
poz. 1252) (Ustawa 2006);

e Rozporzadzenie nr 178/2002 Parlamentu Europejskiego i Rady ustanawiajgce ogdlne
zasady i wymagania prawa 2zywnosciowego, powofujace Europejski Urzad
ds. Bezpieczeristwa Zywnosci oraz ustanawiajace procedury w zakresie bezpieczenstwa
zywnosci (Rozporzadzenie WE 178/2002);

e Rozporzadzenie nr 396/2005 Parlamentu Europejskiego i Rady w sprawie najwyzszych
dopuszczalnych poziomdéw pozostatosci pestycydow w zywnosci i paszy pochodzenia
roslinnego i zwierzecego oraz na ich powierzchni, zmieniajgce dyrektywe Rady
91/414/EWG (Rozporzadzenie WE 396/2005).

Ustawa z dnia 8 marca 2013 roku (Ustawa 2013) o Srodkach ochrony roslin oraz przepisy Unii
Europejskiej, w szczegdlnosci rozporzadzenie 1107/2009 (Rozporzadzenie WE 1107/2009)
naktadajg obowigzek sprawowania kontroli nad stosowaniem srodkéw ochrony roslin w produkcji
roslinnej, a takze prowadzenia badan pod katem obecnosci pozostatosci substancji czynnych
srodkdéw ochrony roslin.

Aktem prawnym normalizujgcym zagadnienia bezpieczenstwa zywnosci w Polsce jest ustawa
z dnia 25 sierpnia 2006 roku, wedtug ktérej bezpieczenstwo zywnosci to ogét warunkow, ktére
muszg by¢ spetniane, i dotyczgcych w szczegdlnosci:

e stosowanych substancji dodatkowych i aromatow;

e poziomoOw substancji zanieczyszczajacych;

e pozostatosci pestycydow;

e warunkéw napromieniania Zzywnosci;

e cech organoleptycznych,
oraz dziatan, ktére muszg by¢ podejmowane na wszystkich etapach produkcji lub obrotu
zywnoscig w celu zapewnienia zdrowia i zycia cztowieka (Ustawa 2006).

Urzedowa kontrola zywnosci prowadzona jest przez inspekcje podlegajgce Ministrowi
Rolnictwa i Rozwoju Wsi: Inspekcje Ochrony Roslin i Nasiennictwa, Inspekcje Weterynaryjna,
Inspekcje Jakosci Handlowej Artykutéw Rolno — Spozywczych, natomiast nadzér nad handlem
zywnoscig prowadzi Inspekcja Sanitarna podlegajaca Ministrowi Zdrowia.

Zasady prowadzenia urzedowych kontroli, a takie monitoringu zywnosci w zakresie
pozostatosci substancji czynnych pestycydow okresla rozporzadzenie 396/2005 Parlamentu

Europejskiego i Rady z dnia 23 lutego 2005 r. w sprawie najwyzszych dopuszczalnych poziomdw
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pozostatosci pestycyddw w zywnosci i paszy pochodzenia roslinnego i zwierzecego oraz na ich
powierzchni, zmieniajgce dyrektywe Rady 91/414/EWG. Wedtug powyiszego rozporzadzenia,
w oparciu o wykazy najwyzszych dopuszczalnych poziomdéw pozostatosci substancji czynnych
srodkdéw ochrony roslin, prowadzi sie ocene ich pozostato$ci w produktach spozywczych
(Rozporzadzenie WE 396/2005).

W 2018 roku w badaniach przeprowadzonych przez Instytut Ogrodnictwa w Skierniewicach
przebadano tacznie 282 prébki jabtek na obecno$é¢ 436 substancji czynnych srodkéw ochrony
roslin. W 51 probkach (18%) nie wykryto pozostatosci poszukiwanych srodkéw ochrony roslin.
W pozostatych prébkach stwierdzono pozostatosci 25 insektycyddéw i 18 fungicyddw. Najczesciej
wykrywano kaptan (67,7% — badanych prdébek), acetamipryd (50,0%), ditiokarbaminiany (31,6%),
boskalid (16,3%), karbendazym (13,8%), metoksyfenozyd (12,8%), pyraklostrobine (12,1%),
tebukonazol (12,1%) i spirodiklofen (10,6%). W 200 prébkach jabtek (ok.71%) stwierdzono
pozostatosci wiecej niz jednej substancji czynnej. W dwdch prdbkach wykryto pozostatosci
10 zwigzkéw, w trzech — 9, w pieciu — 8, w 18 prébkach wykryto pozostatosci 7 substancji
czynnych, w 17 -6, w 31 -5, w43 —4, w 42 — 3 i w 39 — 2 substancji czynnych. W 11 prébkach
(4%) stwierdzono obecnos¢ pozostatosci substancji czynnych preparatéw, ktére nie zostaty
zarejestrowane do stosowania w uprawie jabtoni tj: dimetoatu, ometoatu, bifentryny,
diflubenzuronu, fenazachiny, pirydabenu, flutriafolu i tiabendazolu. W czterech prébkach (1,4%)
stwierdzono przekroczenie dopuszczalnego poziomu chloropiryfosu (2 prébki) i bifentryny
(2 prébki), dla ktérych wystawiono zgtoszenia w Krajowym Systemie Wczesnego Ostrzegania

o Niebezpiecznej Zywnosci (RASFF, ang. Rapid Alert System for Food and Feed) (Miszczak 2018).

Degradacja pestycydow w sSrodowisku

Bardzo wazng cechg pestycyddw jest ich trwato$é¢ w srodowisku naturalnym, glebie, na
powierzchni roslin oraz w organizmach roslinnych i zwierzecych. Wptywa ona nie tylko na
skutecznos¢ ich dziatania, ale takze decyduje o tym, czy produkty rolne mogg by¢ bezpiecznie
konsumowane przez cztowieka. Okreslana jest ona za pomocg czasu potowicznego zanikania DTs
lub ty/,. Wiekszosé pestycydédw wykazuje ograniczong trwato$¢ w ekosystemach, a te najbardziej
trwate (pestycydy chloroorganiczne — DDT, aldryna), ktdrych czas potowicznego rozktadu wynosi
od kilku do kilkudziesieciu lat, zostaty wycofane i zabroniono ich stosowania w wielu krajach

(Klaassen i Watkins 2014).

Zmiany stezen substancji czynnych srodkéw ochrony roslin w czasie okresla kinetyka

zanikania, ktéra zalezy od wielu czynnikdéw, m.in. od budowy i wtasciwosci chemicznych substancji
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czynnych, rodzaju rosliny, na ktéra jest aplikowany preparat, czy rodzaju gleby, jej odczynu w tym
zawartosci zwigzkéw mineralnych i organicznych. Istotnymi czynnikami wptywajagcymi na
degradacje pestycydow sg réwniez warunki klimatyczne: temperatura i wilgotnos¢ powietrza,
opady oraz promieniowanie UV (Biziuk 2001).

Degradacja zachodzi przede wszystkim w wyniku przemian biochemicznych, ale takze jest
wynikiem reakcji chemicznych: utleniania, redukcji i podstawienia nukleofilowego (hydroliza).
Wazne sg takze przemiany zachodzace pod wptywem energii Swietlnej, czyli reakcje
fotochemiczne. Znaczacym czynnikiem wptywajgcym na degradacje sg przemiany bedace
nastepstwem proceséw fizycznych: parowania i sublimacji (Biziuk 2001).

Ze wzgledu na mnogos¢, bardzo trudne jest okreslenie wszystkich czynnikdw wptywajgcych
na kinetyke degradacji pestycyddw oraz na zachodzace podczas degradacji procesy, stad

omowiono tylko wybrane.

Budowa chemiczna substancji czynnej jest istotnym czynnikiem wptywajgcym na kinetyke

zanikania. Na jej podstawie mozna przewidzie¢ ogdlne prawidtowosci:

e Pestycydy polarne sg szybciej degradowane od zwigzkédw niepolarnych, ze wzgledu na
lepszg rozpuszczalno$¢ w wodzie, a takze ze wzgledu na wydajniejszg adsorbcje tych
zwigzkdéw przez substancje organiczne zawarte w glebie;

e Potgczenia aromatyczne, posiadajgce struktury pierscieniowe sg trwalsze od alifatycznych,
ktdre maja strukture taicuchowsy;

e Zwigzki zawierajgce aktywne atomy chloru tatwiej ulegajg podstawieniu nukleofilowemu,
m.in. hydrolizie;

e W przypadku zwigzkéow jonowych, tatwiej ulegajg degradacji potgczenia anionowe niz
kationowe;

e Zwigzki posiadajace wysoki stopnien utlenienia wykazujg odpornos¢ na utlenianie, s3 tez
mato atrakcyjnym Zrédtem energii dla mikroorganizméw aerobowych, jednak moga
ulega¢ redukcji w warunkach beztlenowych. Natomiast zwigzki o duzym stopniu

zredukowania tatwo ulegajg przemianom w warunkach aerobowych (Rdézanski 1992).

Istotnym czynnikiem sg witasciwosci fizyko-chemiczne substancji czynnych. Degradacja jest
nastepstwem procesdw fizycznych: parowania i sublimacji. Szybko$¢ parowania zwigzku,
uzalezniona jest od jego lotnosci. Kluczowg role odgrywa takze temperatura, z reguty jej wzrost
zwieksza szybkos$¢ przemian pestycydow. Zwigzane jest to rowniez ze wzrostem aktywnosci
mikroorganizméw glebowych, a takze szybkosci reakcji chemicznych, przy jednoczesnym

zmniejszeniu adsorpcji na powierzchni czastek glebowych. Zmiana odczynu gleby w kierunku
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wiekszego zakwaszenia zwieksza trwatos¢ pestycyddw, natomiast zmiana do odczynu alkalicznego

hamuje procesy biotyczne i przyspiesza przebieg procesdw chemicznych (Biziuk 2001).

Waznym aspektem jest réwniez anatomia rosliny, na ktérg jest aplikowany preparat. Przy
nalistnym stosowaniu $rodka istotng role odgrywa budowa powierzchni rosliny. Rosliny pokryte
wiosami gromadzg wieksze ilosci preparatéw pylistych i ptynnych. Z kolei do tych pokrytych
warstwg woskowg tatwiej przenikajg i gromadzg sie w nich zwigzki o charakterze hydrofobowym.
Natomiast w przypadku zwigzkéw dobrze rozpuszczalnych w wodzie ta kumulacja jest utrudniona.

Istotny wptyw na poziom stezenia substancji czynnych w ptodach rolnych ma wzrost
jadalnych czesci rosliny (rozcienczenie biologiczne), jak réwniez szybkos¢é podawania preparatu na
rosline oraz czas, jaki uptynat od dnia zabiegu do zbioru (rzeczywisty zanik pozostatosci), dlatego
mozna spodziewal sie stosunkowo wyzszych pozostatosci, gdy dana substancja zostanie

zastosowana bezposrednio przed zbiorami (Sadto i in. 2016b).

Duzy wptyw na zanikanie pestycyddw majg mikroorganizmy. W wyniku ich naturalnego
metabolizmu przetwarzajg substancje organiczne zawarte w zasiedlanym przez nie srodowisku.
Wykorzystujg pestycydy jako Zrodto energii i/lub budulec. Wynika to z aktywnosci enzymoéw
konstytucyjnych. W przypadku obecnosci ksenobiotyku, mikroorganizmy sg réwniez zdolne do
wytwarzania enzyméw indukowanych. Taka odpowiedZ drobnoustroju jest mechanizmem
adaptacyjnym umozliwiajgcym im przetrwanie w zmienionych warunkach wegetacyjnych. Tylko
nieliczne pestycydy sg odporne na dziatanie enzymdéw wytwarzanych przez mikroorganizmy. Moze
wynika¢ to z braku wystarczajagcego potencjatu biologicznego wykazywanego przez dang
populacje mikroorganizméw, z hamujgcego dziatania ksenobiotyku na ukftady enzymatyczne,
wtasciwosci wynikajgcych ze struktury chemicznej pestycydu uniemozliwiajgcych atakowanie
czasteczki przez enzym czy niemozliwosci przenikania pestycydu przez btone komodrkowg
(Rézanski 1992).

Najwiekszg aktywnosciag w degradowaniu pestycydéw majg bakterie z rodzaju Arthobacter,
Bacillus, Corynebacterium, Flavobacterium i Pseudomonas, promieniowce z rodzaju Nocardia
i Streptomyces oraz grzyby z rodzaju Penicillium, Aspergillus, Fusarium i Trichoderma (Rézanski

1992).

Biologiczna ochrona roslin, w tym jabtoni

Wozrastajgca $wiadomos$¢ spoteczenstwa dotyczgca zagrozen dla zdrowia cztowieka
i bezpieczenstwa Srodowiska zwigzanych ze stosowaniem chemicznych srodkéw ochrony roslin,

przyczynita sie do zwiekszenia podejmowanych dziatan, ktére majg na celu ograniczenie ryzyka
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w tym zakresie. Czeste stosowanie pestycyddéw, oprécz zwiekszania kosztéw produkcji, moze
takze wptywac na zwiekszanie odpornosci na agrofagi (Zamojska i Malinowski 2012). Nie mozna
poming¢ réwniez wptywu na srodowisko tj. zanieczyszczenie wody, gleby i powietrza, co moze
powodowac ekologiczny brak réwnowagi poprzez ttumienie populacji korzystnej mikroflory.
Zatem, w takim kontekscie biologiczne $rodki ochrony roslin mozna rozpatrywac jako alternatywe

w ochronie upraw.

Zgodnie z obecng politykg Unii Europejskiej, majgcy na celu zmniejszenie ryzyka zwigzanego
ze stosowaniem pestycyddw, opracowano dziatania promujgce wdrazanie integrowanych
systemow ochrony roslin, ktorych celem jest odpowiednie wykorzystanie srodkédw ochrony roslin
ukierunkowane na faktyczne wystepowanie zagrozen upraw. Od 1 stycznia 2014 roku wszyscy
profesjonalni uzytkownicy s$rodkdw ochrony rosdlin majg obowigzek stosowania zasad
Integrowanej Ochrony Roslin zgodnie z postanowieniami art. 14 dyrektywy 2009/128/WE oraz
rozporzadzenia 1107/2009 (Dyrektywa WE 128/2009, Rozporzadzenie WE 1107/2009, Ustawa
2013). Podstawg zintegrowanego systemu ochrony jest wykorzystanie w pierwszej kolejnosci
metod niechemicznych i innych form interwencji oraz stosowanie srodkéw ochrony roslin na

uzasadnionym ekologicznie i ekonomicznie poziomie.

Na ograniczenie wystepowania i nasilenia choréb istotny wptyw majg zabiegi agrotechniczne:
nawozenie i nawadnianie roslin, przeswietlanie i formowanie koron. Stosujagc metode
mechaniczng mozna skutecznie ogranicza¢, a nawet eliminowac zrédio niektérych choréb
w sadzie, co nastepnie bedzie skutkowato zmniejszeniem liczby zabiegéow srodkami chemicznymi.
Najpowszechniej stosowanymi niechemicznymi metodami ochrony sg metody biologiczne,

wykorzystujace bezpieczne dla srodowiska i zdrowia cztowieka czynniki biologiczne.

Klasyczna definicja biologicznej ochrony roslin przed chorobami to: ograniczenie rozwoju
patogenéw za pomocg czynnikéw biologicznych z wytgczeniem hodowli odpornosciowej
(Malepszy 2014). Te czynniki biologiczne ze wzgledu na pochodzenie, mozna podzieli¢ na dwie
grupy: naturalnie wystepujgce w s$rodowisku i/lub celowo do niego wprowadzane (w tym
klasyczna metoda biologiczna czy bioaugmentacja).

Do czynnikéw biologicznych zaliczane s mikroorganizmy konkurencyjne, a takze patogenne
w stosunku do agrofagdéw: bakterie, grzyby, pierwotniaki, pozyteczne makroorganizmy (roztocza
i drapiezne owady), wirusy (wchodzgce w sktad preparatow insektycydowych), substancje
naturalne pochodzenia roslinnego (ekstrakty/wyciagi), zwierzecego (molekuty) oraz semiozwigzki

(feromony).
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Bakterie wykorzystywane w biologicznej ochronie nalezg do grupy bakterii stymulujgcych
wzrost roslin (PGPR, ang. Plant Growth Promoting Rhizobacteria). Przedstawicielami rodzajow
bakterii PGPR sg: Acetobacter, Acinetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Azoarcus, Azospirillum,
Azotobacter, Bacillus, Beijerinckia, Burkholderi, Derxia, Enterobacter, Gluconacetobacter,
Klebsiella, Ochrobactrum, Pseudomonas, Rhodococcus, Serratia, Zoogloea (Jha i Saraf 2015).
Dysponujg one mechanizmami, ktore w sposéb bezposredni i/lub posredni umozliwiajg
zwalczanie patogendw oraz wywierajg korzystny wpltyw na rosliny stymulujgc ich wzrost. Majg
rowniez zdolno$¢ do indukowania systemicznej odpornosci roslin na choroby, a takze
oddziatywania antagonistycznego na inne mikroorganizmy. Antagonizm obejmuje trzy rodzaje
interakcji miedzy organizmami: antybioze, wspétzawodnictwo o pokarm i miejsce oraz
pasozytnictwo, natomiast indukowana systemiczna odpornos$¢ jest zwigzana z takim
wspotdziataniem miedzy rosling a bakterig, ktére prowadzi do stymulacji reakcji obronnych
rosliny, skutkujgcym ograniczeniem wzrostu i rozwoju patogenu, a nawet jego eliminacjg
(Malepszy 2014).

Rodzaj Bacillus spp. stanowig gram dodatnie ruchliwe komadrki o walcowym, cylindrycznym
ksztatcie, mogg by urzesione perytrychalnie lub biegunowo. Z reguty sg katalazododatnie,
tlenowe lub wzglednie beztlenowe. Ze wzgledu na duzg rdézinorodnos¢ genetyczng, posiadajg
wysoki stopnien zréznicowania fizjologicznego oraz metabolicznego (zawartos$¢ guaniny i cytozyny
w chromosomalnym DNA wynoszgca od 32 do 69%) (Szczesna—Antczak i Trzmiel 2008). Bakterie
zrodzaju Bacillus spp. sg szeroko rozpowszechnione w naturze. Izolowane sg z gleby, wdd
stodkich oraz stonych. Gatunki z rodzaju Bacillus charakteryzuja sie duzg szybkoscig wzrostu oraz
wydajnym systemem syntezy i sekrecji biatek zewnatrzkomérkowych (Deb i in. 2013). Posiadajg
one status GRAS (ang. Generally Recognized As Safe), ktéry potwierdza, ze sg to gatunki
bezpieczne dla ludzi i zwierzat. Bakterie Bacillus spp. wykorzystuje sie do produkcji preparatéw
komercyjnych, w tym: enzyméw, insektycyddéw, antybiotykdéw, witamin, a takze innych
metabolitdw (kwas hialuronowy) (Harwood i Cranenburgh, 2008, Schallmey i in., 2004). Bakterie
Bacillus spp. mogg rowniez degradowac substancje czynne pestycydéw (Gangola i in. 2018,
Sariwati i in. 2017, Gangireddygariiin. 2017).

Zastosowanie grzybéw, w biologicznej ochronie roslin polega na wykorzystaniu ich zdolnosci
konkurencyjnych (szybki wzrost, intensywne zarodnikowanie), co pozwala na szybka kolonizacje
nisz ekologicznych. Przez to ogranicza sie liczebnos¢ populacji patogendw zasiedlajgcych zaréwno
glebe, jak i rosliny.

Poza zdolnosciami konkurencyjnymi, grzyby antagonistyczne wspdtzawodniczg takze
z patogenami o sktadniki odzywcze. Mogg dziata¢ poprzez wytwarzanie enzymoéw litycznych, ktére

rozktadajg rézne struktury patogenu (zarodniki, przetrwalniki, grzybnie) albo w sposdb
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bezposredni poprzez kontakt pasozytniczy (nadpasozytnictwo). Najczesciej w preparatach
biologicznych wykorzystywane sg szczepy grzybéw z rodzajéw: Ampelomyces, Candida,
Coniothyrium, Gliocladium, Phaecilomyces i Trichoderma (Bryk 2019).

Trichoderma spp. to wolno zyjgce grzyby, ktore sg powszechne w ekosystemach glebowych
i korzeniowych. Sg one oportunistycznymi symbiontami roslin, a takie pasozytami innych
grzybow. Niektére szczepy tworzg trwate i dtugotrwate kolonizacje powierzchni korzeni
i przenikaja do jego naskdrka i komdrek. Kolonizacja korzeni przez Trichoderma spp. czesto
zwieksza rowniez wzrost i rozwdj korzeni, wydajnos¢ upraw, odpornosc na stresy abiotyczne oraz
pobieranie sktadnikdw odzywczych (Harman i in. 2004). Ponadto hamujg i/lub rozktadajg
pektynazy i inne enzymy grzybdow patogennych roslin, takich jak Botrytis cinerea Pers. (Elad 2000).
Wytwarzajg lub uwalniajg rézne zwigzki, ktére indukujg miejscowe lub uktadowe reakcje
odpornosciowe wsrdd nich enzymy litycze i proteolityczne, a takze metabolity, ktére mogg by¢
wykorzystywane jako biologiczne fungicydy do walki z chorobami roslin wywotanymi przez
patogenne grzyby (Kubicek i in. 2001, Navazio i in. 2007, Vinale i in. 2009). W celu przetrwania
i konkurowania w swojej niszy ekologicznej, grzyby stosujg nie tylko ,bron” enzymatyczng, ale
takze ,bron” chemiczng, tym samym produkujg nie tylko potencjalne antybiotyki (kwas
harzianowy, tricholiny, kwas heptelidowy i in.), ale takze mikotoksyny m.in. patuline oraz
cytotoksyczne i immunosupresyjne trichoteceny (Malmierca i in. 2012, Nielsen i in. 2005, Vinale
i in. 2008). Grzyby z rodzaju Trichoderma spp. mogg produkowac takze inne metabolity, w tym:
poliketydy, pyrony, terpeny, polipeptydy, metabolity pochodzgce od aminokwasdw. Sg bardzo
odporne na szereg toksycznych substancji miedzy innymi: metale ciezkie, zwigzki
metaloorganiczne, fungicydy oraz substancje chemiczne zawierajgce w swojej strukturze grupe
nitrylowg (CN). Doniesienia literaturowe podajg, ze szczepy tych grzybéw majg zdolnosé
degradacji pestycydéw (Jayaramaniin. 2012, Katayama i Matsumura 1993, Sharma i in. 2016).

Zastosowanie szczepow bakterii Bacillus spp. oraz grzyba Trichoderma spp. w biologicznej
ochronie roslin stanowi naturalng alternatywe dla chemicznych srodkdw ochrony roslin, a takze
jak podajg wyzej wspomniane doniesienia literaturowe moze mie¢ wptyw na degradacje
pestycydow.

W ostatnich latach rozwija sie dziatalnos¢ firm biotechnologicznych produkujacych preparaty
biologiczne zawierajgce mikroorganizmy. Na $wiecie zwieksza sie sprzedaz srodkéw ochrony roslin
zawierajgcych mikroorganizmy, jednak stanowi ona tylko 2,5% w poréwnaniu ze sprzedazig
srodkéw chemicznych — 3 mld ton (Messing i Brodeur 2018). W Polsce liczba zarejestrowanych
biopreparatow jest niewielka, wynosi tylko 13 (Sosnowska 2018). Tak mata ilo$¢ preparatéow
zawierajgcych mikroorganizmy, oferowanych w sprzedazy zwigzana jest z bardzo kosztownym

i rygorystycznym procesem rejestracji srodka, ktéry odbywa sie na podobnych zasadach jak
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w przypadku chemicznych srodkédw ochrony roslin (Ravensberg 2011). Sprawia to, ze producenci
rezygnujy zrejestracji, a nawet z wytwarzania takich preparatéw (Martyniuk 2012). Znacznie
wiecej stosuje sie preparatéw biologicznych — nawozéw — zawierajagcych mikroorganizmy, ktére

nie podlegaja rygorystycznemu procesowi rejestracji.
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2. CEL | ZAKRES PRACY

Celem badan byto wyznaczenie w warunkach laboratoryjnych (in vitro) stopnia rozktadu
wybranych  substancji czynnych  fungicydédw: fluopyramu, tebukonazolu, boskalidu,
pyraklostrobiny i pentiopiradu przez szczepy bakterii Bacillus subtilis PCM 486 i grzyba
Trichoderma harzianum KKP 534, a takze przez mieszang kulture bakterii i grzybéw oraz
sprawdzenie w warunkach polowych (in vivo) czy stosowanie preparatu biologicznego
zawierajgcego szczepy bakterii igrzybéw wptywa na rozktad substancji czynnych fungicydéw

w jabtkach.

Stawiana hipoteza badawcza:
e  Bakterie B. subtilis i grzyb T. harzianum wptywajg na rozktad substancji czynnych
fungicydow.

e  Preparaty biologiczne wptywajg na zawarto$é pozostatosci fungicydéw w jabtkach.
Zakres pracy obejmowat:

1. Zbadanie w warunkach in vitro wptywu bakterii B. subtilis na degradacje substancji
czynnych  pestycydéw: fluopyramu, tebukonazolu, boskalidu, pyraklostrobiny
i pentiopiradu.

2. Zbadanie w warunkach in vitro wptywu grzyba T. harzianum na degradacje substancji
czynnych  pestycydow: fluopyramu, tebukonazolu, boskalidu, pyraklostrobiny
i pentiopiradu.

3. Zbadanie w warunkach in vitro wptywu mieszanej kultury bakterii B. subtilis i grzyba
T. harzianum na degradacje substancji czynnych pestycydéw: fluopyramu, tebukonazolu,
boskalidu, pyraklostrobiny i pentiopiradu.

4. Zbadanie w warunkach polowych (in vivo) wptywu preparatu biologicznego Zumba
Plant® na degradacje fluopyramu i tebukonazolu — substancji czynnych s$rodka Luna
Experience 400 SC. Badania prowadzone w okresie dwdch lat w komercyjnych sadach
jabtoniowych w Jézefowie nad Wistg i w Rzeszowie.

5. Zbadanie w warunkach polowych (in vivo) wptywu preparatu biologicznego Zumba
Plant® na degradacje boskalidu i pyraklostrobiny — substancji czynnych srodka Bellis 38
WG. Badania prowadzone w okresie dwdch lat w komercyjnych sadach jabtoniowych

w Jozefowie nad Wistg i w Rzeszowie.
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Zbadanie w warunkach polowych (in vivo) wptywu preparatu biologicznego Zumba
Plant® na degradacje pentiopiradu — substancji czynnej srodka Fontelis 200 SC. Badania
prowadzone w okresie dwdch lat w komercyjnych sadach jabtoniowych w J6zefowie nad

Wista i w Rzeszowie.
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3. CZESC DOSWIADCZALNA

W pracy przeprowadzono testy w warunkach laboratoryjnych (in vitro) w celu sprawdzenia,
czy substancje czynne fungicydéw (fluopyram, tebukonazol, boskalid, pyraklostrobina
i pentiopirad) ulegajg rozktadowi przez szczepy mikroorganizméw wchodzace w sktad badanego
komercyjnego preparatu Zumba Plant® (NaturalCrop, Warszawa, Polska). Preparat biologiczny
zawiera w swoim sktadzie szczepy: bakterii B. subtilis, grzyba Trichoderma spp. i Glomus spp. Do
badan laboratoryjnych jako szczepy referencyjne wytypowano bakterie B. subtilis PCM 486 oraz
szczepy grzyba T. harzianum KKP 534 i poddano je ekspozycji wzgledem testowanych pestycydow.
W badaniach laboratoryjnych nie ujeto szczepu Glomus spp., ze wzgledu na fakt, ze jest to grzyb
mikoryzowy i w aplikacji dolistnej preparatu biologicznego (Zumba Plant® jest preparatem
uniwersalnym stosowanym zaréwno dolistnie jak i doglebowo) nie powinien on wptyngé na
degradacje pestycydow. Dodatkowo, brak jest danych literaturowych, dotyczacych wptywu
grzybow Glomus spp. na degradacje pestycydow.

Przeprowadzono réwniez badania w warunkach polowych (in vivo) w celu sprawdzenia czy
aplikowany preparat biologiczny Zumba Plant® wptywa na zmiane stezenia substancji czynnych
fungicydéw stosowanych na roslinach jabtoni 3 tygodnie przed zbiorem owocéw (producent
badanego preparatu biologicznego podaje w etykiecie, iz obniza on pozostatosci srodkdw ochrony

roslin).

3.1 Badania laboratoryjne

W pracy przeprowadzono testy w warunkach laboratoryjnych in vitro. Szczepy bakterii
B. subtilis oraz grzyba T. harzianum poddane zostaty ekspozycji wzgledem testowanych substancji
czynnych pestycydéw: fluopyramu, tebukonazolu, boskalidu, pyraklostrobiny i pentiopiradu,
w celu oszacowania stopnia ich rozktadu. Przeprowadzono testy w warunkach statycznego
kontaktu poprzez inkubacje szczepu(ow) z zaaplikowanymi preparatami chemicznymi. Stezenia
substancji czynnych w podtozu wynosity od 64 do 126 pg/ml. Wszystkie testy laboratoryjne
prowadzono w 3 powtdrzeniach, a stopied degradacji okreslano w odniesieniu do prébek
kontrolnych zawierajagcych w podtozach tylko substancje czynne fungicyddw. Schemat
doswiadczen dotyczacych degradacji pestycyddw przedstawiono w tabeli 4.

Dodatkowo oceniono stezenia inhibujgce/bdjcze badanych substancji czynnych dla bakterii

B. subtilis i drozdzy referencyjnych S. cerevisiae oraz zywotnos$¢ komarek B. subtilis.
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Tabela 4. Schemat doswiadczen laboratoryjnych dotyczacych degradacji pestycydéw

Stezenie Objetosc
Numer Testowany . Zastosowane substancji pre;?aratu
L. . . . Substancja czynna . czynnych w | chemicznego
doswiadczenia| mikroorganizm podtoze .
podtozu dodana do
[ng/ml] kolby [ml]
1 fluopyram 100
' tebukonazol 100
. bulion odzywczy
2. B. subtilis boskalid . 10-krotnie 126
pyraklostrobina ., 64
rozcienczony
3. pentiopirad 100
0,02
4 fluopyram 100
' tebukonazol 100
. boskalid bulion 126
5. T. harzianum . glukozowo-
pyraklostrobina - . 64
ziemniaczany
6. pentiopirad 100
7 fluopyram 100
' tebukonazol bulion odijczy 100
B. subtilis + boskalid 1Q-k’rotnle 126
8. . . rozcienczony + 0,02
T. harzianum pyraklostrobina . 64
bulion glukozowo-
o ziemniaczany
9. pentiopirad 100

Odczynniki, podtoza oraz szczepy mikrobiologiczne

o Szczepy referencyjne bakterii B. subtilis PCM 486, grzybdéw T. harzianum KKP 534
i S. cerevisiae SP4;

e Roztwory wzorcow substancji czynnych: fluopyramu, pyraklostrobiny i pentiopiradu
(Supelco, Stany Zjednoczone), tebukonazolu i boskalidu (Instytut Przemystu Organicznego,
Polska) o stezeniach od 4 pg/ml do 20000 pg/ml w metanolu;

e Wodne roztwory preparatow chemicznych: Luna Experience 400 SC (Bayer, Niemcy), Bellis
38 WG (Basf, Niemcy) i Fontelis 200 SC (DuPont, Stany Zjednoczone) o stezeniach
substancji czynnych od 64000 pg/ml do 126000 pg/ml;

e Bulion odzywczy (BTL, Polska) o sktadzie: ekstrakt miesny 2 g/|, ekstrakt drozdzowy 2 g/,
pepton 5 g/l, NaCl 4 g/l, glukoza 10 g/l i 10-krotnie rozciericzony; w razie potrzeby hodowli

szalkowej bulion zestalano agarem (20 g/l);
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Bulion glukozowo — ziemniaczany (PBD, ang. Potate Dextrose Broth) (BTL, Polska), sktad:
ekstrakt ziemniaczany 4 g/l i glukoza 20 g/I; w razie potrzeby hodowli szalkowej bulion

zestalano agarem (20 g/l);

Odczynnik AlamarBlue — sél sodowa resazuryny (C;,HgNO,Na) (Alfa Aesar, Stany

Zjednoczone).

Sprzet i materiaty pomocnicze

Inkubator z wytrzgsaniem, model MaxQ 6000 (Thermo Scientific, USA);

Spektrofluorymetr, model infinite M200 (Tecan, Szwajcaria);

Kolby Erlenmeyera o poj. 100 ml;

e Pipety automatyczne o poj. 5 ml, 1 ml, 100 pl;

Ptytki 96 dotkowe.

3.1.1 Ocena stezenia inhibujacego/bdjczego dla bakterii B. subtilis

Dla badanych substancji czynnych fungicydéw, wykonano ocene stezenia inhibujgcego i/lub
bojczego dla bakterii B. subtilis — test MIC (ang. Minimum Inhibitory Concentration), a dla

substancji wykazujgcych inhibicje wzrostu test MBC (ang. Minimum Bactericidal Concentration).

Szczep bakterii B. subtilis zaszczepiono do probéwki z bulionem odzywczym i inkubowano
przez 18 godzin w temperaturze 37°C z wytrzgsaniem 150 obr/min. Nastepnie, na ptytce
wielodotkowej wsiano szczepy bakterii z 18-to godzinnego inokulum tak, aby gesto$¢ optyczna
ODgqo (ang. Optical Density) wynosita 0,1. Do odpowiednich dotkéw dodano wzorce substancji
czynnych fungicydéw o stezeniach w zakresie 0,02-1000 ug/ml. Kontrole negatywng stanowito
czyste podtoze, kontrole pozytywng szczepy bakterii B. subtilis w podtozu nie poddane dziataniu
pestycydow. Wszystkie analizy prowadzono w trzykrotnym powtdrzeniu. W czasie ,,zerowym”
wykonano pomiar absorbancji przy dtugosci fali 600 nm (czytnik typu Tecan), po czym ptytki
inkubowano przez dalsze 24 godziny z wytrzagsaniem w temperaturze 37°C i ponownie mierzono
absorbancje. Okreslono MIC (poprzez spadek wartosci absorbancji), a dla substancji wykazujgcych
inhibicje wzrostu wykonano test MBC. W tym celu na szalki z podtozem statym z odpowiedniego
dotka ptytki, wysiewano ezg hodowle bakterii B. subtilis. Ptytki inkubowano w temperaturze 37°C
przez dalsze 24 godziny. Catkowity brak wzrostu komdrek poddanych ekspozycji odpowiedniemu
stezeniu zwigzku, odnotowywany byt jako warto$¢ bdjcza wzgledem testowanego

mikroorganizmu.
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3.1.2 Degradacja pestycydow przez bakterie B. subtilis

Szczepy bakterii B. subtilis zaszczepiono do probowki zawierajgcej bulion odzywczy
i inkubowano przez 18 godzin w temperaturze 37°C. Badania degradacji przeprowadzono w
kolbach Erlenmeyera o poj. 100 ml zawierajgcych 20 ml jatowego bulionu odzywczego 10-krotnie
rozcienczonego, do ktérych dodano roztwory preparatéw chemicznych uzyskujgc koncowe
stezenie substancji czynnych w zakresie 64-126 ug/ml (Tab. 4). 18 godzinng hodowle B. subtilis
dodano do podtfoza, tak aby uzyska¢ wartos¢ OD w granicy 0.7-1. Prébki kontrolne stanowito
podtoze ptynne z roztworami preparatow chemicznych. Kolby inkubowano w inkubatorze
z wytrzgsaniem 100 obr/min. Doswiadczenia prowadzono w rezimie czasowym (14 dni)
i temperaturowym (30%2°C). Z inkubowanych kolb okresowo pobierano prébki - do analiz
chemicznych w celu okreslenia stezen substancji czynnych oraz do oceny aktywnosci
metabolicznej komorek.

Z probek pobranych do analiz chemicznych, ekstrahowano badane substancje czynne
fungicyddw, a uzyskane ekstrakty poddano analizie technikg chromatografii gazowej sprzezonej ze
spektrometria mas. Do oceny zywotnosci komérek wykorzystano testy z uzyciem odczynnika

AlamarBlue.

3.1.3 Ocena zywotnosci komarek B. subtilis

Z kazdej probki, ktéra poddawana byta ocenie aktywnosci metabolicznej komoérek, pobierano
w warunkach sterylnych 180 pL hodowli i umieszczano na czarnej ptytce 96 dotkowej. Nastepnie
dodawano po 20 uL odczynnika AlamarBlue o stezeniu 0,01%, po czym inkubowano w ciemnosci
przez 10 min. Nastepnie wykonano pomiar fluorescencji przy dtugosci fali wzbudzenia 560 nm

i emisji 590 nm. Schemat metabolizmu komérek przedstawiono na rysunku 11.

redukcja przez

: > . H
l ‘ “ ‘ aktywne metabolicznie ‘ ‘ “ |
0 0 o komorki N7
resazuryna resorufina
niebieska i stabo fluorescencyjna czerwona i silnie fluorescencyjna

Rysunek 11. Schemat metabolizmu komodrek z wykorzystaniem odczynnika AlamarBlue

(Rampersad 2012)
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3.1.4 Ocena stezenia inhibujagcego/bdjczego wobec grzyba referencyjnego

S. cerevisiae

Dla badanych substancji czynnych fungicydéw, wykonano ocene stezenia inhibujgcego i/lub
bdjczego dla grzyba S. cerevisiae — test MIC (ang. Minimum Inhibitory Concentration), a dla

substancji wykazujgcych inhibicje wzrostu test MFC (ang. Minimum Fungicidal Concentration).

W celu oszacowania oddziatywania wybranych fungicydéw na grzyby, poddano je inkubacji
wraz z wybranym referencyjnym szczepem S. cerevisiae SP4, ktory zaszczepiono do probowki
zawierajgcej bulion glukozowo — ziemniaczany i inkubowano przez 18 godzin w temperaturze 30°C
z wytrzgsaniem 150 obr/min. Nastepnie, na ptytce wielodotkowej wsiano szczepy grzyba
znocnego inokulum, tak aby ODgy wynosita 0,1. Do odpowiednich dotkéw dodano wzorce
substancji czynnych fungicydow o stezeniach w zakresie 0,02-1000 pg/ml. Kontrole negatywng
stanowito czyste podtoze, kontrole pozytywna szczepy grzyba nie poddane dziataniu pestycyddéw.
Wszystkie analizy prowadzono w trzykrotnym powtdrzeniu. W czasie ,,zerowym” wykonano
pomiar absorbancji przy fali dtugosci 600 nm (czytnik typu Tecan), po czym ptytki inkubowano
przez dalsze 24 godziny z wytrzasaniem w temperaturze 30°C i ponownie zmierzono absorbancje.

Okreslono MIC, a dla substancji wykazujgcych inhibicje wzrostu wykonano test MFC.

3.1.5 Degradacja pestycydow przez grzyba T. harzianum

Badania degradacji przeprowadzono w kolbach Erlenmeyera o poj. 100 ml zawierajgcych
20 ml jatowego bulionu glukozowo — ziemniaczanego z roztworami preparatéw chemicznych
uzyskujac koricowe stezenie substancji czynnych w zakresie 64-126 pg/ml (Tab. 4). Grzyba
T. harzianum dodano do podtoza zawierajgcego roztwér preparatdow chemicznych. Prébki
kontrolne stanowito podtoze z roztworami preparatow chemicznych. Kolby inkubowano
w inkubatorze z wytrzgsaniem 100 obr/min. Doswiadczenia prowadzono w rezimie czasowym
(14 dni) i temperaturowym (28+1°C). Z inkubowanych kolb okresowo pobierano w warunkach
sterylnych prébki do analiz, z ktérych ekstrahowano badane substancje czynne fungicydow

i poddano je analizie technikg chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometrig mas.

3.1.6 Degradacja pestycydow przez mieszang kulture bakterii B. subtilis i grzyba

T. harzianum

Badania degradacji przeprowadzono w 100 ml kolbach Erlenmeyera zawierajgcych 10 ml

jatowego bulionu 10-krotnie rozcienczonego i 10 ml jatowego bulionu glukozowo -
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ziemniaczanego z roztworami preparatéw chemicznych uzyskujgc koncowe stezenie substancji
czynnych w zakresie 64-126 ug/ml (Tab. 4). Bakterie i grzyby dodano do podtoza zawierajgcego
roztwér preparatéw chemicznych. Préobki kontrolne stanowito podtoze z roztworami preparatéw
chemicznych. Kolby inkubowano w inkubatorze z wytrzgsaniem 100 obr/min. Doswiadczenia
prowadzono w rezimie czasowym (14 dni) i temperaturowym (28+1°C). Z inkubowanych kolb
okresowo pobierano w warunkach sterylnych prébki do analiz, z ktérych ekstrahowano badane
substancje czynne fungicyddw i poddano je analizie technikg chromatografii gazowej sprzezonej

ze spektrometrig mas.

3.2 Badania polowe

3.2.1 Obiekty doswiadczalne

Badania wykonano w dwdch gospodarstwach sadowniczych: 6 hektarowym potozonym
w Rzeszowie, gdzie nasadzenia drzew miedzy rzedami byty w odlegtosci 2,5 metra, a odlegtosci
pomiedzy drzewami w rzedzie wynosity 1,5 metra, oraz w 60 hektarowym gospodarstwie
w Jozefowie nad Wisty, w ktérym nasadzenia drzew miedzy rzedami byty w odlegtosci 4 metréw,
natomiast miedzy drzewami wynosity 1,25 metra (Rys. 12a i b). Badania polowe przeprowadzono
w latach 2016, 2017 i 2018 na 5 odmianach jabtoni: Red Jonaprince, Gloster, Gloden Delicious,
Boskoop i Gala. W obu sadach, zgodnie z zasadami dobrej praktyki rolniczej, w catym okresie
wegetacji byty wykonywane standardowe dziatania rolnicze, w tym: przycinanie drzew, nawozenie

oraz zabiegi pielegnacyjne.

Rysunek 12. Sad w (a) Rzeszowie i (b) w Jézefowie nad Wistg (fot. M. Podbielska)
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3.2.2 Aplikacja preparatéw chemicznych i biologicznych

Zabiegi zaréwno preparatami chemicznymi jak i biologicznymi przeprowadzali
wykwalifikowani pracownicy gospodarstw sadowniczych, zgodnie z zaleceniami podanymi na
etykietach preparatéw oraz zasadami dobrej praktyki rolniczej. W gospodarstwie w Rzeszowie
zabiegi wykonywano przy pomocy opryskiwacza Turbine N TNC 1000 (Wtochy), z kolei
w gospodarstwie w Jézefowie nad Wistg przy pomocy opryskiwacza Agrola 1500 (Polska). Dane

dotyczace zastosowanych preparatow oraz terminy zabiegdw przedstawiono w tabeli 5.

Zabiegi preparatami chemicznymi wykonano w terminach zgodnych z zaleceniami zawartymi
w etykietach: Luna Experience 400 SC — nie pdzniej niz 14 dni przed zbiorem, natomiast
preparatami Bellis 38 WG i Fontelis 200 SC — nie pdzniej niz 21 dni przed zbiorem.

Aplikacje preparatem biologicznym wykonywano (zgodnie z etykietg) 6 lub 7 dni po zabiegu

preparatem chemicznym.

Zabiegi preparatami chemicznymi przeprowadzano w catych kwaterach (ok. 0,5 ha) danej
odmiany, ktdrg pdzniej dzielono na dwa bloki: | i Il. 6-7 dni po zabiegach preparatami chemicznymi

w bloku | aplikowano wode, w bloku Il przeprowadzono zabieg preparatem biologicznym
(Rys. 13).

Z kazdego bloku pobierano po 4 prdébki jabtek: z bloku | prébki kontrolne, natomiast z bloku Il

probki badane. Schemat wykonywania zabiegdw oraz pobierania préobek przedstawiono na

rysunku 13.
rzad 1. read 2. rzad 3.  rzad4.  rzad 5. rzgd 6. rzad 7. rzad 8. rzgd . rzzd 10, rzad 11, regd 12
- m ™ — = m ™ —
m m m m m m m m
- vy = - = - - =
] O O ] O ] ] O
2 2 2 2 2 2 2 2
o o o o o o o o
Blokl Blokll

Kwatera

Rysunek 13. Schemat pobierania prébek
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Tabela 5. Zastosowane preparaty oraz terminy ich aplikacji

Zawartos¢ substancji

Zastosowanie

Numer Odmiana . . Zastosowany Dawka Substancja czynna / . R
doswiadczenia jabtoni Termin zabiegu reparat reparatu mikroorganizm czynnej / przed zbiorem
] prep prep & 4 mikroorganizmow [liczba dni]
. boskalid 252 g/kg
23.09.2016 Bellis 38 WG 0,8 kg/ha oyraklostrobina 128 g/kg 21
1. Gloster Glomus spp. 4% v/v
29.09.2016 Zumba Plant® 1 kg/ha Bacillus spp. 1x 10° jtk/g 15
Trichoderma spp. 1x 10° jtk/g
16.08.2017 Fontelis 200 SC 0,75 I/ha pentiopirad 200 g/l 21
5 Gala Glomus spp. 4% v/v
' 23.08.2017 Zumba Plant® 1 kg/ha Bacillus spp. 1x 10° jtk/g 14
Trichoderma spp. 1x 10’ jtk/g
Luna Experience fluopyram 200 g/l
23.08.2017 400 SC 0,75 1/ha tebukonazol 200 g/l 21
3. Red Jonaprince Glomus spp. 4% v/v
30.08.2017 Zumba Plant® 1 kg/ha Bacillus spp. 1x 10’ jtk/g 14
Trichoderma spp. 1x 10° jtk/g
) boskalid 252 g/kg
16.08.2018 Bellis 38 WG 0,8 kg/ha oyraklostrobina 128 o/ke 21
4. Boskoop Glomus spp. 4% v/v
23.08.2018 Zumba Plant® 1 kg/ha Bacillus spp. 1x 10° jtk/g 14
Trichoderma spp. 1x 10’ jtk/g
Luna Experience fluopyram 200 g/l
28.08.2018 400 SC 0,75 1/ha tebukonazol 200 g/l 21
5. Gala Glomus spp. 4% v/v
04.09.2018 Zumba Plant® 1 kg/ha Bacillus spp. 1x 10° jtk/g 14
Trichoderma spp. 1x 10% jtk/g
04.09.2018 Fontelis 200 SC 0,75 I/ha pentiopirad 200 g/l 21
6 Golden Glomus spp. 4% v/v
' Delicious 11.09.2018 Zumba Plant® 1 kg/ha Bacillus spp. 1x 10’ jtk/g 14

Trichoderma spp.

1x 10% jtk/g
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3.2.3 Pobieranie probek

Pierwsze probki jabtek pobierano ok. 12 godzin po wykonaniu zabiegu preparatem
chemicznym, a nastepnie, co kilka dni przez okres 3 tygodni. Prébki laboratoryjne owocéw
o masie ok. 1,5 kg (10 jednostek) pobierano recznie, z losowo wybranych drzew, po jednym jabtku
z drzewa, w czterech powtdrzeniach (Rozporzadzenie 2007). W pierwszych dwdch terminach
poboru, 4 prébki pobierano z catej kwatery, natomiast po wykonaniu zabiegu preparatem
biologicznym, prébki pobierano zgodnie ze schematem przedstawionym na rysunku 13. Prébki
owocow transportowano do laboratorium w workach z folii polietylenowej, trwale i jednoznacznie
oznaczonych. Prébki laboratoryjne rozdrabniano w homogenizatorze (Blixter 4, Robot Coupe,
Francja), mieszano w celu zapewnienia reprezentatywnosci, a nastepnie wydzielano prébki
analityczne o masach 100 g lub 10 g w zaleznosci od zastosowanego w kolejnym etapie sposobu
ekstrakcji. Do dnia wykonania ekstrakcji, préobki przechowywano w zamrazarce w temperaturze

-17°C w szczelnie zamknietych workach strunowych.

3.2.4 Warunki pogodowe

Warunki pogodowe w Jézefowie nad Wistg byty monitorowane przez zainstalowang w sadzie,
automatyczng stacje pogodowg WatchDog 2900ET (Spectrum Technologies Inc., Stany
Zjednoczone). Podczas trwania eksperymentow rejestrowano temperature (°C) i opady deszczu
(mm).

Warunki pogodowe w Rzeszowie opisano na podstawie danych dla opaddéw i temperatury

powietrza pobranych ze strony www.weatheronline.pl.

Warunki pogodowe w sadach w Jézefowie nad Wistg i w Rzeszowie przedstawiono na

rysunkach 14-19.

43



35

30

25

20

15

Temperatura [°C]

10

PAh
A,
T

Liczba dni

10

w BN (6] [e)} ~N
Opady [mm]

N

Rysunek 14. Warunki pogodowe w okresie trwania doswiadczenia przeprowadzonego na
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Rysunek 15. Warunki pogodowe w okresie trwania doswiadczenia przeprowadzonego na

odmianie Gala w Jozefowie nad Wistg 16.08.2017 — 06.09.2017; zastosowany preparat Fontelis

200 SC
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Rysunek 16. Warunki pogodowe w okresie trwania doswiadczenia przeprowadzonego na
odmianie Red Jonaprince w Jézefowie nad Wistg 23.08.2017 — 13.09.2017; zastosowany preparat
Luna Experience 400 SC
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Rysunek 17. Warunki pogodowe w okresie trwania doswiadczenia przeprowadzonego na

odmianie Boskoop w Rzeszowie 16.08.2018 — 06.09.2018; zastosowany preparat Bellis 38 WG
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Rysunek 18. Warunki pogodowe w okresie trwania doswiadczenia przeprowadzonego na
odmianie Gala w Rzeszowie 28.08.2018 — 18.09.2018; zastosowany preparat Luna Experience 400
SC
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Rysunek 19. Warunki pogodowe w okresie trwania doswiadczenia przeprowadzonego na
odmianie Golden Delicious w Rzeszowie 04.09.2018 — 25.09.2018; zastosowany preparat Fontelis

200 SC

46



3.3 Oznaczanie pozostatosci substancji czynnych

3.3.1 Wozorce substancji czynnych

W badaniach wykorzystano certyfikowane materiaty odniesienia: boskalid i tebukonazol
(Instytut Przemystu Organicznego, Polska), fluopyram, pyraklostrobina i pentiopirad (Supelco,
Stany Zjednoczone). W oznaczeniach pozostatosci w jabtkach w 2016 roku wykorzystywano
wzorce boskalidu i pyraklostrobiny firmy Dr Ehrenstorfer (Niemcy). Wzorce substancji czynnych
byty czystosci rownej lub wyzszej 98%. Roztwory podstawowe wzorcdw o stezeniu ok. 1000 pg/ml
przygotowano poprzez odwazenie ok. 50 mg certyfikowanego materiatu odniesienia
i rozpuszczenie go w 50 ml acetonu. Wzorce podstawowe przechowywano w zamrazarce
w szczelnie zamknietych butelkach z ciemnego szkta w temperaturze ponizej -17°C. Roztwory i/lub
mieszaniny wzorcdw roboczych o stezeniach 0,01-1 pg/ml (stosowane w analizach
chromatograficznych) otrzymano przez rozcienczenie wzorcéw podstawowych ekstraktem
»Slepej” probki. Wzorce robocze przechowywano w lodéwce w butelkach z ciemnego szkfa

w temperaturze ok. 4°C.

3.3.2 Wyposazenie pomiarowe

e Chromatograf gazowy, model 7890 (Agilent Technologies, Stany Zjednoczone)
wyposazony w detektory: wychwytu elektronéw (LEC) i fosforowo — azotowy (NP) oraz
autosampler i kolumne chromatograficzng HP — 5 MS (polidimetylosiloksan z domieszka
5% fenylo-metylopolisiloksanu) Ultra Inert/ 30 m x 0,25 mm I.D. x 0,32 um, sterowany za
pomocg oprogramowania ChemStation (wersja: B04.03-SP2);

e Chromatograf gazowy, model 7890A (Agilent Technologies, Stany Zjednoczone)
wyposazony w detektor mas z potréjnym kwadrupolem (QQQ) model 7000, autosampler
oraz kolumne chromatograficzng HP — 5 MS (polidimetylosiloksan z domieszkg 5% fenylo-
metylopolisiloksanu) Ultra Inert/ 30 m x 0,25 mm |.D. x 0,25 pum, sterowany za pomoca

oprogramowania Mass Hunter (wersja: B.07.06).

3.3.3 Oznaczanie substancji czynnych w podtozach hodowlanych technikg GC —

MS/MS - optymalizacja metody

W celu oceny degradacji substancji czynnych fungicydow przez mikroorganizmy, zostata

opracowana metoda ich ekstrakcji z podtozy ptynnych. Optymalizacji poddano:
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Rodzaj podtoza;

Do badan z wykorzystaniem bakterii testowanymi podtozami byty:

o BTL (Polska), sktad: ekstrakt miesny 2 g/l, ekstrakt drozdzowy 2 g/l, pepton 5 g/l,
NaCl 4 g/l , glukoza 10 g/I;

o Bulion 10-krotnie rozcienczony BTL (Polska);

o Bulion BioCorp (Polska), sktad: pepton 5 g/l, ekstrakt wotowy 3 g/I;

o Bulion 10-krotnie rozciericzony BioCorp (Polska);

o Podtoze mineralne M9 (Sigma Aldrich, Stany Zjednoczone), sktad: Na,HPO, 33,9 g/I,
KH,PO, 15 g/I, NH,CI 5 g/1, NaCl 2,5 g/I.

Do badan z wykorzystaniem grzybéw testowano bulion glukozowo — ziemniaczany

(BTL, Polska), sktad: ekstrakt ziemniaczany 4,0 g/I, glukoza 20,0 g/I.

Sposdb ekstrakgcji:

o ekstrakcja ciecz — ciecz;

o Quechers;

Uzyte odczynniki:

o acetonitryl;

o dichlorometan;

o aceton;

o odczynnik Carezza | — uwodniony octan cynku Zn(CHsCOO) x 2H,0 (18%) i odczynnik
Carezza Il — uwodniony heksacyjanozelazian (l1) potasu [K4(Fe(CN)g]-3H,0 (10 %);

o 2,5% roztwor siarczanu(VI) sodu.

Przed rozpoczeciem badan, opracowana metoda zostata zwalidowana w zakresie: liniowosci,

poprawnosci, precyzji i granicy oznaczalnosci.

Odczynniki

Aceton (C5Hg0), czystos¢ GC lub HPLC (Honeywell, Stany Zjednoczone);

Eter naftowy (frakcja weglowodoréow wrzacych w temperaturze 40-60°C), czystos¢ GC
(Chempur, Polska);

Siarczan(VI) sodu (Na,SO,4) bezwodny, czystosé cz.d.a (Chempur, Polska);

Wzorzec wewnetrzny — fosforan(V) trifenylu (TPP, ang. Triphenyl Phosphate), czystosc

99,9% (Supelco, Stany Zjednoczone).

Sprzet i materiaty pomocnicze

Wiréwka, model MPW — 350R (MPW MED. INSTRUMENTS, Polska);

Wytrzasarka, model BenchMixer BV 1000 (Benchmark Scientific, Stany Zjednoczone);
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e Pipety automatyczne o poj. 0,1-1 ml;

e Probdéwki polipropylenowe o poj. 15 ml.

Opis zoptymalizowanej metody

100 ul prébki podioza ptynnego (bulion odzywczy 10-krotnie rozcienczony lub bulion

glukozowo — ziemniaczany) pobierano do probdéwek polipropylenowych, dodawano 5 ml acetonu

oraz ok. 0,5 g bezwodnego siarczanu(VI) sodu. Zawarto$¢ probdwek wytrzgsano przez 1 min,

a nastepnie wirowano 3500 obr/min przez 5 min. Pobierano 200 ul acetonowego ekstraktu do

fiolki chromatograficznej, uzupetniano 800 pl eteru naftowego (w 1 ml ekstraktu znajdowato sie

0,004 mg proébki) oraz dodawano 100 ul wzorca wewnetrznego TPP. Ekstrakty poddawano analizie

technikg chromatografii gazowej z detekcjg mas. Warunki pracy chromatografu z detektorem mas

przedstawiono w tabeli 6, a przejscia monitorowanych reakcji wielokrotnych (MRM, ang. Multiple

Reaction Monitoring) w tabeli 7.

Tabela 6. Warunki pracy chromatografu gazowego z detektorem mas (tryb MRM) w oznaczaniu

substancji czynnych

Sposéb nastrzyku/ objetosé/
temperatura dozownika

bez podziatu strumienia/ 1uL/ 250°C

Kolumna

HP-5 MS Ultra Inert/ 30 m x 0,25 mm |.D. x 0,25 um

Gaz nosny

hel (czystosc¢ 5,0)

Typ jonizacji

elektronowa (napiecie 70 eV)

Temp. linii transferowej 250°C
Temp. Zzrodfa jondw 230°C
Temp. kwadrupoli 150°C

Piec

40°C (utrzymywane przez 2 min) wzrost temp. 30°C/min — 220°C,
wzrost temp. 5°C/min —260°C, wzrost temp. 20°C/min — 280°C
(utrzymywane przez 8 min)
czas analizy 25 min

Gazy kolizyjne

hel i azot

Oprogramowanie

Mass Hunter, wersja B.07.06
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Tabela 7. Przejscia MRM dla badanych substancji czynnych i wzorca wewnetrznego

. Jon macierzysty Jon fragmentacyjny Energia celi kolizyjnej

Substancja czynna [m/z] [m/2] [eV]
Fluopyram Q 173,0 145,1 5
Fluopyram | 396,1 223,0 10
Tebukonazol Q 250,1 125,0 20
Tebukonazol | 250,1 70,1 10
Boskalid Q 139,9 112,0 10
Boskalid | 112,0 76,3 15
Pyraklostrobina Q 132,0 77,1 20
Pyraklostrobina | 132,0 104,0 15
Pentiopirad Q 302,1 151,9 15
Pentiopirad | 302,1 177,0 15
Fosforan(V) trifenylu
(TPP) Q 326,1 128,0 15
Fosforan(V) trifenylu
(TPP) | 326,1 228,4 15

Q — przejscia w analizie jakosciowej, | — przejscia w analizie ilosciowej

3.3.4 Oznaczanie substancji czynnych w jabtkach

Pozostatosci substancji czynnych fungicydéw w jabtkach oznaczano w oparciu o dwie metody.
Do analizy prébek jabtek pobranych w 2016 roku wykorzystano metode polegajgcyg na ekstrakcji
analitdw z matrycy statej (LSE, ang. Liquid Solid Extraction). Pozostatosci substancji czynnych
w ekstraktach oznaczano technikg chromatografii gazowej z detekcjg wychwytu elektronéw (LLEC)
i azotowo — fosforowg (NP). Natomiast ekstrakty z prébek jabtek pobranych w 2017 i 2018 roku
przygotowano metoda Quechers, a pozostatosci oznaczano technika chromatografii gazowej

z wykorzystaniem spektrometrii mas.

Przed rozpoczeciem badan, obie metody zostaty zwalidowane w zakresie: liniowosci,

poprawnosci, precyzji i granicy oznaczalnosci.

3.3.4.1  Ekstrakcja analitéw metoda LSE i oznaczanie technikg GC — nECD/NPD
Odczynniki

e Aceton (C3HgO), czystosé GC lub HPLC (Honeywell, Stany Zjednoczone);

e Dichlorometan (CH,Cl,), czysto$¢ GC (Honeywell, Stany Zjednoczone);

e Eter naftowy (frakcja weglowodoréw wrzacych w temperaturze 40-60°C), czystos¢ GC
(Chempur, Polska);

e Eter dietylowy (C4H100), czystosé cz.d.a (Chempur, Polska);

e Woda destylowana (z systemu oczyszczania wody SolPure XiO P, Elkar, Polska);
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e Siarczan(VI) sodu (Na,SO,) bezwodny, czystos¢ cz.d.a (Chempur, Polska);
e Florisil (MgO;Si) adsorbent do chromatografii kolumnowej 60-100 mesh (Sigma Aldrich,

Stany Zjednoczone).
Sprzet i materiaty pomocnicze

e Homogenizator, model Blixter 4 (Robot Coupe, Francja);

e Homogenizator, model 8010 EG (Waring Commercial, Stany Zjednoczone);

e Woyparka obrotowa, model Laborta 4000 (Heidolph, Niemcy);

e Waga analityczna, model WPS 510/C/2 (Radwag, Polska);

e Zestaw do sgczenia pod prdznia: lejek Bilichnera, kolba filtracyjna o poj. 500 ml, pompka
wodna;

e Szkto miarowe: pipety jedno — i wielomiarowe o poj. 1-25 ml (kl. A), kolby miarowe

0 poj.: 10, 25, 50, 100 ml (kl. A), cylindry miarowe o poj. 100 i 250 ml;

Saczki filtracyjne @ 10§ 15 cm;

Kolby Erlenmeyera o poj. 250 ml, rozdzielacze o poj. 500 ml;

Pipety Pasteura;

Kolumna chromatograficzna szklana 20 mm x 40 cm z kranem teflonowym;

Wata bawetniano — wiskozowa.

Porcje analityczng jabtek o masie 100 g rozmrazano, a nastepnie homogenizowano przez
ok. 1 min w homogenizatorze ze 150 ml acetonu, przesgczono pod préznig przez sgczek filtracyjny
umieszczony w lejku Blichnera. Blender przeptukano 50 ml acetonu i poptuczyny zastosowano do
przemycia sgczka. Przesgcz jak i poptuczyny zbierano do z kolby filtracyjnej. Po odsaczeniu
zawartos$¢ kolby doktadnie wymieszano i pobrano 1/5 otrzymanego przesgczu (co odpowiadato
20 g probki analitycznej), a nastepnie przesgcz umieszczono w rozdzielaczu zawierajgcym 100 ml
2,5% siarczanu(Vl) sodu i 20 ml dichlorometanu. Pozostatosci pestycydéw ekstrahowano
trzykrotnie dichlorometanem (20 ml, 10 ml, 10 ml). Faze organiczng saczono do kolby
Erlenmeyera przez warstwe bezwodnego siarczanu(VI) sodu umieszczonego na sgczku w lejku
szklanym. Potaczone ekstrakty odparowano do sucha w temperaturze < 40°C stosujac wyparke
obrotowa. Pozostatosci przenoszono ilosciowo za pomoca pipet Pasteura eterem naftowym do
10 ml kolby jednomiarowej. Otrzymany ekstrakt oczyszczono za pomocg chromatografii
adsorpcyjnej. Na dnie kolumny chromatograficznej umieszczono zwitek waty o srednicy ok. 1 cm
a nastepnie odwazono 1,1 g florisilu i 4,5 g bezwodnego siarczanu(Vl) sodu. Na kolumne
nanoszono 5 ml ekstraktu. Pestycydy eluowano 70 ml mieszaniny eteru dietylowego i eteru

naftowego 3:7 (v/v), a nastepnie 70 ml mieszaniny eteru naftowego i acetonu 7:3 (v/v). Obie
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frakcje zbierano do kolby Erlenmeyera, odparowano na wyparce obrotowej w temperaturze
< 40°C. Pozostatosci rozpuszczono w eterze naftowym i przenoszono ilosciowo za pomoca pipety

Pasteura do 10 ml kolby jednomiarowej.

W tak przygotowanych ekstraktach oznaczano pozostatosci substancji czynnych pestycydow.
Oznaczenia przeprowadzano za pomocg chromatografu gazowego z detektorami HEC i NP.

Warunki pracy chromatografu przedstawiono w tabeli 8.

Tabela 8. Warunki pracy chromatografu gazowego z detektorami HEC i NP

Sposéb nastrzyku/ objetosé/

temperatura dozownika bez podziatu strumienia / 2pl / 250°C

Kolumna HP —5 MS Ultra Inert /30 m x 0,25 mm I.D. x 0,32 um

Gaz nosny azot (czystos$é 5,0) / 3,0 ml / min, 18,7 psi

100°C (0 min) - 10°C/min > 180°C (utrzymywane przez 4 min) -> 3°C/
min = 220 °C (utrzymywane przez 15 min) =10 °C/min - 260 °C

Piec (utrzymywane przez 11 min).
Czas analizy 55,3 min
Detektor nEC/ gaz pomocniczy 280°C / azot (czystosc 5,0) 30 ml/min

300°C/ wodor (czystosé 5,0) 3,0 ml/min, powietrze sprezone 60 ml/min/

Detektor NP/ gazy azot (czystosc 5,0) 10 ml/min

Oprogramowanie ChemStation, Rev. B04.03-SP2

Opisang powyzej metode zastosowano do oznaczania pozostatosci boskalidu
i pyraklostrobiny w roku 2016. Wyniki ilosciowe dla obu substancji czynnych odczytano ze

wskazan detektora PEC, a potwierdzenie uzyskano z detektora NP.

3.3.4.2 Ekstrakcja analitéw metoda Quechers i oznaczanie technika GC — MS/MS

Do przygotowania ekstraktéow, z prébek pobranych w latach 2017-2018, zastosowano
wielopozostatosciowg metode oznaczania pestycydéw QUEChERS zgodnie z normg europejska
PN-EN 15662:2008 (PN-EN 15662:2008, obecnie zastgpiong przez PN-EN 15662:2018-06).
W metodzie tej, przygotowanie prébki do analizy instrumentalnej sktada sie z kilku etapodw:
homogenizacja, ekstrakcja rozpuszczalnikiem organicznym, wysalanie, oczyszczanie ekstraktu za
pomocg dyspersyjnej ekstrakcji do fazy statej (dSPE). Analiza pestycyddw przeprowadzana jest za
pomoca technik tgczonych GC — MS/MS lub LC — MS/MS. Metoda ta charakteryzuje sie niewielkim

zuzyciem odczynnikéw organicznych.
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Odczynniki

e Acetonitryl (ACN), czysto$¢ HPLC (Honeywell, Stany Zjednoczone);
e FEter naftowy (frakcja weglowodoréw wrzgca w temperaturze 40-60°C), czystos¢ GC

(Chempur, Polska);

e Sole buforujgce zawierajace:

o 4 g bezwodnego siarczanu(VI) magnezu (MgSQ,), czystosé cz.d.a (Chempur, Polska);

o 1 gchlorku sodu (NaCl), czysto$¢ cz.d.a (Honeywell, Stany Zjednoczone);

o 0,5 g péttorawodnego wodorocytrynianu sodu (CgHgNa,05:1,5H,0), czystosé cz.d.a
(Sigma Aldrich, Stany Zjednoczone);

o 1 g dwuwodnego cytrynianu sodu (CgHsNas;0;-2H,0), czysto$¢ cz.d.a (Chempur,
Polska);

e Mieszanina soli i sorbentéw do dyspersyjnego oczyszczania SPE ekstraktow zawierajaca:

o 0,15 g aminy pierwszo— i drugorzedowg (PSA, ang. Primary Secondary Amine), rozmiar
czastek — 50 um, rozmiar poréw — 70 A, powierzchnia czynna — 500 m%/g (Supelco,
Stany Zjednoczone);

o 0,9 gsiarczanu(VI) magnezu (MgSQ,), czystosc cz.d.a (Chempur, Polska);

o Wzorzec wewnetrzny — TPP, czystosc 99,9% (Supelco, Stany Zjednoczone).
Sprzet i materiaty pomocnicze

e Wirédwka, model MPW-350R (MPW MED. INSTRUMENTS, Polska);
e Wytrzasarka, BenchMixer BV 1000 (Benchmark Scientific, Stany Zjednoczone);

e Proboéwki polipropylenowe o poj. 15 i 50 ml.

Prébke analityczng o masie 10 g umieszczono w probdwce polipropylenowej o poj. 50 ml,
dodano 10 ml acetonitrylu i wytrzagsano energicznie 1 min. Dodano sole buforujgce i ponownie
wytrzgsano energicznie przez 1 min. Zawartos¢ probdéwki odwirowywano przez 5 min przy
obrotach wiréwki 3500 obr/min. 5 ml warstwy organicznej przeniesiono do probowki
propylenowej o poj. 15 ml zawierajacej mieszanine soli i sorbentdw do dyspersyjnego
oczyszczania ekstraktéw. Zawarto$¢ probowki wytrzgsano przez 1 min i odwirowywano przez
5 min przy 3500 obr/min. 750 ul oczyszczonego ekstraktu odparowywano w strumieniu azotu do
sucha, a nastepnie suchg pozostatos¢ rozpuszczano w 750 ul eteru naftowego i dodawano 100 pl
wzorca wewnetrznego TPP o stezeniu 21,6 pg/ml. Ekstrakty poddawano analizie technika
chromatografii gazowe] z detekcjg mas. Warunki pracy chromatografu przedstawiono w tabeli 6,
a przejScia MRM w tabeli 7 (p. 3.3.3). Na rysunku 20 przedstawiono chromatogram mieszaniny

wzorcow w matrycy jabtka.
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Rysunek 20. Chromatogram badanych substancji czynnych: tz = 13,060 — fluopyram; tz = 15,302 —
pentiopirad; tg = 16,604 — tebukonazol; tg = 16,697 — wzorzec wewnetrzny; tg = 19,925 —
pyraklostrobina; tz = 21,885 — boskalid; stezenie substancji czynnych: 1 pug/ml, stezenie wzorca

wewnetrznego 2,16 pug/ml; matryca jabtko; tg — czas retencji

3.3.5 Analiza jakosciowa i ilosciowa

Chromatograficzng analize jakosSciowg przeprowadzano przez pordwnanie czasow retencji
wzorcow z czasami retencji substancji oznaczanych oraz widm MRM w przypadku analiz technika
GC — MS/MS. Analize ilosciowa przeprowadzono przez poréwnanie wysokosci piku oznaczanego
sktadnika z wysokoscig piku odpowiadajacg znanej ilosci substancji wzorcowej. Pozostatosci

pestycydow (P) obliczano wedtug rdwnania:

gdzie:
C — stezenie w ekstrakcie korncowym odczytane z oprogramowania ChemStation lub Mass Hunter

[ug/ml];

V — objetosc koncowa ekstraktu [ml];

m —masa probki w ekstrakcie [g].

3.3.6 Walidacja metody

Walidacje metod przeprowadzono zgodnie z wymaganiami Komisji Europejskiej zawartymi

w dokumentach: SANTE/11945/2015 i SANTE/11813/2017 (SANTE 2015, SANTE 2017).
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Parametry walidacyjne: liniowos¢, precyzje, poprawnos$é, granice oznaczalnosci okreslano
w oparciu o krzywe kalibracyjne wyznaczone dla substancji czynnych oraz pomiary prébek
wzbogaconych.

e Liniowo$¢ okreslano przez wyznaczenie wspdtczynnika korelacji (R). Wyznaczano j3 jako
zaleznos¢ wysokosci pikdw w funkcji stezenia dla 5 poziomdéw stezen zwigzkdéw
obejmujacych zakres 0,01-1 pg/ml.

e Poprawnos¢ metody oceniano przez analize probek ,,slepych” wzbogaconych dodatkiem
roztworéw wzorcowych badanych substancji czynnych na dwdch poziomach stezen:
0,011 pg/ml (dla jabtek) oraz na poziomach: 1 i 100 pg/ml (podtoza ptynne — badania
laboratoryjne).

Wartosci odzyskow poszczegélnych prébek oraz sredni odzysk obliczano z nastepujgcych
wzoréw:

o 0dzysk (R):

Cy
R =1 %100 [%]
G,

gdzie:
C, — stezenie analitu w ekstrakcie [ug/ml];
C, — stezenie dodanego analitu [ug/ml];

o Sredni odzysk (Re):

gdzie:
Ri — odzysk;
n — liczba prébek.

e Precyzje (powtarzalno$¢) metody wyznaczono podczas badania odzysku metody
i wyrazono jg w postaci odchylenia standardowego (SD) oraz wzglednego odchylenia
standardowego (RSD).

o Odchylenie standardowe (SD):

D =\/ iL1(R; — Rg)? (%]

n—1
gdzie:
R; — kolejny odzysk;
Re — Sredni odzysk;

n — liczba prébek.
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o Wozgledne odchylenie standardowe (RSD):

SD
RSD = ——x 100 [%]

sr
gdzie:
SD — odchylenie standardowe;

Re — Sredni odzysk.

Za kryterium akceptacji metody przyjeto: Srednie odzyski dla badanych substancji czynnych
w zakresie 70-120%, precyzje wyrazong jako RSD < 20% oraz liniowos¢ odpowiedzi detektora

okreslong wspdtczynnikiem korelacji R = 0,99.

3.4 Wyznaczanie kinetyki zanikania substancji czynnych

Zaleznos¢ pomiedzy pozostatosciami substancji czynnych, a czasem jaki uptynat od aplikacji

preparatu chemicznego opisano rownaniem kinetycznym dla reakcji pierwszego rzedu:
P, =Py x ekt

gdzie:

P, — pozostato$¢ substancji czynnej po czasie t [mg/kg];

P, — poczatkowa pozostatos$é substancji czynnej w czasie t = 0 [mg/kg];

t — czas [liczba dni po zabiegu];

k — stata szybkosci zanikania.
Dla badanych substancji czynnych wyznaczono czas potowiczego zanikania (ti;) na podstawie
réwnania:

t1/2 = an/k

3.5 Oznaczanie mikotoksyn w prébkach jabtek

Zastosowany w doswiadczeniach preparat biologiczny zawiera grzyby, ktére moga
produkowac¢ szereg metabolitdw, w tym mikotoksyny. W zwigzku z powyiszym w kazdym
z przeprowadzanych doswiadczen polowych w ostatnim dniu pobierania probek, czyli tuz przed
ztozeniem owocoéw do chtodni, pobrano prébki jabtek w celu oznaczania mikotoksyn. Prébki
pobierano z rzedéw, w ktérych aplikowano preparat biologiczny.

Oznaczanie mikotoksyn przeprowadzono w Laboratorium Badawczym Mikotoksyn Wydziatu

Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu Kazimierza Wielkiego w Bydgoszczy.
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Odczynniki

Sprzet i

Acetonitryl, czystos¢ HPLC;

Metanol, czystos¢ HPLC;

Woda, czystos¢ HPLC;

Wzorce wewnetrzne: patulina izotopowo znakowany 13C (13C-PAT; ¢ = 50 pg/l),
trichoteceny i zearalenon izotopowo znakowane 13C (13C-DON c = 2500 pg/l, 13C-T2
¢ =250 pg/l, 13C-HT2 c = 250 pg/l, 13C-ZAN c = 1000 pg/l).

materiaty pomocnicze

Chromatograf cieczowy Nexera (Shimadzu, Japonia) z detektorami: putapka jonowa 5500
QTrap (Sciex, Stany Zjednoczone) i mas APl 4000 (Sciex, Stany Zjednoczone). Anality
rozdzielono na kolumnach chromatograficznych Gemini C18 150 x 4,6 mm, 5 um
(Phenomenex, Stany Zjednoczone) (patulina) i Gemini-NX-C18 150 x 4,6 mm, 3 um
(Phenomenex, Stany Zjednoczone) (trichoteceny i zearalenon);

Wirdwka;

Kolumna SPE MycoSep 228 AflaPat (Romer, Stany Zjednoczone);

Kolumna Bond Elut® Mycotoxin (Agilent, Stany Zjednoczone);

Filtr strzykawkowy PTFE 0,22 um.

3.5.1 Patulina

Pie¢ graméw zhomogenizowanej probki jabtka wytrzgsano z 20 ml mieszaniny acetonitryl:

woda 80:20 (v/v) przez 60 min, a nastepnie odwirowano przy 5000 obr/min przez 10 min. 8 ml

supernatantu oczyszczono na kolumnie SPE. Do 4 ml oczyszczonego eluatu dodano 20 ul wzorca

wewnetrznego patuliny izotopowo znakowanej 13C-PAT i przeniesiono do stozkowej fiolki.

Zawarto$¢ odparowano do sucha pod delikatnym strumieniem azotu w temperaturze 45°C.

Pozostato$¢ rozpuszczono w 1 ml mieszaniny fazy ruchomej metanol: woda 3:7 (v/v), a nastepnie

przesaczono przez filtr strzykawkowy PTFE 0,22 um. Oznaczenie patuliny przeprowadzono z

wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczcowej z detektorem typu putapka jonowa.

Warunki pracy chromatografu przedstawiono w tabeli 9. Warunki pracy spektrometru mas oraz

przejscia MRM dla patuliny i wzorca wewnetrznego przedstawiono w tabeli 10.
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Tabela 9. Warunki pracy chromatografu cieczowego z detektorem mas typu putapka jonowa (tryb

MRM) w oznaczaniu patuliny

Szybkos¢ przeptywu 1 ml/min

Objeto$¢ nastrzyku 5 puL

Fazy ruchome:

A metanol / woda / kwas octowy 10/89/1, (v/v/v)
B metanol / woda / kwas octowy 97/2/1, (v/v/v)

(obie fazy zawieraty 5 mmol/l octanu amonu)

0% B do 2 min
50% B od 2 do 5 min
100% B do 7 min
0% B do 12 min

Gradient przeptywu

Ci$nienie gazu nosnego 30 psi

Napiecie/temperatura jonizacji -4500 V / 550°C

Tabela 10. Przejscia MRM dla patuliny i wzorca wewnetrznego oraz warunki pracy spektrometru

mas
Jon Jon Potencjat Energia Potencjat na
Oznaczana . . . . - - .
substancja Jonizacja | macierzysty | fragmentacyjny | deklasteringu kolizji wyijsciu z celi
[m/z] [m/z] vi vi [\
Patulina [M-H] 153,0 109,1/81,0 -85 -12/-16 -7/-9
13C patulina [M-H] 160,0 115,0/86,1 -95 12/-16 -13/-13

3.5.2 Trichoteceny i zearalenon

12,5 g zhomogenizowanej prébki jabtka wytrzgsano z 50 ml mieszaniny acetonitryl: woda
80:20 (v/v) przez 60 min, ekstrakt odwirowano przy 5000 obr/min przez 10 min. Do 4 ml ekstraktu
dodano 40 pl roztworu wzorca wewnetrznego (13C-ZAN) i mieszanine naniesiono na kolumne
Bond Elut® Mycotoxin (Agilent, Stany Zjednoczone). Nastepnie do 2 ml oczyszczonego ekstraktu
dodano po 50 ulL roztworu wzorcéw wewnetrznych (13C-DON, 13C-T2 i 13C-HT2) i mieszanine
odparowano w strumieniu azotu w temperaturze 45°C. Pozostatosci rozpuszczono w 495 pl
mieszaniny fazy ruchomej MeOH:H,0 (1:4). Trichoteceny i zearalenon oznaczono za pomoc3
wysokosprawnej chromatografii cieczcowej z detekcja mas MS/MS (detektor typu potrdjny
kwadrupol). Warunki pracy chromatografu przedstawiono wtabeli 11. Warunki pracy
spektrometru mas oraz przejscia MRM w oznaczaniu trichotecendw, zearalenonu i wzorca

wewnetrznego przedstawiono w tabeli 12.
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Tabela 11. Warunki pracy chromatografu cieczowego z detektorem mas (tryb MRM) w oznaczaniu

trichotecendéw i zearalenonu

Szybkos¢ przeptywu 0,5 ml/min
Objeto$¢ nastrzyku 7 uL

Fazy ruchome:

A 1% CH;COOH w H,0
B metanol

(obie fazy zawieraty 5 mmol/l octanu amonu)

30% B do 0,5 min
90% B od 0,5 do 6 min
90% B do 10 min
30% B do 15 min

Gradient przeptywu

Ci$nienie gazu nosnego 25 psi

Napiecie/temperatura Negatywne -4000 V/pozytywne 5000 V/500°C

Tabela 12. Przejscia MRM dla trichotecendw, zearalenonu i wzorcdw wewnetrznych oraz warunki

pracy spektrometru mas

Potencjat
) o Jon Jon ) Potencjat Energia na
Oznaczana substancja | Jonizacja macierzysty fragmentacyjny deklasteringu | kolizji wyjéciu
[m/z] [m/z] [v] [v] z celi
vi
Deoksyniwalenol [M+Ac] 355,1 264,8/58,9 -35 -20/-38 | -17/-1
13C Deoksyniwalenol [M+Ac] 370,2 310,0 -50 -14 -7
Diacetoksyscirpenol [M+Ac] 384,1 307,0/247,0 51 17/19 20/16
HT-2 toksyna [M+NH4]+ 442,2 215,0/263,0 51 19/17 14/18
13C HT-2 toksyna [M+NH,]" 464,1 278,1 51 17 18
T-2 toksyna [M+NH4]+ 484,1 215,0/185,0 61 25/29 14/12
13C T-2 toksyna [M+NH,]" 508,3 322,1 61 19 8
Niwalenol [M+Ac] 371,1 281,0/59,0 -40 -22/-40 -14/-5
Zearalenon [M-HT 317,1 130,8/174,9 -85 -40/-32 -7/-9
13 C zearalenon [M-HT 335,1 139,9 -100 -42 -7

3.6 Analiza statystyczna

Srednie wartoéci + SD obliczono na podstawie co najmniej trzech niezaleznych
eksperymentdéw. Istotnos¢ statystyczng oceniono za pomocg programu Microsoft Office Excel,

stosujgc test t Studenta dla préb niezaleznych z rozktadem dwusladowym.

Na wykresach réznice istotne statystycznie oznaczono jako: * p<0,05; ** p<0,01;

*¥% n<0,001.
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4. WYNIKI BADAN

4.1 Oznaczanie pozostatosci substancji czynnych

Optymalizacji poddano metode ekstrakcji substancji czynnych z podtozy hodowlanych.
Walidacje metod analitycznych przeprowadzono z wykorzystaniem podfozy hodowlanych: 10-
krotnie rozcienczonego bulionu odzywczego i bulionu glukozowo — ziemniaczanego (badania
laboratoryjne) oraz owocéw jabtek (badania polowe). Wyznaczono takie parametry metod jak:

liniowosé, granice oznaczalnosci, poprawnosc i precyzje.

4.1.1 Oznaczanie substancji czynnych w podiozach hodowlanych — optymalizacja

i walidacja metody

W celu oznaczenia degradacji substancji czynnych fungicydéw, opracowano metode

ekstrakcji z podtozy hodowlanych. Optymalizacji poddano:

e rodzaj podtoza;
e sposdb ekstrakcji;

e stosowane rozpuszczalniki.

Pierwszy etap badan dotyczyt wyboru rodzaju podtoza, w ktérym bedg przeprowadzone
badania. Podtoze musiato tatwo ulega¢ rozdziatowi w czasie ekstrakcji i jednoczesnie zawierac
takg ilos¢ sktadnikow odzywczych, aby zapewnié przezywalnos¢ testowanych bakterii i grzybow.
Ponadto, musiaty zostac¢ spetnione zatozone parametry walidacyjne: odzysk substancji czynnych
w zakresie 70-120%. Podtoza wzbogacano wzorcami substancji czynnych na poziomie 1 pug/ml.

W przypadku wyboru podifoza hodowlanego dla bakterii B. subtilis testowano bulion
odzywczy sporzadzony wedtug etykiety, jednak wysoka zawartosé biatka i ttuszczu utrudniata
prawidtowy rozdziat w czasie ekstrakcji. Dla bulionu odzywczego testowano sposdb ekstrakcji oraz
dobdr odczynnikéw. Sprawdzono efektywnosé ekstrakcji w uktadzie ciecz — ciecz oraz Quechers.
Ekstrahowano badane substancje czynne przy uzyciu: acetonitrylu, acetonu, dichlorometanu i
siarczanu(VI) sodu (Tab. 13). Dla wszystkich sprawdzonych modyfikacji nie uzyskano rozdziatu faz
organicznej i nieorganicznej. Jedng z metod stosowang do odbiatczania i klarowania roztworéw
(usuwania zwigzkow wielkoczgsteczkowych: biatek, garbnikéw, pektyn) jest metoda Carreza. Dla
pozbycia sie substancji przeszkadzajacych bulion klarowano odczynnikami Carreza | i Il. Jednak

w czasie ekstrakcji dichlorometanem nie uzyskano rozdziatu faz.
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Drugim podtozem jakie testowano byto podtoze minerale (M9). Z przeprowadzonej ekstrakgcji
podtoza wzbogaconego badanymi substancjami czynnymi otrzymano zadowalajgcy wynik dla
odzysku, jednak po 24 godzinnej hodowli bakterie B. subtilis nie przezywaty. Z tego powodu w
dalszym etapie zdecydowano sie na 10-krotne rozciericzenie bulionu odzywczego. Umozliwito to
ekstrakcje substancji czynnych z matrycy z zadowalajgcym wynikiem odzysku, a jednoczesnie
zapewnito przezywalnos$¢ bakterii. Testowano jednoczes$nie podtoza z dwdch firm: BTL i BioCorp.
W badaniach walidacyjnych lepszy odzysk (74%-103%) uzyskano dla bulionu firmy BTL, ktory
wykorzystywano w dalszych badaniach.

W przypadku wyboru podtoza hodowlanego dla grzybéw testowano bulion glukozowo —
ziemniaczany. Podczas ekstrakcji uzyskano rozdziat faz oraz odzyski w granicach 83%-97%.
W podtozu tym obserwowano réwniez wzrost grzybow.

Ekstrakcje substancji czynnych fungicydédw z podiozy z wykorzystaniem dichlorometanu,
acetonu i 10 ml 2,5% siarczanu(VI) sodu przeprowadzano w rozdzielaczach o poj. 25 ml, natomiast
ekstrakcje z wykorzystaniem acetonu i bezwodnego siarczanu(VI) sodu przeprowadzono w 15 ml

probowkach polipropylenowych.
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Tabela 13. Dobdr parametrow ekstrakcji z podtozy ptynnych

optymalny sposdb ekstrakcji); poziom wzbogacenia 1 pg/ml

(kolorem zielonym oznaczono

. . Sposob . Odzysk .
Lp. Rodzaj podtoza ekstrakcji Rozpuszczalnik %] Uwagi
1. ,bU|'Or_1 o,dzywczy ciecz — ciecz . >ml - brak rozdziatu faz
nierozcienczony BTL dichlorometanu
2. . buI!orj odzywc'zy ciecz — ciecz . >ml - brak rozdziatu faz
nierozcienczony BioCorp dichlorometanu
10 ml 2,5%
3. -bU|IOI’.1 o,dzywczy ciecz —ciecz Na;50s, - brak rozdziatu faz
nierozcienczony BTL 5ml
dichlorometanu
10 ml 2,5%
4, . buI!orl1 odzywc'zy ciecz — ciecz Na;50, - brak rozdziatu faz
nierozcienczony BioCorp 5ml
dichlorometanu
5 bulion odzywczy ciecz —ciecz > mlacetonu - brak rozdziatu faz
) nierozcierczony BTL Na,SO, bezwodny
bulion odzywczy . . 5 ml acetonu .
6. nierozcienczony BioCorp clecz —ciecz Na,SO, bezwodny brak rozdziatu faz
i ; hers-
7. .bu on o,dzywczy Quechers; b.ez 8 ml acetonitrylu >120 -
nierozcienczony BTL oczyszczania
8. . buI!orll odzywc.zy Quechers; b.ez 8 ml acetonitrylu >120 -
nierozcienczony BioCorp oczyszczania
9. ,bU|'Or.1 oldzywczy Quechersf ¢ 8 ml acetonitrylu <70 -
nierozcienczony BTL oczyszczaniem
10. . buI!orj odzywc.zy Quechersf § 8 ml acetonitrylu <70 -
nierozcienczony BioCorp oczyszczaniem
bulion odsvwcz odczynniki Carezza
11. . ., ywezy ciecz —ciecz lill, 5ml - brak rozdziatu faz
nierozcienczony BTL .
dichlorometanu
bulion odsvwcs odczynniki Carezza
12. . . ¥ . y ciecz —ciecz lill, 5ml - brak rozdziatu faz
nierozcienczony BioCorp .
dichlorometanu
5 ml acetonu brak
13. M9 ciecz — ciecz 5ml 74-118 przezywalnosci
dichlorometanu bakterii
. . 5 ml acetonu
14. bU|.IOn od.zy\,/vczy 10- ciecz — ciecz 5ml 85-112 -
krotnie rozcienczony BTL .
dichlorometanu
bulion odzywczy 10- 5 ml acetonu
15. krotnie rozcienczony ciecz — ciecz 5ml 78-114 -
BioCorp dichlorometanu
bulion odzywczy 10- . . 5 ml acetonu
16. , = -1 —
6 krotnie rozciericzony BTL clecz —ciecz Na,S0, bezwodny 74-103
buli dz 10-
. |or1 © zyyvclzy . . 5 ml acetonu
17. krotnie rozcienczony ciecz —ciecz 80-118 -
. Na,SO, bezwodny
BioCorp
5 ml acetonu
18. PDB ciecz — ciecz 5ml 85-112 -
dichlorometanu
. . 5 ml acetonu
19. PDB ciecz — ciecz A T 83-97
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Do badan wybrano bulion odzywczy 10-krotnie rozcieiczony i bulion glukozowo -
ziemniaczany, dla ktérych ekstrakcje substancji czynnych przeprowadzono w uktadzie ciecz-ciecz

za pomocg acetonu oraz dodatku bezwodnego Na,SO,.

W tabeli 14 przedstawiono dane z przeprowadzonej walidacji w podtozach hodowlanych:
bulionie odzywczym 10-krotnie rozcieficzonym i bulionie glukozowo — ziemniaczanym. Walidacje
przeprowadzono z wykorzystaniem techniki chromatografii gazowej z detekcjg mas.
Przedstawione wyniki dotyczg badan: odzyskéw, poprawnosci, precyzji wyrazonej jako RSD oraz

granicy oznaczalnosci dla substancji czynnych bedacych przedmiotem niniejszej pracy.

Tabela 14. Parametry walidacyjne metody: poprawnos¢, precyzja (wyrazona jako RSD), granica
oznaczalnosci (GO), matryca — podtoza hodowlane: BO - bulion odzywczy 10-krotnie rozcienczony

i PDB - bulion glukozowo — ziemniaczany

Poziom Odzyski éredni
Substancja . wzboga- [%] SD | RSD GO
Podtoze . odzysk | o
czynna cenia | " " v v %] [%] | [%] |[ug/ml]
[ng/ml]
BO 1 73,0 | 73,5 | 71,0 | 78,0 | 75,5 74,2 2,7 | 3,6 1
10x rozc. 100 87,3 | 89,0 | 94,0 | 94,0 | 96,0 92,1 | 3,7 | 4,0
Fluopyram
PDB 1 96,0 | 79,0 | 96,4 | 88,0 | 98,0 91,5 | 8,0 | 8,7 1
100 80,8 | 8,3 | 77,8 | 105,8 | 101,5| 90,4 |12,5|13,9
BO 1 74,5 | 82,0 | 90,5 | 97,0 | 86,5 86,1 | 85|99 1
10x rozc. 100 108,8 | 113,8 | 122,0 | 105,5 | 104,0 | 110,8 | 7,3 | 6,6
Tebukonazol
PDB 1 88,5 | 81,5 | 78,5 | 86,0 | 84,0 83,7 [ 391 4,6 1
100 104,3 | 110,5 | 105,3 | 104,0 | 102,0 | 105,2 | 3,2 | 3,0
BO 1 78,0 | 74,5 | 70,5 76,5 | 79,5 75,8 3,51| 4,6 1
Boskalid 10x rozc. 100 82,0 | 84,8 | 87,0 | 81,5 | 79,8 83,0 [ 29 ] 3,5
PDB 1 85,5 | 87,5 | 83,5 | 81,0 | 89,5 854 | 33139 1
100 74,3 | 75,5 | 71,5 | 89,3 | 99,0 81,9 (11,8|14,4
BO 1 87,5 | 75,0 | 83,0 | 84,5 | 78,5 81,7 | 50 6,1 1
Pyraklostrobina 10x rozc. 100 93,0 | 74,0 | 99,3 | 103,3 | 96,8 93,3 (11,4|12,2
y PDB 1 95,5 | 93,5 | 86,5 | 92,5 | 96,5 92,9 | 39| 4,2 1
100 92,5 | 98,3 | 91,0 | 87,5 | 94,0 92,7 | 40| 4,3
BO 1 97,5 | 105,0 | 107,0 | 105,5 | 102,5| 103,5 | 3,7 | 3,6 1
L 10x rozc. 100 117,5 | 121,0| 113,8 | 113,3 | 115,5| 116,2 | 3,2 | 2,7
Pentiopirad
PDB 1 89,0 | 88,5 |109,5| 98,5 [(102,0| 975 | 89 | 9,2 1
100 112,8 | 115,0| 112,5 | 109,0 | 107,8 | 111,4 | 3,0 | 2,7

Walidacje wykonano dla dwéch pozioméw wzbogacenia: 1 i 100 mg/kg. Dla wzorcow
przygotowanych w bulionie odzywczym 10-krotnie rozcieiczonym wyznaczona poprawnos¢ byta
w granicach od 74,2% do 116,2%. Precyzja dla badanych substancji czynnych byta w zakresie
0d 2,7% do 12,2%. Dla wzorcow przygotowanych w bulionie glukozowo — ziemniaczanym
poprawnos¢ byta w zakresie od 81,9% do 111,4%. Wyznaczona precyzja wyniosta 2,7%-14,4%.

Wedtug wskazan detektoréw liniowoscig charakteryzowaty sie wszystkie badane substancje
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czynne (wspdtczynnik korelacji R 2 0,99). W tabeli 15 zawarto dane dotyczace réwnan krzywych

kalibracyjnych, wspétczynnikdéw korelacji, a takze zakresy liniowosci wskazan detektorow.

Tabela 15. Parametry walidacyjne — liniowos¢, matryca — podtoza hodowlane: BO - bulion

odzywczy 10-krotnie rozcienczony i PDB - bulion glukozowo — ziemniaczany

. Liczba Liniowos¢ Réwnanie krzywej kalibracyjnej Wspétczynnik
Substancja . . . _ ..
Podtoze | pozioméw | wskazan y=ax+b korelacji
czynna s .
stezen [mg/kg] a b R
BO
5 0,004-0,4 104478,7 -1443,1 0,9984
Fluopyram 10x rozc.
PDB 5 0,004-0,4 114194,3 -1604,5 0,9984
BO
Tebukonazol | 10x rozc. > 0,004-0,4 438,4 13 0,9985
PDB 5 0,004-0,4 562,1 2,3 0,9942
BO
Boskalid 10X rozc. 5 0,004-0,4 31802,4 -801,7 0,9964
PDB 5 0,004-0,4 37131,5 -1072,3 0,9953
BO
5 0,004-0,4 224,4 -1,6 0,9983
Pyraklostrobina | 10x rozc.
PDB 5 0,004-0,4 204,3 -5,2 0,9991
- BO 5 0,004-0,4 348,9 20,8 0,9902
Pentiopirad 10x rozc.
PDB 5 0,004-0,4 443,2 28,2 0,9901

4.1.2 Oznaczanie substancji czynnych w jabtkach — walidacja metody

W tabeli 16 przedstawiono dane z przeprowadzonej walidacji metody oznaczania substancji

czynnych fungicyddw w matrycy jabtka. Wyniki dotycza badan: odzyskéw, rodzaju detekcji,

poprawnosci, precyzji (wyrazonej jako RSD) oraz granicy oznaczalnosci dla substancji czynnych

bedacych przedmiotem niniejszej pracy.
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Tabela 16. Parametry walidacyjne metody: poprawnos¢, precyzja (wyrazona jako RSD), granica

oznaczalnosci (GO), matryca - jabtko

Poziom . < .
Substancja Detektor wzboga- Od[:/Z]s ki ::;3:!'( SD | RSD GO
czynna cenia %] [%] | [%] | [mg/kg]
[mg/kg]
| mlom v |V
JEC 001 | 1190 |1180[121,3[1150]1105] 1168 [42 [ 36 [
Fluopyram 1 104,3 | 98,0 | 98,3 |101,8] 99,0 | 100,1 | 2,6 | 2,6
Vs 0,01 | 1195 |112,0|117,0|110,5|113,0| 114,4 | 3,7 | 3,3
1 108,0 |107,5|103,0|105,5|106,0| 106,0 | 20 | 1,9 | 0,01
- 001 | 1200 [118,01150[1153[1100] 1157 [38 33 | .
rebukonazol 1 113,0 |120,0]119,0(115,0|113,8| 116,2 | 3,2 | 2,7 |
Vs 0,01 545 | 930|890 865910 908 [32[35]
1 112,0 |105,5]110,0|109,0 |110,5| 109,4 | 2,4 | 2,2 |
- 001 | 1110 [117,0[1080[112,0[1080] 1112 [37 [ 33 | .
1 118,0 |116,3|116,0|105,5|110,0| 1132 | 52 | 46 |
. 0,01 950 | 905|925 | 93,0950 | 932 | 1,9 | 2,0
Boskalid NP 1 895 | 92,0 | 850 | 950 | 950 | 913 | 42 | 46 | >0t
s 001 | 1190 [119,5]1120[119,0(1195] 1178 [33 [ 28| .
1 108,0 |102,0]120,0(110,5|1055| 1092 | 6,8 | 6,2 |
LEC 001 | 1030 [101,3]91,0 [650 985 | 97,7 [a8 43| -
1 780 | 785 | 73,0 | 80,5 | 82,5 | 785 | 3,6 | 45 |
. 0,01 80,5 | 82,0 | 79,0 | 80,0 | 79,5 | 802 | 1,2 | 1,4
Pyraklostrobina | - NP 1 860 | 850 | 89,0 | 840 | 785 | 845 |38 | 45| >
s 0,01 96,0 | 99,5 | 850|900 [ 925 | 926 5660 . .
1 80,0 | 89,0 | 89,5 | 85,0 | 84,5 | 856 |39 | 45 |
LEC 001 | 1095 [1060] 953 [100,5|1105] 1044 |64 | 61 [ -
pentiopirad 1 111,5 |113,0]111,5|109,0|110,0| 1110 | 1,5 | 1,4 |
s 001 | 1180 [1185[117,0{112,5[1100] 1152 [37 [ 33 | .
1 1155 |113,5] 109 | 105 |112,5| 1111 | 41 | 3,7 |

Walidacje przeprowadzono z wykorzystaniem detektoréw: pEC,

NP oraz MS. Wyznaczona

poprawnos¢ dla dwéch pozioméw wzbogacenia: 0,01 i 1 mg/kg miescita sie w zakresie: 78,5%-

117,8%. Precyzja wynosita odpowiednio od 1,4% do 6,2%. Dla wszystkich badanych substancji

czynnych otrzymano liniowg odpowiedZ detektoréw w zakresie stezen 0,01-1 mg/l (wspdtczynniki

korelacji > 0,99). W tabeli 17 przedstawiono dane dotyczgce réownan krzywych kalibracyjnych,

wspotczynnikdw korelacji, a takze zakresy liniowosci wskazahn detektoréw. Otrzymane wyniki

walidacji spetniajg wymagania okreslone w dokumencie SANTE ($rednie odzyski w zakresie 70-

120% i RSD < 20%) (SANTE 2015, SANTE 2017).
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Tabela 17. Parametry walidacyjne — liniowos¢, matryca - jabtko

. Liczba Liniowo$é Réwnanie krzywej kalibracyjnej Wspaétczynnik
Substancia Detektor | pozioméw | wskazan y=ax+b korelacji
czynna .
stezen [mg/kg]
a b R

Fluopyram MEC 5 0,01-1 253453,4 -337,8 0,9991
MS 5 0,01-1 32007,9 79,3 0,9995
Tebukonazol MEC 5 0,01-1 852,0 5,5 0,9976
MS 5 0,01-1 855,2 -6,75 0,9953
EC 5 0,01-1 39067,0 -247,7 0,9973
Boskalid NP 5 0,01-1 20,7 0,03 0,9950
MS 5 0,01-1 3483,5 -18,5 0,9960
MEC 5 0,01-1 4094,5 46,3 0,9909
Pyraklostrobina NP 5 0,01-1 6,0 -0,14 0,9920
MS 5 0,01-1 56,7 -0,04 0,9913
Pentiopirad MHEC 5 0,01-1 1066,8 15,3 0,9900
MS 5 0,01-1 32915,6 8,1 0,9983

4.2 Doswiadczenia laboratoryjne

4.2.1 Badania zywotnosci/aktywnosci metabolicznej komérek

Podczas badan degradacji pestycyddw z wykorzystaniem bakterii B. subtilis przeprowadzano
rowniez testy zywotnosci komérek w podtozach w okresie 14 dni. Najmniejszg zywotnoscig
charakteryzowaty sie komoérki poddane dziataniu tebukonazolu, natomiast najwiekszg zywotnos¢
wykazywaty komoérki w czasie badan degradacji z boskalidem. Wyniki testéw dla badanych
substancji przedstawiono na rysunku 21.

W czasie postepujgcej inkubacji komodrek bakteryjnych w stosowanym podtozu, poczatkowo
(dzien 3) obserwowano wzrost aktywnosci metabolicznej komarek, co posrednio wskazywato na
przyrost ich ilosci. Przy dalszej hodowli, metaboliczna aktywnos¢ komérek spadata, co mogto
wynika¢ z braku sktadnikdw odzywczych, nagromadzenia sie szkodliwych metabolitow i/lub
hamujgcego dziatania samych $rodkéw zahamowanie

chemicznych. Najintensywniejsze

aktywnosci metabolicznej komdrek obserwowano dla tebukonazolu.
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Rysunek 21. Zywotno$¢ komdrek bakterii w czasie 14 dni trwania do$wiadczen

4.2.2 Testy inhibicji wzrostu wobec bakterii B. subtilis i grzyba referencyjnego

S. cerevisiae

Fungicydy majg szerokie spektrum oddziatywania na grzyby, brak jest jednak danych
dotyczacych wptywu tych fungicyddéw na bakterie B. subtilis. Z tego powodu w dalszych badaniach
testowano w jakim stopniu/przy jakich stezeniach badane substancje czynne wykazujg inhibicje
wzrostu/bdjczos¢ zarédwno w stosunku do szczepdow grzyba referencyjnego jak i bakterii.
Do analizy wybrano zakres stezen substancji czynnych pomiedzy 0,02-1000 pg/ml. Jest to zakres,
w ktdrym mieszczg sie stezenia substancji poddawane degradacji przez mikroorganizmy

w badaniach laboratoryjnych jak i aplikowane podczas zabiegéw w sadach jabtoniowych.

Po 24 godzinach ekspozycji bakterii B. subtilis na dziatanie substancji czynnych fungicydow
nie obserwowano hamowania ich wzrostu przez fluopyram, boskalid i pentiopirad w testowanym
zakresie stezen. Odnotowano przyrost wartosci absorbancji (wynikajacy ze zmetnienia hodowli),
w stosunku do wartosci w czasie ,zerowym” (OD = 0,1). Swiadczyto to o aktywnej proliferacji
komoérek i ich przyroscie liczebnym, bez wzgledu na dodane stezenie testowanego fungicydu
(Rys. 22a-c). Z tego powodu dla tych zwigzkéow w zakresie testowanych stezen nie oznaczono

wartosci MIC i MBC.
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Rysunek 22. Wzrost po 24 godzinach szczepu B. subtilis po ekspozycji wobec (a) fluopyramu, (b)
boskalidu, (c) pentiopiradu (0,02-1000 ug/ml)

W przypadku obecnosci pyraklostrobiny mniejszy wzrost absorbancji obserwowano dla
bakterii inkubowanych w obecnosci stezenia 5 pg/ml (Rys. 23a), co sugeruje, ze taka dawka
hamuje wzrost testowanego szczepu. Tebukonazol inhibowat wzrost komérek w stezeniu powyzej
20 ug/ml. Poczagwszy od stezenia 100 ug/ml i wyzszego, zwigzek ten silnie ograniczat przyrost
komoérek (Rys. 23b). Spadek absorbancji nie $wiadczy jednoznacznie jednak o dziataniu bdjczym.
Z tego wzgledu prébki, w ktérych widoczne byto zahamowanie wzrostu wobec pyraklostrobiny
i tebukonazolu, poddano dalszej inkubacji, wysiewajgc je na ptytki z odpowiednim podtozem
i dalszej 24-ro godzinnej inkubacji. Po tym czasie oceniono intensywnos$¢ wzrostu. W przypadku
pyraklostrobiny niezaleznie od zastosowanego stezenia wzrost byt intensywny (Rys. 24a). Stad,

dla tego fungicydu oznaczono warto$¢ MIC = 5 pg/ml, i brak wartosci MBC. W przypadku
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tebukonazolu, wraz ze wzrostem jego stezenia w hodowli, intensywnos$¢ wzrostu malata, az do

catkowitego jego braku, zatem wartosci MIC i MBC dla tebukonazolu wyniosty odpowiednio

20 pg/ml i 100 pg/ml (Rys. 23b i 24b).
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Rysunek 23. Wzrost po 24 godzinach szczepu B. subtilis po ekspozycji wobec (a) pyraklostrobiny,
(b) tebukonazolu (0,02-1000 pg/ml)

Rysunek 24. Wzrost po 24 godzinach szczepu B. subtilis po ekspozycji wobec (a) pyraklostrobiny,
(b) tebukonazolu, (0,02-1000 pg/ml), test MBC

Aby poréwnawczo oszacowaé wptyw testowanych fungicyddw na naturalnie bytujace
mikroorganizmy obecne na powierzchni owocdw, do testéw MIC/MBC wybrano réwniez szczep
grzyba S. cerevisiae. W testowanym zakresie stezen 0,02-1000 ug/ml nie obserwowano
negatywnego wptywu fluopyramu, boskalidu, pyraklostrobiny i pentiopiradu na intensywnosc

wzrostu mikroorganizmow (Rys. 25a-d).
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Rysunek 25. Wzrost po 24 godzinach szczepu S. cerevisiae po ekspozycji wobec (a) fluopyramu,

(b) boskalidu, (c) pyraklostrobiny, (d) pentiopiradu (0,02-1000 ug/ml)

Podobnie jak w przypadku testowanego szczepu B. subtilis, rowniez grzyby okazaty sie by¢

najbardziej wrazliwe na tebukonazol. Zaobserwowano spadek absorbancji (a wiec hamowanie

wzrostu) od stezenia 0,2 pg/ml (Rys. 26). Po wykonaniu testu wzrostu na szalkach Petriego,

okreslono warto$é MBC, ktéra wyniosta 500 pg/ml (Rys. 27). Prawdopodobnie, wartos$é ta moze

zawieraé sie w zakresie 100 i 500 pg/ml, jednak z powodu wybranych testowanych stezen,

catkowity brak wzrostu odnotowano dla stezenia wyzszego.
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Rysunek 26. Wzrost po 24 godzinach szczepu S. cerevisiae po ekspozycji wobec tebukonazolu
(0,02-1000 ug/ml)

Rysunek 27. Wzrost po 24 godzinach szczepu S. cerevisiae po ekspozycji wobec tebukonazolu
(0,02-1000 ug/ml), test MBC

4.2.3 Badanie degradacji substancji czynnych pestycydéw przez bakterie B. subtilis

W badaniach degradacji substancji czynnych przez mikroorganizmy przeprowadzonych

w laboratorium przebadano tgcznie 270 prébek.
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Doswiadczenie 1

W doswiadczeniu oceniono wptyw szczepdw bakterii B. subtilis na degradacje substancji
czynnych: fluopyramu i tebukonazolu, zawartych w preparacie Luna Experience 400 SC. Stezenie
fluopyramu oznaczone w zerowym dniu w prébkach kontrolnych bylo na poziomie
119,6+3,8 ug/ml, w prébkach poddawanych degradacji 120,5%5,9 ug/ml. Stezenie tebukonazolu
w prébkach kontrolnych wyniosto 91,0+3,6 pug/ml, natomiast w probkach, w ktérych zachodzita
degradacja 90,5+2,5 pg/ml. Prébki pobierano w warunkach sterylnych w 0, 3, 5, 7 i 14 dniu
trwania doswiadczenia.

Stezenia fluopyramu byty w zakresie od 117,8+1,8 pug/ml — 3 dnia do 104,5+11,0 pg/ml —
14 dnia dla probek kontrolnych i od 114,63,0 ug/ml — 3 dnia do 97,2+2,9 ug/ml — 14 dnia dla
probek poddanych degradacji. 3 i 5 dnia pozostatosci fluopyramu obnizyty sie o ok. 2%
w poréwnaniu do probek kontrolnych, natomiast 7 dnia do 7,5%, a 14 dnia do 10% (Tab. 18,
Rys. 28a).

W przypadku tebukonazolu stezenia w prébkach kontrolnych byly w zakresie od
89,8+2,3 ug/ml — 5 dnia do 91,11#5,0 pug/ml — 14 dnia doswiadczenia (Tab. 18). W prébkach
poddanych degradacji stezenie byto w granicach od 89,5+2,1 ug/ml do 90,816,9 ug/ml (Tab. 18).
Obnizenie pozostatosci tebukonazolu byto w zakresie 0,2-0,5% (Tab. 18, Rys. 28b).

Tabela 18. Stezenia fluopyramu i tebukonazolu w prébkach kontrolnych oraz po aplikacji bakterii

B. subtilis
Liczba FIuo;lyram $D Fluopyram SD Tebuk;)nazol $D Tebukonazol D
dni | B. subtilis | [pug/ml] kontrola [ng/ml] B. subtilis [ng/ml] kontrola [ng/ml]
[ug/mi] [ng/ml] [ug/ml] [ug/mi]
0 120,5 59 119,6 3,8 90,5 2,5 91,0 3,6
3 114,6 3,0 117,8 1,8 90,2 3,3 90,4 2,3
5 109,9 0,9 112,0 0,7 89,5 2,1 89,9 2,3
7 98,3 0,4 106,4 3,7 90,6 8,2 91,1 11
14 97,2 2,9 104,5 11,0 90,8 6,9 91,1 5,0
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Rysunek 28. Degradacja (a) fluopyramu, (b) tebukonazolu poddanych dziataniu bakterii B. subtilis

Doswiadczenie 2

W doswiadczeniu badano wptyw szczepow bakterii B. subtilis na degradacje substancji
czynnych: boskalidu i pyraklostrobiny, zawartych w preparacie Bellis 38 WG. Zawartos¢ boskalidu
w zerowym dniu byta na poziomie 128,3+3,8 ug/ml w prébkach kontrolnych i 128,6+2,9 ug/mi
w probkach poddawanych degradacji. Stezenie pyraklostrobiny oznaczono na poziomie
70,0%5,2 ug/ml w prébkach kontrolnych i 70,3+3,3 pug/ml w prébkach poddawanych degradacji.
Podczas doswiadczenia pobierano probki w warunkach sterylnychw 0, 3, 5, 7 i 14 dniu.

W trzecim dniu doswiadczenia stezenie boskalidu w prébkach kontrolnych wyniosto
126,5+3,5 ug/ml, a nastepnie obnizyto sie do 121,0+7,2 pg/ml w 14 dniu. W probkach
z zaaplikowanymi szczepami bakterii zawartos¢ boskalidu wynosita od 122,0+0,7 pug/ml 3 dnia do
119,1+0,4 pg/ml — 14 dnia (Tab. 19). Stwierdzono degradacje boskalidu w zakresie 0,6-3,6%
(Rys. 29a).
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Stezenie pyraklostrobiny w prébkach kontrolnych byto w zakresie od 63,0+8,1 ug/ml do
68,315,9 ug/ml. W prébkach poddanych dziataniu bakterii stezenie wyniosto od 61,9+9,6 pug/ml do
65,915,8 pg/ml. Szczegdétowe wyniki doswiadczenia przedstawiono w tabeli 19. W czasie trwania

doswiadczenia stwierdzono degradacje pyraklostrobiny do 3,6% (Rys. 29b).

Tabela 19. Stezenia boskalidu i pyraklostrobiny w prébkach kontrolnych oraz po aplikacji szczepéw

bakterii B. subtilis

Boskalid . Pyraklostrobina .
T R el I T T ol B
dni B. subtilis | [pg/ml] [ug/mi] [nug/ml] B. subtilis [nug/ml] [ug/mi] [ng/ml]

[ng/mi] [ng/mi]

0 128,6 2,9 128,3 3,8 70,3 3,3 70,0 5,2
3 122,0 0,7 126,5 3,5 65,9 5,8 68,3 5,9
5 121,4 3,0 124,9 4,8 61,9 9,6 64,0 10,6
7 119,9 16,1 121,3 13,8 62,6 9,4 63,5 11,0
14 119,1 0,4 121,0 7,2 62,4 4,5 63,0 8,1
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Rysunek 29. Degradacja (a) boskalidu, (b) pyraklostrobiny poddanych dziataniu bakterii B. subtilis
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Doswiadczenie 3

W doswiadczeniu testowano wptyw szczepdw bakterii B. subtilis na degradacje pentiopiradu,

substancji czynnej zawartej w preparacie Fontelis 200 SC. Stezenie pentiopiradu w prébkach

kontrolnych pobranych w zerowym dniu wynosito 114,645,1 pg/ml, natomiast w prébkach

poddawanych degradacji 114,8+5,7 pg/ml. Podczas do$wiadczenia pobierano probki w warunkach

sterylnych w 0, 3, 5, 7 i 14 dniu. Zawarto$¢ pentiopiradu byta w zakresie od 104,0+4,2 pg/ml do

112,5+4,6 ug/ml w probkach kontrolnych, z kolei w prébkach po aplikacji bakterii w zakresie od

98,4+4,8 ug/ml do 106,3+3,2 pug/ml (Tab. 20). Degradacja badanej substancji czynnej wyniosta do

9,6% (Rys. 30).

Tabela 20. Stezenia pentiopiradu w préobkach kontrolnych oraz po aplikacji bakterii B. subtilis

. . Pentlop|r-a-d * SD Pentiopirad kontrola SD
Liczba dni B. subtilis [ug/mi] [ug/ml] [ug/mi]
[ng/ml]
0 114,8 5,7 114,6 51
3 106,3 3,2 112,5 4,6
5 98,4 4,8 105,3 2,8
7 98,9 6,9 104,6 8,7
14 99,5 3,5 104,0 4,2
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Rysunek 30. Degradacja pentiopiradu poddanego dziataniu bakterii B. subtilis

W doswiadczeniach 1-3 réznice pomiedzy wynikami dla prébek badanych i kontrolnych nie

byty istotne statystycznie (Rys. 28-30).
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4.2.4 Badanie degradacji substancji czynnych pestycydéw przez grzyba

T. harzianum

Doswiadczenie 4

W doswiadczeniu badano wptyw szczepdw grzyba T. harzianum na degradacje substancji
czynnych fluopyramu i tebukonazolu, zawartych w preparacie Luna Experience 400 SC. Stezenie
fluopyramu w zerowym dniu byto na poziomie 112,0+2,1 pg/ml w prébkach kontrolnych
i 112,545,5 pg/ml w probkach poddawanych degradacji, natomiast stezenie tebukonazolu
w prébkach kontrolnych byto na poziomie 100,2+3,4 pg/ml, a z zaaplikowanymi szczepami
grzybow wyniosto 100,9+5,2 pg/ml. Probki pobierano w warunkach sterylnych 0, 3, 5, 7 i 14 dnia.

Od trzeciego dnia doswiadczenia w prébkach kontrolnych stezenie fluopyramu byto
w zakresie od 97,3+13,9 pg/ml do 111,0+4,2ug/ml. W prébkach z zaaplikowanymi szczepami
grzyba T. harzianum stezenie byto od 28,5+1,4 ug/ml 3 dnia do 17,8+2,5 ug/ml 14 dnia (Tab. 21).
Degradacja fluopyramu byfa na poziomie 74,3% 3 dnia, natomiast w kolejnych dniach od 81,5% do
81,7% (Rys. 31a).

W trzecim dniu doswiadczenia stezenie tebukonazolu w prébkach kontrolnych wyniosto
92,3+12,2 pg/ml, natomiast w 14 dniu 84,1+4,1 pg/ml. W prébkach poddanych degradacji przez
szczepy grzyba T. harzianum stezenie wyniosto od 51,1+5,5 ug/ml 3 dnia do 42,8+2,5 ug/ml
14 dnia (Tab. 21). Stopien degradacji tebukonazolu byt w zakresie: 44,5-49,2% (Rys. 31b).

Tabela 21. Stezenia fluopyramu i tebukonazolu w prdébkach kontrolnych oraz po aplikacji

szczepow grzyba T. harzianum

Fluopyram Tebukonazol

Liczba + sD FL‘;‘:“:‘:;?:' sD + sD Te:::;’;?:m sD

dni | T. harzianum | [pg/ml] [ug/ml] [ug/ml] | T. harzianum | [pg/ml] [ug/ml] [ug/ml]
[ng/mi] [ng/ml]

0 112,5 5,5 112,0 2,1 100,9 5,2 100,2 3,4

3 28,5 1,4 111,0 4,2 51,1 5,5 92,3 12,2

5 18,5 3,4 99,8 15,0 48,3 0,5 87,0 4,8

7 17,8 1,8 97,3 13,9 44,5 0,2 84,8 3,0

14 17,8 2,5 97,5 14,8 42,8 2,5 84,1 4,1
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Rysunek 31. Degradacja (a) fluopyramu, (b) tebukonazolu poddanych dziataniu grzyba

T. harzianum

Doswiadczenie 5

W doswiadczeniu oceniano wptyw szczepdw grzyba T. harzianum na degradacje boskalidu
i pyraklostrobiny, substancji czynnych preparatu chemicznego Bellis 38 WG. Poczatkowe stezenia
badanych substancji czynnych byty dla boskalidu na poziomie 145,0+4,7 pg/ml w prébkach
kontrolnych i 145,7+5,9 ug/ml w prdobkach poddawanych degradacji oraz dla pyraklostrobiny
64,5+2,5 ug/ml w prébkach kontrolnych i 65,5+4,0 ug/ml w probkach, w ktérych zachodzita
degradacja. Prébki do badan pobierano 0, 3, 5, 7 i 14 dnia.

W trakcie trwania doswiadczenia stwierdzono stezenie boskalidu w prébkach kontrolnych od
133,0+11,1 pg/ml do 144,9+5,5 pg/ml, natomiast w prébkach poddanych ekspozycji grzybow
w zakresie od 24,8+2,5 pug/ml do 27,3+2,5 pg/ml (Tab. 22). Stwierdzono degradacje boskalidu
w zakresie: 79,6-82,5% (Rys. 32a).

Stezenie pyraklostrobiny w prébkach kontrolnych byto w zakresie od 46,0+2,8 ug/ml do
51,8+9,9 pug/ml, a w prébkach badanych w zakresie od 7,5+1,1 pg/ml 3 dnia do 0,3+0,1 pg/ml
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14 dnia (Tab. 22). 3 dnia stwierdzono degradacje pyraklostrobiny o 83,7%, natomiast w kolejnych
dniach doswiadczenia od 99,2% do 99,4% (Rys. 32b).

Tabela 22. Stezenia boskalidu i pyraklostrobiny w prébkach kontrolnych oraz po aplikacji szczepow

grzyba T. harzianum

Boskalid Boskalid PyraI;I::tro- Pyraklostro-
Liczba +T. SD kontrola SD +T SD bina SD
dni harzianum | [pg/ml] [ug/ml] L [ug/ml] kontrola [ug/ml]
[1g/mi] [nug/ml] harzianum [ug/mi]
[ng/ml]
0 145,7 5,9 145,0 4,7 65,5 4,0 64,5 2,5
3 24,8 2,5 133,0 11,1 7,5 1,1 46,0 2,8
5 25,3 2,8 144,9 5,5 0,4 0,1 51,8 9,9
7 27,3 2,5 134,0 8,1 0,4 0,1 46,8 16,7
14 25,3 3,2 134,3 14,8 0,3 0,1 51,0 8,0
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Rysunek 32. Degradacja (a) boskalidu, (b) pyraklostrobiny poddanych dziataniu grzyba

T. harzianum
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Doswiadczenie 6

W doswiadczeniu testowano wptyw szczepéw grzyba T. harzianum na degradacje
pentiopiradu, substancji czynnej preparatu Fontelis 200 SC. Poczatkowe stezenie pentiopiradu
aplikowanego w doswiadczeniu oznaczono na poziomie 106,0+2,5 pug/ml w prébkach kontrolnych,
a w probkach poddanych degradacji na poziomie 106,7%5,4 pug/ml. Prébki do badan pobierano
0,3,5, 7 i 14 dnia. Zawartos¢ pentiopiradu w prébkach kontrolnych oznaczono w zakresie od
105,042,8 pug/ml 3 dnia do 99,4+5,1 ug/ml 14 dnia, natomiast w prébkach poddanych degradacji
stezenie 3 dnia wyniosto 69,1+7,6 ug/ml, a 14 dnia 42,9+7,6 pug/ml (Tab. 23). Stopien rozktadu
pentiopiradu byt w zakresie od 34,2% (3 dzien) do 56,9% (14 dzien) (Rys. 33).

Tabela 23. Stezenia pentiopiradu w prébkach kontrolnych oraz po aplikacji grzyba T. harzianum

Pentiobi
. . entlopflrad * SD Pentiopirad kontrola SD
Liczba dni T. harzianum [ug/ml] [ug/mi] [ug/ml]
[ng/ml]
0 106,7 5,4 106,0 2,5
3 69,1 7,6 105,0 2,8
5 54,2 3,8 101,8 15,6
7 45,3 3,2 101,4 6,5
14 42,9 7,6 99,4 51
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Rysunek 33. Degradacja pentiopiradu poddanego dziataniu grzyba T. harzianum

W doswiadczeniach 4-6 rdznice pomiedzy wynikami dla prébek badanych i kontrolnych byty

istotne statystycznie, co przedstawiono na rysunkach 31-33.
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4.2.5 Badanie degradacji substancji czynnych pestycydéw przez mieszang kulture

bakterii B. subtilis i grzyba T. harzianum

Doswiadczenie 7

W doswiadczeniu badano wptyw szczepdw mieszanej kultury bakterii B. subtilis oraz grzyba
T. harzianum na degradacje fluopyramu i tebukonazolu, substancji czynnych preparatu Luna
Experience 400 SC. Stezenie fluopyramu aplikowanego do podfoza oznaczono na poziomie
112,246,0 pg/ml w préobkach kontrolnych oraz 112,0+4,0 pug/ml w prébkach poddawanych
degradacji. Stezenie tebukonazolu oznaczono na poziomie 90,0%4,3 pg/ml w prdébkach
kontrolnych i 90,4+6,6 pug/ml w probkach poddawanych degradacji. Prébki pobierano 0, 3, 5, 7
i 14 dnia.

Stezenie fluopyramu byto na poziomie 110,8+4,8 pg/ml 3 dnia i obnizyto sie do poziomu
108,0+12,6 pg/ml 14 dnia w prébkach kontrolnych, natomiast w prébkach poddanych ekspozycji
bakterii i grzybow stezenie byto w zakresie od 82,0+8,3 pg/ml do 100,4%8,0 ug/ml (Tab. 24).
W trakcie trwania doswiadczenia stopien rozktadu fluopyramu byt w zakresie od 8,3% do 24,1%
(Rys. 34a).

Stezenie tebukonazolu w prébkach kontrolnych oznaczono na poziomie od 80,8+3,9 pug/ml do
82,5+10,4 ug/ml, z kolei w prébkach poddanych degradacji przez bakterie i grzyby w zakresie od
63,3+3,0 ug/ml do 76,8+6,9 ug/ml (Tab. 24). Procentowg degradacje tebukonazolu wyznaczono
w zakresie od 2,5% 5 dnia do 23,3% 14 dnia (Rys. 34b).

Tabela 24. Stezenia fluopyramu i tebukonazolu w prébkach kontrolnych oraz po aplikacji

szczepow bakterii B. subtilis i grzyba T. harzianum

Fluopyram Tebukonazol
Liczba + B. subtilis D Fluopyram D + B. subtilis D Tebukonazol D
dni +T. [ng/mi] kontrola [ng/ml] +T. [ng/mi] kontrola [ng/mi]
harzianum | '*& [ng/ml] HE harzianum He [ng/ml] HE
[ng/mi] [ng/mi]
0 112,0 4,0 112,2 6,0 90,4 6,6 90,0 4,3
3 100,0 9,9 110,8 4,8 76,8 6,9 81,8 7,6
5 100,4 8,0 109,5 10,8 74,3 6,0 80,8 3,9
7 82,8 7,2 108,5 7,8 64,5 2,1 81,0 1,2
14 82,0 8,3 108,0 12,6 63,3 3,0 82,5 10,4
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Rysunek 34. Degradacja (a) fluopyramu (b) tebukonazolu poddanych dziataniu bakterii B. subtilis

i grzyba T. harzianum

Doswiadczenie 8

W doswiadczeniu oceniano wyptyw mieszanej kultury bakterii B. subtilis i grzyba
T. harzianum na degradacje boskalidu i pyraklostrobiny substancji czynnych preparatu Bellis
38 WG. Stezenie boskalidu oznaczone zerowego dnia byto na poziomie 145,0+4,6 pg/ml
w probkach kontrolnych i 144,75,4 ug/ml w prébkach poddanych degradacji przez bakterie
i grzyby, natomiast stezenie pyraklostrobiny wyniosto 70,0£3,8 pg/ml w prébkach kontrolnych
i 70,4%2,3 pg/ml w prébkach poddanych degradacji. Prébki pobierano 0, 3, 5, 7 i 14 dnia.

W prébkach kontrolnych 3 dnia stezenie boskalidu oznaczono na poziomie 141,3+10,8 pg/ml,
natomiast 14 dnia trwania doswiadczenia na poziomie 118,8+13,8 ug/ml. W prébkach poddanych
dziataniu szczepéw bakterii i grzybow stezenie boskalidu byto w zakresie od 41,8+6,7 ug/ml do
47,345,3 ug/ml (Tab. 25). Procentowyg degradacje boskalidu oznaczono w zakresie 64,7-66,8%
(Rys. 35a).
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Stezenie pyraklostrobiny byto w zakresie 61,3+2,8 - 68,0£11,0 ug/ml w probkach kontrolnych,

natomiast w préobkach poddanych degradacji przez mikroorganizmy od 21,8%1,1 ug/ml do

23,8+7,0 ug/ml (Tab. 25). Stwierdzono degradacje pyraklostrobiny od 63,2% do 64,6% (Rys. 35b).

Tabela 25. Stezenia boskalidu i pyraklostrobiny w prébkach kontrolnych oraz po aplikacji szczepéw

bakterii B. subtilis i grzyba T. harzianum

Boskalid + Pyraklostrobi-
Liczba | B. subtilis + sD Boskalid sD na + B. subtilis sD Pyraklostrobi- sD
dni T. harzianum | [ug/ml] kontrola [ug/mi] +T. [ug/mi] na kontrola [ug/ml]
’ [ug/ml] [nug/ml] harzianum [nug/ml]
[ng/mi]
0 144,7 5,4 145,0 4,6 70,4 2,3 70,0 3,8
3 47,0 11,3 141,3 10,8 24,4 1,5 68,0 11,0
5 47,3 5,3 136,8 11,5 23,8 7,0 66,9 9,4
7 42,1 6,2 119,8 6,2 23,3 8,2 65,0 10,3
14 41,8 6,7 118,8 13,8 21,8 1,1 61,3 2,8
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Rysunek 35. Degradacja (a) boskalidu, (b) pyraklostrobiny poddanych dziataniu bakterii B. subtilis

i grzyba T. harzianum
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Doswiadczenie 9

W doswiadczeniu testowano wptyw mieszanej kultury bakterii B. subtilis i grzyba

T. harzianum na degradacje pentiopiradu, substancji czynnej preparatu Fontelis 200 SC. Prébki do

badan pobierano 0, 3, 5, 7 i 14 dnia. Stezenie pentiopiradu w prébkach kontrolnych w zerowym

dniu byto na poziomie 110,6+2,4 ug/ml, natomiast w préobkach poddanych degradacji wyniosto

109,8%4,3 pg/ml. W czasie trwania doswiadczenia stezenie pentiopiradu byto w zakresie od

100,8%6,0 pg/ml do 109,3+5,7ug/ml w prébkach kontrolnych. W prébkach poddanych degradacji

przez mikroorganizmy stezenie wyniosto od 71,5+3,5 pg/ml do 80,3%2,1 ug/ml (Tab. 26).

Oznaczano degradacje pentiopiradu w zakresie 23,7-29,1% (Rys. 36).

Tabela 26. Stezenia pentiopiradu w prébkach kontrolnych oraz po aplikacji szczepow bakterii B.

subtilis i grzyba T. harzianum

Pentiopirad +
. . + B. subtilis + SsD Pentiopirad kontrola SD
Liczba dni .
T. harzianum [ug/mli] [ug/ml] [ug/mli]
[ng/ml]
0 109,8 4,3 110,6 2,4
3 80,3 2,1 105,3 2,7
5 79,3 7,1 109,3 5,7
7 77,5 8,8 105,1 5,8
14 71,5 3,5 100,8 6,0
pentiopirad
120
—. 100 e
§‘ k% * * %
= 80 T = T I
8 60
©
o 40
a
20
0
0 3 5 7 14
Liczba dni

Rysunek 36. Degradacja pentiopiradu poddanego dziataniu bakterii B. subtilis i grzyba

T. harzianum

W doswiadczeniach 7-9 rdznice pomiedzy wynikami dla prébek badanych i kontrolnych byty

istotne statystycznie dla

3 badanych substancji

czynnych: boskalidu,

pyraklostrobiny
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i pentiopiradu (Rys. 35, 36). Dla tebukonazolu stwierdzono rdznice istotne statystycznie tylko
w siddmym dniu doswiadczenia, natomiast dla fluopyramu nie stwierdzono rdéznic istotnych

statystycznie (Rys. 34ai b).

4.3 Doswiadczenia polowe

W latach 2016-2018 przeprowadzono 6 doswiadczen polowych na 5 odmianach jabtoni,
stosujgc 3 preparaty chemiczne: Bellis 38 WG (substancje czynne: boskalid, pyraklostrobina), Luna
Experience 400 SC (substancje czynne: fluopyram, tebukonazol) i Fontelis 200 SC (substancja
czynna: pentiopirad) oraz komercyjny preparat biologiczny Zumba Plant®. W kazdym
przeprowadzonym doswiadczeniu pobierano tacznie 40 prébek jabtek, ogétem w doswiadczeniach

polowych przebadano 240 prébek.

W tabelach 27-36 przedstawiono wyniki przeprowadzonych doswiadczen uwzgledniajac
terminy pobierania prébek i poziomy pozostatosci badanych substancji czynnych zaréwno po
zabiegach preparatami chemicznymi jak i preparatem biologicznym. Z otrzymanych wynikéw
badan okreslono zaleznosci pomiedzy stezeniem substancji czynnej i czasem jej rozktadu.
Wyznaczono krzywe zanikania substancji czynnych w jabtkach, stosujagc model matematyczny
opisujgcy rownanie kinetyczne dla reakcji pierwszego rzedu. Z wyznaczonych réwnan obliczono
czas potowicznego zanikania (ty;) charakteryzujacy trwato$¢ substancji. O poprawnosci

wybranego modelu swiadczy wyznaczony (wysoki) wspétczynnik korelacji (R).

4.3.1 Doswiadczenie 1

Zabieg na odmianie Gloster w sadzie w Jézefowie nad Wistg wykonano w catej kwaterze
preparatem Bellis 38 WG w dawce 0,8 kg/ha zawierajgcym substancje czynne boskalid
i pyraklostrobine w dawkach odpowiednio 252 g/kg (25,2%) i 128 g/kg (12,8%). Zabieg
przeprowadzono 23 wrzesnia 2016, nastepnego dnia (12 godzin po wykonanym zabiegu,
24.09.2016) rozpoczeto pobieranie préobek i kontynuowano: 28 wrzesnia, 3, 7, 11 i 14
pazdziernika. Nastepnie 29 wrzesnia 2016 w bloku Il (Rys. 13) wykonano zabieg preparatem
biologicznym Zumba Plant®. Prébki po zabiegu oraz prébki stanowigce kontrole pobrano 3, 7, 11

i 14 pazdziernika 2016.
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Boskalid

Pozostatosci boskalidu nastepnego dnia po zabiegu preparatem chemicznym wyniosty
0,238+0,166 mg/kg (Tab. 27) i obnizaty sie zgodnie z réwnaniem wyktadniczym: P, = 0,2824e %"
(R =0,9323) (Rys. 37). Z réwnania wyznaczono czas potowicznego zaniku t;;, wynoszacy 9,8 dnia.
W dniu zbioru owocéw pozostatosci boskalidu wyniosty 0,049+0,007 mg/kg. Uzyskane wyniki

przedstawiono w tabeli 27.

Tabela 27. Terminy pobierania prébek i poziomy pozostatosci boskalidu po zabiegach: 23.09.2016

preparatem Bellis 38 WG i 29.09.2016 preparatem Zumba Plant® na odmianie Gloster

Stezenie
Liczba dni po Steenie boskalidu po
Data poboru zabiegu ¢ . SD zabiegu SD
. boskalidu
préobek preparatem [mg/kg] preparatem [mg/kg]
. [mg/ke] L
chemicznym biologicznym
[mg/kgl
24.09.2016 1 0,238 0,166 - -
28.09.2016 5 0,180 0,073 - -
03.10.2016 10 0,186 0,063 0,089 0,006
07.10.2016 14 0,101 0,042 0,059 0,011
11.10.2016 18 0,097 0,016 0,080 0,015
14.10.2016 21 0,049 0,007 0,048 0,010
0,30
0,25 *
% 0,20
= 3 ¢
E 015
N \ P, = 0,28240071t
@] —
E 0,10 * R=0,9323
[%]
R
S 0,05 .
0,00 T T T T 1
0 5 10 15 20 25
Liczba dni po zabiegu

Rysunek 37. Krzywa znikania boskalidu po zabiegu preparatem Bellis 38 WG — 23.09.2016 na

odmianie Gloster

Po aplikacji preparatu biologicznego Zumba Plant® pozostatosci boskalidu wyniosty
0,089+0,006 mg/kg, natomiast w dniu zbioru pozostatosci osiggnety wartos¢ 0,048+0,010 mg/kg
(Tab. 27). Bezposrednio po zastosowaniu preparatu biologicznego pozostatosci boskalidu obnizyty
sie 0 52% (Tab. 27, Rys. 38). W kolejnych terminach pozostatosci boskalidu byty nizsze niz
w prébach kontrolnych odpowiednio o 42% i 13% (Tab. 27, Rys. 38). W dniu zbioru pozostatosci
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osiggnety niemal te samg warto$¢ co w prdobkach kontrolnych (0,048+0,010 mg/kg) (Tab. 27,

Rys. 38).

M stezenie boskalidu

stezenie boskalidu po aplikacji Zumba Plant

0,50

0,40

0,30

0,20

Pozostatos¢ [mg/kg]
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0,00 -
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w

=
10 14 18 2

Liczba dni po zabiegu

Rysunek 38. Pozostatosci boskalidu po aplikacji preparatéw: Bellis 38 WG 23.09.2016 i Zumba

Plant® 29.09.2016

Pyraklostrobina

Pozostatosci pyraklostrobiny w prébkach jabtek w pierwszym dniu po zabiegu preparatem

chemicznym wyniosty 0,126+0,075 mg/kg (Tab. 28), a nastepnie obnizaty sie zgodnie z rGwnaniem

wyktadniczym P, = 0,1176e%%” (R = 0,9627) (Rys. 39). Czas potowicznego zaniku wynidst

11,5 dnia. Bezposrednio przed zbiorem owocdéw, 21 dnia po zabiegu, pozostatosci pyraklostrobiny

wyniosty 0,03210,003 mg/kg. Uzyskane wyniki przedstawiono w tabeli 28.

Tabela 28. Terminy pobierania prébek i poziomy pozostatosci pyraklostrobiny po zabiegach:

23.09.2016 preparatem Bellis 38 WG i 29.09.2016 preparatem Zumba Plant® na odmianie Gloster

Stezenie
L|czba.dn| po Stezenie pyraklost_robmy
Data poboru zabiegu . SD po zabiegu SD
. pyraklostrobiny
prébek preparatem [mg/kg] preparatem [mg/kg]
i [mg/ke] L
chemicznym biologicznym
[mg/keg]
24.09.2016 1 0,126 0,075 - -
28.09.2016 5 0,079 0,030 - -
03.10.2016 10 0,060 0,038 0,036 0,020
07.10.2016 14 0,044 0,019 0,034 0,009
11.10.2016 18 0,048 0,013 0,037 0,006
14.10.2016 21 0,032 0,003 0,033 0,014
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Rysunek 39. Krzywa zanikania pyraklostrobiny po zabiegu preparatem Bellis 38 WG — 24.09.2016

na odmianie Gloster

Po aplikacji preparatu biologicznego Zumba Plant® 29 wrzesnia 2016 pozostatosci

pyraklostrobiny wyniosty 0,036+0,020 mg/kg, i byly nizsze o 41% w stosunku do probek

kontrolnych (Tab. 28, Rys. 40). W kolejnych terminach (14 i 18 dnia po zabiegu) pozostatosci byty

nizsze o 24% i 37% w odniesieniu do préb kontrolnych (Rys. 40). W dniu zbioru pozostatosci

wyniosty 0,033+0,014 mg/kg, podobnie jak w prébkach kontrolnych (Tab. 28).

M stezenie pyraklostrobiny

stezenie pyraklostrobiny po aplikacji Zumba Plant
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% 020
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Rysunek 40. Pozostatosci pyraklostrobiny po aplikacji preparatéow: Bellis 38 WG 23.09.2016

i Zumba Plant® 29.09.2016

Wyniki badan z powyzszego doswiadczenia zawarto w publikacji Podbielska i in. (2018).
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4.3.2 Doswiadczenie 2

Zabieg na odmianie Gala w sadzie w Jézefowie nad Wistg wykonano preparatem chemicznym
Fontelis 200 SC zawierajgcym 200 g/l substancji czynnej pentiopiradu, w dawce 0,75 I/ha.
Aplikacje przeprowadzono w catej kwaterze w dniu 16 sierpnia 2017. Nastepnego dnia (12 godzin
po wykonanym zabiegu) rozpoczeto pobieranie prébek (17.08.2017) i kontynuowano: 21, 24, 28
i 31 sierpnia oraz 6 wrzesnia. 23 sierpnia 2017 w bloku Il (Rys. 13) przeprowadzono zabieg
preparatem biologicznym Zumba Plant®. Prébki po aplikacji preparatu biologicznego oraz proébki
stanowigce kontrole pobrano nastepnego dnia po wykonanym zabiegu oraz 28, 31 sierpnia,
i 6 wrzesnia 2017 roku.

Pozostatosci pentiopiradu w owocach w kolejnym dniu po wykonaniu zabiegu preparatem
chemicznym wyniosty 0,161+0,034 mg/kg (Tab. 29). Kinetyke zanikania badanej substancji czynnej
okreslono réwnaniem wyktadniczym: P, = 0,1922e%°" (R = 0,9650), czas potowicznego zanikania
wynidst 8 dni (Rys. 41). Po 21 dniach od wykonania zabiegu, czyli w dniu zbioru owocow,

zawartos$¢ pentiopiradu w jabtkach wyniosta 0,037+0,014 mg/kg (Tab. 29).

Tabela 29. Terminy pobierania probek i poziomy pozostatosci pentiopiradu po zabiegach:

16.08.2017 preparatem Fontelis 200 SC i 23.08.2017 preparatem Zumba Plant® na odmianie Gala

Stezenie
L|czba.dn| po Stezenie pentlop.lradu po
Data poboru zabiegu T SD zabiegu SD
. pentiopiradu
probek preparatem [mg/kg] preparatem [mg/kg]
. [mg/ke] L
chemicznym biologicznym
[mg/kgl
17.08.2017 1 0,161 0,034 - -
21.08.2017 5 0,150 0,044 - —
24.08.2017 8 0,105 0,036 0,102 0,018
28.08.2017 12 0,065 0,013 0,064 0,008
31.08.2017 15 0,041 0,013 0,033 0,014
06.09.2017 21 0,037 0,014 0,032 0,010
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Rysunek 41. Krzywa zanikania pentiopiradu po zabiegu preparatem Fontelis 200 SC — 16.08.2017

na odmianie Gala

Preparat Zumba Plant® aplikowano 23 sierpnia 2017. Nastepnego dnia od wykonania zabiegu

nie obserwowano zmian w zawarto$¢ pentiopiradu w jabtkach w odniesieniu do prébek

kontrolnych, a pozostatosci oznaczono na poziomie 0,102+0,018 mg/kg (probki kontrolne:

0,105+0,036 mg/kg) (Tab. 29). W kolejnym terminie poboru prébek pozostatosci osiggnety taka

samg warto$¢ co w probach kontrolnych. W trzecim i czwartym terminie poboru prébek po

aplikacji preparatu biologicznego zaobserwowano obnizenie stezenia pentiopiradu w stosunku do

prébek kontrolnych odpowiednio o0 20% i 14% (Rys. 42).

M stezenie pentiopiradu

stezenie pentiopiradu po zabiegu Zumba Plant
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Rysunek 42. Pozostatosci pentiopiradu po aplikacji preparatéow: Fontelis 200 SC 16.08.2017

Zumba Plant® 23.08.2017
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4.3.3 Doswiadczenie 3

Doswiadczenie rozpoczeto 23 sierpnia 2017 na odmianie jabtoni Red Jonaprince w Jézefowie
nad Wista. Zabieg wykonano preparatem chemicznym Luna Experience 400 SC w zalecanej dawce
0,75 I/ha zawierajgcym substancje czynne fluopyram i tebukonazol w ilosci po 200 g/l kazdej
substancji. 12 godzin po wykonanym zabiegu (24.08.2017) rozpoczeto pobieranie préobek
i kontynuowano w terminach 28, 31 sierpnia i 4, 7, 13 wrzesnia. Aplikacje preparatu biologicznego
przeprowadzono 30 sierpnia w bloku Il (Rys. 13). Prébki pobierano w czterech terminach

31 sierpnia, a takze 4, 7 i 13 wrzesnia.

Fluopyram

Pozostatosci fluopyramu w pierwszym dniu po zastosowaniu preparatu Luna Experience
400 SC wyniosty 0,277+0,017 mg/kg (Tab. 30). Pozostatosci zanikaty zgodnie z rédwnaniem
wyktadniczym: P, = 0,1980e %" (R = 0,9187) (Rys. 43). Z réwnania obliczono czas potowicznego
zaniku, ktoéry wyniést 16,1 dnia. W chwili zbioru owocéw pozostatosci byty na poziomie

0,090+0,018 mg/kg (Tab. 30).

Tabela 30. Terminy pobierania prébek i poziomy pozostatosci fluopyramu po zabiegach w dniu
23.08.2017 preparatem Luna Experience 400 SC i 30.08.2017 preparatem Zumba Plant® na

odmianie Red Jonaprince

Stezenie
Liczba dni po . fluopyramu po
Data poboru zabiegu Stezenie SD zabiegu SD
] fluopyramu
prébek preparatem [mg/kg] preparatem [mg/kg]
. [mg/kgl L
chemicznym biologicznym
[mg/kg]
24.08.2017 1 0,227 0,017 - -
28.08.2017 5 0,153 0,018 - -
31.08.2017 8 0,120 0,036 0,083 0,018
04.09.2017 12 0,106 0,050 0,090 0,044
07.09.2017 14 0,113 0,034 0,098 0,056
13.09.2017 21 0,090 0,018 0,069 0,016
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Rysunek 43. Krzywa zanikania fluopyramu po zabiegu preparatem Luna Experience 400 SC —

23.08.2017 na odmianie Red Jonaprince

Po aplikacji preparatu biologicznego Zumba Plant® pozostatosci fluopyramu obnizyty sie

0 31% osiagajac poziom 0,083+0,018 mg/kg (Tab. 30, Rys. 44). W kolejnych dwdch terminach

poboru prébek, pozostatosci obnizyty sie o ok. 15% osiagajac stezenie odpowiednio 0,090+0,044

mg/kg i 0,098+0,056 mg/kg (Tab. 30). W ostatnim terminie poboru pozostatosci fluopyramu

obnizyty sie 0 22% w pordéwnaniu do prébek kontrolnych i wyniosty 0,069+0,016 mg/kg (Tab. 30,

Rys. 44).
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Rysunek 44. Pozostatosci fluopyramu po aplikacji preparatéw: Luna Experience 400 SC 23.08.2017

i Zumba Plant® 30.08.2017
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Tebukonazol

Pozostatosci tebukonazolu 12 godzin po wykonanym zabiegu byly na poziomie
0,320+0,058 mg/kg, natomiast w dniu zbioru owocéw osiggnety wartos¢ 0,105+0,023 mg/kg
(Tab. 31). Obnizenie pozostatosci badanej substancji czynnej nastepowato zgodnie z réwnaniem:
P, = 0,2624e %% (R = 0,9202), obliczony czas potowicznego zaniku wynidst 11 dni (Rys. 45).

Uzyskane wyniki przedstawiono w tabeli 31.

Tabela 31. Terminy pobierania préobek i poziomy pozostatosci tebukonazolu po zabiegach
23.08.2017 preparatem Luna Experience 400 SC i 30.08.2017 preparatem Zumba Plant® na

odmianie Red Jonaprince

Stezenie
Steenie tebukonazolu
Data poboru Liczba dni po N SD po zabiegu SD
. . tebukonazolu
probek zabiegu [mg/kg] preparatem [mg/kg]
[mg/kg] L
biologicznym
[mg/kg]
24.08.2017 1 0,302 0,058 - -
28.08.2017 5 0,174 0,037 - -
31.08.2017 8 0,143 0,020 0,124 0,020
04.09.2017 12 0,105 0,038 0,107 0,018
07.09.2017 14 0,100 0,018 0,097 0,032
13.09.2017 21 0,105 0,023 0,090 0,026
0,35
0,30 *
)
% 0,25
£ 020 P, = 0,2624¢ 0063t
g Py R =0,9202
o
E 0,15 ¢
¢ 0,10 * o .
o
& 0,05
0,00 T T T T |
0 5 10 15 20 25
Liczba dni po zabiegu

Rysunek 45. Krzywa zanikania tebukonazolu po zabiegu preparatem Luna Experience 400 SC —

23.08.2017 i 30.08.2017 preparatem Zumba Plant® na odmianie Red Jonaprince

Pozostatosci tebukonazolu w kolejnym dniu po aplikacji preparatu biologicznego Zumba
Plant® wyniosty 0,124+0,020 mg/kg (Tab. 31) i obnizyty sie w stosunku do prébek kontrolnych
012% (Rys. 46). W kolejnych dwéch terminach poboru préb tj. 4 i 7 wrzesnia pozostatosci

zarowno w prébkach kontrolnych jak i tych z zaaplikowanymi mikroorganizmami byly na
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podobnym poziomie. W ostatnim terminie poboru prébek pozostatosci wyniosty
0,090+0,026 mg/kg i obnizyty sie o 14% w stosunku do pozostatosci w probkach kontrolnych
(Tab. 31, Rys. 46).
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Rysunek 46. Pozostatosci tebukonazolu po aplikacji preparatow: Luna Experience 400 SC

23.08.2017 i Zumba Plant® 30.08.2017

4.3.4 Doswiadczenie 4

Doswiadczenie przeprowadzono w sadzie w Rzeszowie na odmianie Boskoop. Zabieg
preparatem Bellis 38 WG, zawierajgcy w sktadzie boskalid (252 g/kg) i pyraklostrobine (128 g/kg),
wykonano 16 sierpnia 2018 w zalecanej dawce 0,8 kg/ha. Pierwsze probki pobrano w kolejnym
dniu po wykonanym zabiegu (12 godzin od aplikacji), a nastepnie 21, 24, 28, 31 sierpnia
i 6 wrzesnia. Zabieg preparatem biologicznym przeprowadzono w bloku Il kwatery 23 sierpnia

2018 (Rys. 13). Prébki pobierano nastepnego dnia po aplikacji oraz 28, 31 sierpnia i 6 wrzesnia.

Boskalid

Poczatkowe pozostatosci boskalidu byty na poziomie 0,337+0,050 mg/kg, a nastepnie
zanikaty zgodnie z réwnaniem wyktadniczym P, = 0,3841e*”™ (R = 0,9809). Z réwnania
wyznaczono czas potowicznego zaniku, ktéry wyniést 9,8 dnia (Rys. 47). 21 dni od
przeprowadzonego zabiegu preparatem Bellis 38 WG pozostatosci boskalidu wyniosty

0,088+0,044 mg/kg (Tab. 32).
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preparatem Bellis 38 WG i 23.08.2018 preparatem Zumba Plant® na odmianie Boskoop

Tabela 32. Terminy pobierania prébek i poziomy pozostatosci boskalidu po zabiegach: 16.08.2018

Stezenie
Liczba dni po Stezenie boskalidu po
Data poboru zabiegu € . SD zabiegu SD
. boskalidu
prébek preparatem [mg/kg] preparatem [mg/kg]
. [mg/kgl] . .
chemicznym biologicznym
[mg/ks]
17.08.2018 1 0,337 0,050 - -
21.08.2018 5 0,301 0,099 - -
24.08.2018 8 0,223 0,093 0,210 0,038
28.08.2018 12 0,137 0,032 0,140 0,031
31.08.2018 15 0,140 0,091 0,138 0,051
06.09.2018 21 0,088 0,044 0,092 0,028
0,40
. *
2 0,30 *
S~
[sT4]
‘g \
% 0,20
ie P, =0,3814¢0.071t
©
g L 4 R =0,9809
N 0,10 —e
a.
0,00
0 5 10 15 20 25
Liczba dni po zabiegu

Rysunek 47. Krzywa zanikania boskalidu po zabiegu preparatem Bellis 38 WG — 16.08.2018 na

odmianie Boskoop

Stezenie boskalidu w kolejnym dniu od zastosowania preparatu biologicznego wyniosto
0,210+0,038 mg/kg i w poréownaniu do prébek kontrolnych byto nizsze o 6% (Tab. 32, Rys. 48).
W kolejnych trzech terminach poboru prébek pozostatosci boskalidu byty na zblizonym poziomie

co w prébkach kontrolnych (Tab. 32, Rys. 48).
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Rysunek 48. Pozostatosci boskalidu po aplikacji preparatéw: Bellis 38 WG 16.08.2018 i Zumba

Plant® 23.08.2018

Pyraklostrobina

Pierwszego dnia po wykonaniu zabiegu pozostatosci pyraklostrobiny w prébkach jabtek

oznaczono na poziomie 0,142+0,055 mg/kg (Tab. 33). W dniu zbioru owocéw pozostatosci

badane] substancji czynnej oznaczono na poziomie 0,021+0,007 mg/kg (Tab. 33). Z otrzymanych

wynikdw wyznaczono réwnanie wyktadnicze przedstawiajace trend zanikania pyraklostrobiny

w jabtkach: P, = 0,1906e %" (R = 0,9715) (Rys. 49). Czas potowicznego zaniku wynidst 7 dni.

Tabela 33. Terminy pobierania prébek i poziomy pozostatosci pyraklostrobiny po zabiegach:

16.08.2018 preparatem Bellis 38 WG i 23.08.2018 preparatem Zumba Plant® na odmianie

Boskoop
Stezenie
L|czba_dn| po Stezenie pyraklost_robmy
Data poboru zabiegu . SD po zabiegu SD
. pyraklostrobiny
prébek preparatem [mg/kg] preparatem [mg/kg]
. [mg/ke] L
chemicznym biologicznym
[mg/keg]
17.08.2018 1 0,142 0,055 - -
21.08.2018 5 0,115 0,034 - -
24.08.2018 8 0,110 0,019 0,107 0,022
28.08.2018 12 0,071 0,016 0,071 0,021
31.08.2018 15 0,044 0,010 0,044 0,009
06.09.2018 21 0,021 0,007 0,021 0,006
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Rysunek 49. Krzywa zanikania pyraklostrobiny po zabiegu preparatem Bellis 38 WG — 16.08.2018

na odmianie Boskoop

W przypadku zabiegu preparatem biologicznym na odmianie Boskoop pozostatosci

pyraklostrobiny w pierwszym terminie poboru (24.08.2018) byty o 3% nizsze w poréwnaniu do

probek kontrolnych. W drugim (28.08.2018), trzecim (31.08.2018) i czwartym (06.09.2018)

terminie poboru prébek, pozostatosci byty na takim samym poziomie, co w prébkach kontrolnych

(Tab. 33, Rys. 50).
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Rysunek 50. Pozostatosci pyraklostrobiny po aplikacji preparatéow: Bellis 38 WG 16.08.2018

i Zumba Plant® 23.08.2018
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4.3.5 Doswiadczenie 5

Zabieg preparatem chemicznym Luna Experience 400 SC (fluopyram — 200 g/! i tebukonazol —
200 g/l), w zalecanej dawce 0,75 |/ha, przeprowadzono 28.08.2018 na odmianie jabtoni Gala
w sadzie zlokalizowanym w Rzeszowie. Nastepnego dnia po wykonanym zabiegu (29.08.2018),
rozpoczeto pobieranie probek. Kolejne prébki pobierano w terminach: 2, 5, 9, 11 i 18 wrzesnia.
Preparat biologiczny zastosowano 4 wrzesnia w bloku Il (Rys. 13), prébki pobrano dziern pdzniej,

a nastepnie 9, 11 i 18 wrzesnia.

Fluopyram

Stezenie fluopyramu w jabtkach nastepnego dnia po wykonaniu zabiegu preparatem
chemicznym wyniosto 0,446+0,162 mg/kg (Tab. 34). W momencie zbioru owocéw pozostatosci
byty na poziomie 0,199+0,040 mg/kg (Tab. 34). Kinetyke zanikania fluopyramu okre$lato rownanie
wyktadnicze: P, = 0,4251e %% (R = 0,9232) (Rys. 51). Z réwnania wyznaczono czas potowicznego

zanikania, ktéry wynidst 17,3 dnia.

Tabela 34. Terminy pobierania prébek i poziomy pozostatosci fluopyramu po zabiegach:
28.08.2018 preparatem Luna Experience 400 SC i 04.09.2018 preparatem Zumba Plant® na

odmianie Gala

Stezenie
Liczba dni po .. fluopyramu
Data poboru zabiegu Stezenie SD po zabiegu SD
. fluopyramu
prébek preparatem [mg/kg] preparatem [mg/kg]
. [mg/ke] L
chemicznym biologicznym
[mg/kg]
29.08.2018 1 0,446 0,162 - -
02.09.2018 5 0,382 0,029 - -
05.09.2018 8 0,276 0,021 0,262 0,027
09.09.2018 12 0,218 0,017 0,202 0,016
11.09.2018 14 0,223 0,052 0,216 0,028
18.09.2018 21 0,199 0,040 0,202 0,032
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Rysunek 51. Krzywa zanikania fluopyramu po zabiegu preparatem Luna Experience 400 SC —

28.08.2018 na odmianie Gala

Pozostatosci fluopyramu po aplikacji preparatu biologicznego w pierwszym terminie poboru

prébek byty na poziomie 0,262+0,027 mg/kg i byty nizsze od pozostatosci w prébkach kontrolnych

o0 5% (Tab. 34, Rys. 52). Pozostatosci w drugim terminie poboru prébek byty na poziomie

0,202+0,016 mg/kg, w odniesieniu do prébek kontrolnych byty nizsze o 7% (Rys. 52). W trzecim

terminie pozostatosci byty nizsze tylko o 3%, natomiast w czwartym byty niemal na takim samym

poziomie co w prébkach kontrolnych (Rys. 52).
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Rysunek 52. Pozostatosci fluopyramu po aplikacji preparatéw: Luna Experience 28.08.2018

i Zumba Plant® 04.09.2018
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Tebukonazol

Pozostatosci tebukonazolu w jabtkach nastepnego dnia od wykonania zabiegu preparatem

chemicznym byty na poziomie 0,397+0,110 mg/kg. 21 dni po wykonaniu zabiegu, pozostatosci byty

na poziomie 0,159+0,027 mg/kg (Tab. 35). Przebieg zmian opisano réwnaniem wyktadniczym

P, = 0,3363e %% (R = 0,8374) (Rys. 53). Czas potowicznego zaniku wynidst 16,9 dnia.

Tabela 35. Terminy pobierania prébek i poziomy pozostatosci tebukonazolu po zabiegach:

28.08.2018 preparatem Luna Experience 400 SC i 04.09.2018 preparatem Zumba Plant® na

odmianie Gala

Stezenie
Liczba dni po Steenie tebukonazolu
Data poboru zabiegu N SD po zabiegu SD
. tebukonazolu
préobek preparatem [mg/kg] preparatem [mg/kg]
. [mg/ke] L
chemicznym biologicznym
[mg/kg]
29.08.2018 0,397 0,110 - -
02.09.2018 5 0,251 0,034 - -
05.09.2018 0,251 0,008 0,250 0,059
09.09.2018 12 0,169 0,044 0,167 0,019
11.09.2018 14 0,177 0,040 0,177 0,027
18.09.2018 21 0,159 0,027 0,158 0,011
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Rysunek 53. Krzywa zanikania tebukonazolu po zabiegu preparatem Luna Experience 400 SC —

28.08.2018 na odmianie Gala

Po aplikacji preparatu biologicznego Zumba Plant® we wszystkich terminach poboru

pozostatosci tebukonazolu byty o ok. 0,5% nizsze w odniesieniu do prébek kontrolnych (Rys. 54).
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Rysunek 54. Pozostatosci tebukonazolu po aplikacji preparatéw Luna Experience 400 SC

28.08.2018 i Zumba Plant® 04.09.2018

4.3.6 Doswiadczenie 6

Zabieg preparatem Fontelis 200 SC (substancja czynna: pentiopirad 200 g/l) przeprowadzono
na odmianie jabtoni Golden Delicious w dniu 4 wrzesnia 2018. Preparat zastosowano zgodnie
z etykietg w dawce 0,75 I/ha. Prébki do badan pobierano nastepnego dnia (12 godzin) po zabiegu,
a nastepnie 9, 12, 16, 19 i 25 wrzesnia. Zabieg preparatem biologicznym Zumba Plant® wykonano
11 wrzesnia, nastepnego dnia pobrano pierwsze prébki i kontynuowano 16, 19 i 25 wrzesnia.

Pozostatosci pentiopiradu w prébkach jabtek pierwszy dzien po zabiegu byty na poziomie
0,421+0,046 mg/kg i obnizyty sie do poziomu 0,078+0,021 mg/kg po 21 dniach trwania
doswiadczenia (Tab. 36). Na podstawie otrzymanych wynikdw wyznaczono krzywga zanikania,
ktéra opisano réwnaniem wykfadniczym: P, = 0,4531e%%” (R = 0,9814) (Rys. 55). Z réwnania

wyznaczono czas potowicznego zaniku wynoszacy 8 dni.
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Tabela 36. Terminy pobierania prébek i poziomy pozostatosci pentiopiradu po zabiegach:

04.09.2018 preparatem Fontelis 200 SC i 11.09.2018 preparatem Zumba Plant® na odmianie

Golden Delicious

Stezenie
Liczba dni .. pentiopiradu po
Data poboru po zabiegu St?zer"ne SD zabiegu SD
. pentiopiradu
prébek preparatem [mg/kg] preparatem [mg/kg]
. [mg/ke] L
chemicznym biologicznym
[mg/ks]
05.09.2018 1 0,421 0,046 - —
09.09.2018 5 0,261 0,015 - -
12.09.2018 8 0,269 0,039 0,265 0,042
16.09.2018 12 0,166 0,010 0,165 0,053
19.09.2018 15 0,105 0,011 0,083 0,018
25.09.2018 21 0,078 0,021 0,063 0,017
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Rysunek 55. Krzywa znikania pentiopiradu po zabiegu preparatem Fontelis 200 SC — 04.09.2018 na

odmianie Golden Delicious

Po aplikacji preparatu biologicznego Zumba Plant® pozostatosci pentiopiradu byty na

poziomie 0,265+0,042 mg/kg i byty nizsze o0 1,5% w odniesieniu do prébek kontrolnych (Tab. 36).

Podobnie, w kolejnym terminie poboru, pozostatosci byty nizsze tylko o 0,6% w stosunku do

prébek kontrolnych (Rys. 56). 19 wrzesnia pozostatosci osiggnety warto$¢ 0,083+0,018 mg/kg

i ulegty obnizeniu o 21% w poréwnaniu do kontroli (Tab. 36, Rys. 56). W ostatnim dniu

doswiadczenia pozostatosci pentiopiradu byty na poziomie 0,063+0,017 mg/kg i obnizyty sie 0 19%

w stosunku do prébek kontrolnych (Tab. 36, Rys. 56).
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Rysunek 56. Pozostatosci pentiopiradu po aplikacji preparatéw Fontelis 200 SC 04.09.2018
preparatem i Zumba Plant® 11.09.2018

W doswiadczeniach 1-6 rdznice pomiedzy wynikami dla prébek badanych i kontrolnych nie

byty istotne statystycznie.

4.4 Zawartos¢ mikotoksyn w probkach jabtek

W zadnej z badanych prébek nie stwierdzono obecnosci patuliny, trichotecendw:
deoksyniwalenolu, diacetoksyscirpenolu, HT-2 toksyny, T-2 toksyny, niwalenolu i zearalenonu,

ponizej dolnych granic oznaczalnosci.
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5. DYSKUSIJA

Rozktad substancji czynnych pestycyddw po zabiegu chemicznym jest istotny zaréwno dla
konsumenta, ktéry oczekuje produktéw o najwyzszej jakosci bez pozostatosci pestycyddw, a takze
producenta zywnosci, ktéry wymaga, aby stosowane w ochronie upraw srodki zapewniaty

skuteczng ochrone.

W przyrodzie istnieje duza liczba mikroorganizméw o silnych zdolnosciach adaptacyjnych,
ktore mogg wykorzystywac syntetyczne substancje organiczne, w tym pestycydy, jako Zrddto
wegla, azotu i energii. Sprzyja to ich wzrostowi, a takze moze catkowicie mineralizowac¢ lub

rozktadaé takie substancje na mate nietoksyczne czgsteczki (Huang i in. 2018).

Zakres niniejszej pracy obejmowat dwa gtdwne aspekty (i) wyznaczenie w warunkach
laboratoryjnych (in vitro) stopnia rozktadu wybranych substancji czynnych fungicydéw przez
szczepy bakterii B. subtilis i grzyba T. harzianum (aplikowanych pojedynczo oraz w mieszaninie);
oraz (ii) sprawdzenie w warunkach polowych (in vivo) czy zalecane w Integrowanej Ochronie
Roslin stosowanie preparatéw biologicznych zawierajgcych szczepy wyzej wymienionych bakterii
i grzybow wptywajg na rozktad substancji czynnych fungicydéw. Badania polowe przeprowadzono
w okresie 21 dni przed zbiorem owocéw, czyli w okresie, gdy jabtka sg zabezpieczane przed

chorobami pochodzenia grzybowego przed wtozeniem do chtodni.

W doswiadczeniach polowych zastosowano komercyjny preparat biologiczny Zumba Plant®
zawierajgcy szczepy antagonistycznych mikroorganizméw (Bacillus spp., Trichoderma spp.),
grzybéw mikoryzowych (Glomus spp.) oraz materie organiczng. Wedtug producenta preparat ten
posiada unikalny mechanizm dziatania (AKIO — wykorzystujgcy zjawiska antybiozy, konkurencji
i indukcji odpornosciowej) zwiekszajacy odpornos¢ roslin na wiele chorobotwdérczych
drobnoustrojéw, w tym na rasy odporne grzybdow patogennych. Poprawia ogdlng zdrowotnos¢
rodlin poprzez zwiekszenie ich naturalnej zdolnosci do zwalczania infekcji oraz podniesienie
odpornosci na choroby (efekt szczepionki). Wedtug etykiety szczepy Bacillus spp. zwiekszajg
odpornos¢ roslin na szarg plesn, antraknoze, skoérzastg zgnilizne owocoéw truskawki i zgnilizne
twardzikowg, podnoszg jakos¢ i zdolnos¢ przechowalnicza owocdéw i warzyw, wydtuzajg trwatosé
pozbiorcza owocdw i warzyw oraz zmniejszg obecno$¢ pozostatosci srodkéw ochrony roslin.
Szczepy grzyboéw Trichoderma spp. i Glomus spp. poprawiajg ukorzenienie i stan odzywienia roslin
poprzez zwiekszenie pobierania sktadnikéw pokarmowych, produkcje substancji stymulujacych tj.
hormondw, witamin, enzymdéw oraz redukcje i dezaktywacje zwigzkéw toksycznych Ilub

hamujacych rozwdj systemu korzeniowego (Etykieta preparatu Zumba Plant®).
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Przeglad literatury dotyczacej rozktadu pozostatosci pestycydéw wskazuje na brak danych
(1 publikacja wedtug baz: Scopus, Polska Bibliografia Naukowa, Web of Science) dotyczacych
wptywu mikroorganizméw aplikowanych w uprawach w warunkach polowych na poziomy
pozostatosci substancji czynnych. Dostepne dane literaturowe dotyczg gtéwnie badan rozktadu
tych zwigzkdw w warunkach laboratoryjnych, w ktérych m.in. mikroorganizmy izolowane z gleby
sg identyfikowane i testowana jest ich zdolno$¢ do degradacji wybranych substancji (Kaur

i Balomajumder, 2019).

Przeglad literatury wskazuje na duze zainteresowanie wykorzystania biologicznych sposobéw
degradacji substancji czynnych, w tym organizméw bakteryjnych i grzybowych w warunkach
laboratoryjnych. Dotyczg one gtéwnie substancji czynnych insektycydéw. Bakterie z gatunku
Bacillus spp. rozktadajg m.in. chloropiryfos (Anwar i in. 2009, Bhuimbar i in. 2011, Liu i in. 2012,
Sasikala i in. 2012, Zhu i in. 2010), aldryne, endryne, DDT (Ferguson i Korte 1977, Patil i in. 1970,
Sariwati i in. 2017), diazynon (Tamer i ElI-Naggar 2013), dieldryne (Matsumura i Boush 1967),
endosulfan (Awasthi 1999, Mohanasrinivasan i in. 2013), paration metylowy (Sharmila i in. 1989),
paration (Nelson i in. 1982, Siddaramappa i in. 1973), metrybuzyne (Zhang i in. 2014), malation
(Aziz i in. 2014, Kumari i in. 2012, Singh i in. 2009), cypermetryne (Gangola i in. 2018) i kwinalfos
(Gangireddygari i in. 2017). Z kolei Trichoderma spp. degraduje: chloropiryfos (Harish i in. 2013,
Jayaraman i in. 2014), DDT (Matsumura i Boush 1968, Patil i in. 1970), endryne (Patil i in. 1970),
endosulfan i parathion metylowy (Katayama i Matsumura 1993, Senthilkumar iin. 2011).

Wsréd fungicydéw poddawanych degradacji przez szczepy Bacillus spp. i Trichoderma spp.
najwiecej publikacji dotyczy substancji z grupy benzimidazoli charakteryzujgcych sie innym
mechanizmem dziatania niz fungicydy bedace przedmiotem niniejszej pracy. Zhang i in. (2009a)
podaja, ze stopien degradacji karbendazymu przez B. pumilus NY97-1 w stezeniach: 10, 30, 50,
100, 300 mg/l wynidst odpowiednio 42,44%, 48,97%, 77,19%, 78,66% i 90,07%. Salunkhe i in.
(2014) podajg, ze degradacja karbendazymu przez cztery szczepy B. subtilis TL-171, TS-204, DR-39
i CS-126 byta w zakresie 75,7-95,2%. Stopiern degradacji wynoszacy 73,2% otrzymali réwniez
Panda i in. (2018) dla bakterii B. licheniformis JTC-3. Sharma i in. (2016) okreslili procentowg
biodegradacje karbendazymu dla T. harzianum 85%, T. viride 47%, a dla T. atroviride 21%. Z kolei
Cycon i in. (2011) przeprowadzili badania degradacji tiofanatu metylu przez Bacillus sp. TDS-2
okreslajac jego stopien rozktadu na poziomie 77%.

Fungicydy mogg by¢ degradowane réwniez przez inne grupy mikroorganizmoéw (Osman 2006,
Sataputei Kaliwal 2016, Sherif i in. 2011).

Duze jest takze zainteresowanie naukowcéw badaniami zmian stezenia pozostatosci

pestycyddw po aplikacji Srodkdéw ochrony roslin. Ze wzgledu na fakt, ze wykorzystane w niniejszej
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pracy preparaty chemiczne sg stosunkowo niedawno wprowadzone na rynek, niewiele jest
danych literaturowych dotyczacych ich rozktadu. W celu uzupetnienia wiedzy o zachowaniu sie
substancji czynnych bedacych przedmiotem niniejszej pracy, zdecydowano sie réwniez na

wyznaczanie kinetyk ich zanikania.

Badania nad wptywem mikroorganizméw na degradacje: fluopyramu, tebukonazolu,
boskalidu, pyraklostrobiny i pentiopiradu przeprowadzono w warunkach laboratoryjnych in vitro
oraz polowych in vivo. Do badan in vitro wybrano referencyjne szczepy bakterii B. subtilis PCM
486 oraz szczepy grzyba T. harzianum KKP 534, jako szczepy potencjalnie degradujgce pestycydy,
gdyz producent preparatu biologicznego wykorzystywanego w doswiadczeniach polowych, podaje

w etykiecie tylko wykorzystywane rodzaje mikroorganizmow, bez ich specyfikacji.
Fluopyram i tebukonazol

Fluopyram nie obnizat aktywnosci metabolicznej komédrek bakterii B. subtilis. Niewielkie
zahamowanie zywotnosci, w miare postepowania czasu trwania doswiadczenia wynikato
z wyczerpywania sie sktadnikdw odzywczych i jednoczesnie ze stopniowego gromadzenia sie
produktow metabolizmu (Rys. 21). Przeprowadzono réwniez testy oceniajgce zdolnos¢ do wzrostu
mikroorganizmoéw przy réznym zakresie stezen fluopyramu. Nie obserwowano zahamowania
wzrostu bakterii B. subtilis i grzyba S. cerevisiae w zakresie stezen fluopyramu 0,02-1000 pg/ml
(Rys. 22a i 25a). W badaniach laboratoryjnych rozktadu fluopyramu przez bakterie B. subtilis
obserwowano niewielki stopien degradacji wynoszacy od 2% —w 2 i 5 dniu do 10% — w 14 dniu
trwania doswiadczenia (Rys. 28a). W przypadku ekspozycji na grzyba T. harzianum stopien
degradacji substancji czynnej wynidst 74,3-81,7% (Rys. 31a), natomiast w przypadku badan
z mieszang kulturg bakterii i grzybdw stopien degradacji byt w zakresie od 8,3% w 5 dniu do 24,1%
w 14 dniu trwania doswiadczenia (Rys. 34a), co moze Swiadczy¢ o inhibujgcym wptywie
mikroorganizméw na siebie (Kim i in. 2008). Brak jest danych literaturowych dotyczacych
degradacji fluopyramu w warunkach laboratoryjnych, stad trudno jest dokona¢ poréwnawczej
oceny wskazujgcej na efektywnosé degradacji.

W badaniach zywotnosci komdrek bakterii B. subtilis w obecnosci tebukonazolu
obserwowano niskg przezywalnos¢ komérek (Rys. 21). W tescie MIC po ekspozycji bakterii
B. subtilis na dziatanie tebukonazolu obserwowano zahamowanie wzrostu komdrek od stezenia
substancji czynnej 20 pug/ml (Rys. 23b). W przeprowadzonym nastepnie tescie MBC, bdjczy wptyw
na komorki bakterii obserwowano przy stezeniu substancji czynnej 100 pg/ml (Rys. 24b).
W przypadku grzyba S. cerevisiae spadek absorbancji w tescie MIC obserwowano juz od stezenia

0,5 pug/ml. W tescie MFC obserwowano bdjczo$¢ badanej substancji czynnej w stezeniach 500
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i 1000 pg/ml w stosunku do S. cerevisiae (Rys. 27). Wyniki tych testéw potwierdzajg badania
degradacji. W doswiadczeniu, w ktédrym poddano rozktadowi tebukonazol przez bakterie stopien
degradacji wynidst zaledwie 0,2-0,5%, natomiast z wykorzystaniem grzybow 44,5-49,2% (Rys. 28b
i 31b). Biorgc pod uwage mieszang kulture bakterii i grzybow, podobnie jak w przypadku
degradacji fluopyramu, réwniez obserwowano inhibujgcy wptyw bakterii i grzybow na siebie.
Stopien rozktadu wynidst od 2,5% do 23,3% w 14 dniu trwania doswiadczenia (Rys. 34b). Younes
iin. (2018) podaja, ze gram-pozytywne bakterie B. cereus 2B9 i Bacillus sp. 1B13 degraduja
tebukonazol o 30%, Nocardia asteroides LAB 911 o 35%, a Bacillus sp. 29B3 i Bacillus sp. 3B6
0 50%, natomiast gram-negatywne bakterie Pseudomonas sp. C12B ATCC 43648 degradujg
tebukonazol o 50%. W przypadku degradacji przez bakterie Serratia marcescens Bl po
zastosowaniu tebukonazolu w stezeniu 200 mg/| stopien degradacji wyniost 94,05%, natomiast po
zastosowaniu wyzszego stezenia poczatkowego od 300 mg/| wskazniki degradacji spadty wraz ze
wzrostem stezenia tebukonazolu osiggajac przy stezeniu 500 mg/| stopienn degradacji 64,11%
(Wang i in. 2018). W badaniach przeprowadzonych przez Obanda i in. (2008) tebukonazol ulegt
degradacji o 68% przez T. harzianum w ciggu 21 dni. Younes i in. (2018) podajg, ze tebukonazol
nie ulega degradacji przez grzyby z rodzaju Aspergillus niger ATCC 9142, Aureobasidium pullulans
G, Geotrichum candidum CBS 14488, natomiast drozdze Candida parapsilosis ATCC 2046

degraduja tebukonazol o0 16%.

Badania polowe przeprowadzono z wykorzystaniem preparatu Luna Experience 400 SC
zawierajgcego substancje czynne fluopyram i tebukonazol w ilosci po 200 g substancji czynnych/I.
Badania przeprowadzono na dwodch odmianach jabtoni: Red Jonaprince (sad potozony
w Jézefowie nad Wistg i Gala (sad potozony w Rzeszowie) w dwuletnim cyklu badan (rok 2017
i 2018). Aplikacje preparatu Luna Experience 400 SC przeprowadzono w zalecanej dawce
0,75 I/ha. Luna Experience 400 SC jest preparatem o dziataniu uktadowym, a wiec mato wrazliwym
na zmywanie, przeznaczonym do stosowania zapobiegawczego lub interwencyjnego przeciwko
parchowi jabtoni oraz maczniakiem jabtoni. W przypadku choréb przechowalniczych, stosowany
jest do ochrony owocéw przed gorzka, brunatng i mokrg zgnilizng, parchem przechowalniczym
i szarg plesnig (Etykieta Luna Experience 400 SC).

Bezposrednio po aplikacji preparatu w sadzie w Jézefowie nad Wistg pozostatosci fluopyramu
wynosity 0,227+0,017 mg/kg, a nastepnie zanikaty zgodnie z rdéwnaniem wyktadniczym
P, =0,1980e %" (R = 0,9187) (Tab. 30, Rys. 43). Poczatkowe poziomy pozostatosci fluopyramu
zmniejszyty sie o potowe po 16,1 dnia. Z kolei po aplikacji preparatu w sadzie w Rzeszowie

pozostatosci fluopyramu wynosity 0,446+0,162 mg/kg i zanikaty zgodnie z réwnaniem
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wyktadniczymi: P, = 0,4251e%° " (R = 0,9232), osiagajac czas potowicznego zaniku po 17,3 dnia
(Tab. 34, Rys. 51).

Po zabiegach preparatem biologicznym stopien rozktadu pozostatosci w sadach wygladat
nieco inaczej — w sadzie w Jdézefowie poczatkowe pozostatosci fluopyramu ulegty rozktadowi
0 31% w stosunku do kontroli, nastepnie o 15%, a w ostatnim terminie poboru o 22% (Rys. 44).
Z kolei w sadzie w Rzeszowie poczatkowo stopien rozktadu fluopyramu byt niewielki i wynidst
tylko 3% w odniesieniu do kontroli, a nastepnie w kolejnym terminie poboru wyniost 7%.
W trzecim terminie stopien rozktadu fluopyramu wynidst tylko 3%, a w ostatnim nie
obserwowano réznic w poziomach pozostatosci w prébkach badanych i kontrolnych (Rys. 52).
Niewatpliwie waznym czynnikiem wptywajacym na przezywalnosci i aktywnos¢ bakterii i grzybéw
sg warunki pogodowe. W pierwszym terminie poboru probek w sadzie w Jézefowie nad Wista,
kiedy temperatura wynosita ok. 25°C (co sprzyjato wzrostowi mikroorganizméw) oraz nie
odnotowywano opadéw deszczu bezposrednio po aplikacji preparatu biologicznego nastepowata
szybsza degradacja niz w 2 i 3 terminie poboru prébek, kiedy temperatura wynosita ok. 15°C (Rys.
16). Zkolei w sadzie w Rzeszowie w pierwszym terminie poboru prébek stopien rozktadu
fluopyramu wyniést tylko 3%, co moze by¢ spowodowane opadem deszczu po zabiegu
i czeSciowym zmyciem zaaplikowanego preparatu (Rys. 18). Obserwowany w pdzniejszym
terminie niski stopien degradacji (7%), a w kolejnych brak degradacji potwierdza, ze
mikroorganizmdw po zmyciu byto na tyle mato (lub ich nie byto), ze degradacja fluopyramu nie
nastepowata. W literaturze brak jest danych dotyczacych rozktadu fluopyramu przez
mikroorganizmy w uprawach polowych.

Otrzymane wyniki mozna poréwnaé jedynie z poprzednimi badaniami dotyczacymi zanikania
fluopyramu w jabtkach, gdyz brak jest badan dotyczacych degradacji oraz kinetyki zanikania
pozostatosci w badanych owocach w warunkach polowych. Dla fluopyramu otrzymano czas
potowicznego zanikania wynoszacy 7,7 dnia (Podbielska i in. 2017). Otrzymane rdznice mozna
ttumaczy¢ warunkami pogodowymi w czasie trwania doswiadczen w latach 2017 i 2018, kiedy
temperatury powietrza byly o ok. 5°C nizsze niz w 2016 roku, co miato wptyw na szybkos¢
rozktadu badanej substancji.

Badania przeprowadzone przez Patela i in. (2016) na temat zachowania fluopyramu w cebuli
wykazato, ze czas potowicznego zanikania wynidst odpowiednio 8,85 i 9,12 dnia dla dawki
standardowej (75 g/ha) i podwdjnej (150 g/ha). W papryce chili Saha i in. (2016) wykazali okres
péttrwania odpowiednio 1,161 i 1,214 dnia dla dawki pojedynczej (100 g/ha) i podwdjnej
(200 g/ha). Dong i Hu (2014) wykazali, ze okres pottrwania po aplikacji fluopyramu w uprawie
arbuza wyniést 6,48-6,60 dni.
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Pozostatosci tebukonazolu po aplikacji preparatu chemicznego w sadzie w Jézefowie nad
Wistg, byly na poziomie 0,320+0,058 mg/kg, z kolei w sadzie w Rzeszowie wyniosty
0,397+0,110 mg/kg. Wyznaczone kinetyki zanikania opisano réwnaniami wyktadniczymi:
P.=0,2624e "% (R = 0,9202) i P, = 0,3363e " (R = 0,8374) odpowiednio w sadzie w Jézefowie
i Rzeszowie (Tab. 31 i 35, Rys. 45 i 53). Obliczono réwniez czas potowicznego zanikania
tebukonazolu, ktéry wynidst 11i 16,9 dnia.

Po aplikacji preparatu biologicznego Zumba Plant® na odmianie jabtoni Red Jonaprince
stopien rozktadu tebukonazolu wynidst 12%, natomiast w dwodch kolejnych terminach
pozostatosci byty na takim samym poziomie w prdobkach badanych jak i kontrolnych. W ostatnim
terminie poboru prébek stopien rozktadu wyniést 14% (Rys. 46). Degradacja tebukonazolu
przebiegata podobnie jak w przypadku fluopyramu, co potwierdza, ze warunki pogodowe majg
istotny wptyw na rozktad substancji czynnych pestycyddw przez mikroorganizmy. W odmianie
jabtoni Gala nie obserwowano rozktadu pozostatosci tebukonazolu po zastosowaniu preparatu
biologicznego (Rys. 54). Po czesciowym zmyciu mikroorganizmow tebukonazol mégt zadziataé
inhibujgco na mikroorganizmy, ktdre pozostaty na roslinie i nie wykazywaty one aktywnosci
w rozktadzie pozostatosci badanej substancji czynnej. Wang i in. (2018) podajg, ze po aplikacji
szczepu bakterii Serratia marcescens B1 na tebukonazol zastosowany w badaniach polowych
i szklarni w uprawie kapusty pekiiskiej, czasy potowicznego zanikania zostaty skrdocone
odpowiednio 0 15,93% i 23,09%. Dane te korelujg z wynikami degradacji otrzymanymi w odmianie
Red Jonaprince.

W badaniach przeprowadzonych w 2016 wyznaczony czas potowicznego zanikania
tebukonazolu wynidst 7,9 dnia (Podbielska i in. 2017). Podobne badanie przeprowadzili Patyal i in.
(2013), ktorzy podajg, ze wartosci okresu péttrwania w jabtkach wahaty sie miedzy 19,38-25,99
a 19,84-28,86 dni odpowiednio przy aplikacji w dawce 200 i 400 g substancji czynnej/ha. Patel i in.
(2016) podajg, ze okres potowicznego zaniku w cebuli wynosit 6,69-7,72 dnia, natomiast
Mohapatraiin. (2011) oraz Mohapatra (2014) wykazali czas potowicznego zanikania tebukonazolu
w tym warzywie 1,7 dnia i 6 dni. W badaniach przeprowadzonych przez Saha i in. (2016), po
zastosowaniu tebukonazolu w papryce chili w dawce pojedynczej (100 g/ha) i podwdjnej
(200 g/ha) czas potowicznego zanikania wynidst od 0,866 do 1,083 dnia. Rowniez Sahoo i in.
(2012) otrzymali w tej samej uprawie czas potowicznego zanikania wynoszacy 1 dziern. Mohapatra
(2015) podaje warto$¢ czasu potowicznego zanikania w mango 6 dni, w arbuzie 5,87-6,93 dni
(Dong i Hu 2014), w zenszeniu 4,49 dnia (Wang i in. 2015b), 0,9 dnia w pomidorze (Singh i Singh
2014), 2,8 dnia w truskawkach (Wang i in. 2015a) oraz 11,97 dnia w pieprzu (Fenoll 2009).
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Boskalid i pyraklostrobina

W przeprowadzonych badaniach laboratoryjnych oceny zywotnosci bakterii B. subtilis
w obecnosci boskalidu obserwowano ich przezywalnosé (Rys. 21). W testach MIC wobec bakterii
B. subtilis i grzyba S. cerevisiae nie obserwowano zahamowania wzrostu mikroorganizméw
w badanym zakresie stezen boskalidu 0,02-1000 pg/ml (Rys. 22b i 25b). W badaniach
laboratoryjnych rozktadu boskalidu przez bakterie B. subtilis, obserwowano niewielki stopien
degradacji wynoszacy 0,6-3,6% (Rys. 29a). W przypadku rozktadu przez grzyba T. harzianum
stopien degradacji byt w zakresie 79,6-82,5% (Rys. 32a), natomiast w badaniach degradacji
boskalidu przez mieszanine bakterii i grzybow stopien degradacji byt w zakresie 64,7%-66,8%
(Rys. 35a). Otrzymane wyniki rdwniez potwierdzajg inhibujgcy wptyw mikroorganizmow na siebie.
Wotejko i in. (2016) do degradacji boskalidu zastosowali efektywne mikroorganizmy: Lactobacillus
plantarum, L. casei, i Streptoccus lactis (bakterie kwasu mlekowego), Rhodopseudomonas
palustrus i Rhodobacter spaeroides (bakterie fotosyntetyczne), Saccharomyces cerevisiae
i Candida utilis Streptomyces albus i Streptomyces griseus (promieniowce) oraz Aspergillus oryzae,
Penicillium sp. i Mucor hiemalis (grzyby fermentujace). Badania przeprowadzono
w kontrolowanych warunkach laboratoryjnych, w fitotronach, na roslinach sataty. Po aplikacji
1% roztworu efektywnych mikroorganizmoéw boskalid ulegt rozktadowi o 57,1%, natomiast po
zastosowaniu 10% procentowego roztworu rozktad substancji czynnej byt na podobnym poziomie
wynoszgcym 60%. Po zastosowaniu mieszaniny 10% roztworu efektywnych mikroorganizmoéw
i drozdzy stwierdzono rozktad boskalidu o 45,4%.

Po ekspozycji bakterii B. subtilis na dziatanie pyraklostrobiny obserwowano niewielki spadek
absorbancji przy stezeniu substancji czynnej 5 pg/ml (Rys. 23a), co moze $wiadczyé o hamowaniu
wzrostu. Jednak w testach MBC nie obserwowano bdjczego wptywu stosowane] substancji na
szczepy bakterii (Rys. 24a). Z kolei w przypadku S. cerevisiae nie obserwowano hamowania
wzrostu przez pyraklostrobine (Rys. 25c). W przypadku rozktadu pyraklostrobiny przez B. subtilis
oznaczono stopien degradacji na poziomie ok. 4% (Rys. 29b). W badaniach degradacji
pyraklostrobiny przez T. harzianum w pigtym dniu trwania doswiadczenia nastgpit rozktad
substancji czynnej o 99% w stosunku do kontroli (Rys. 32b). W przypadku ekspozycji
pyraklostrobiny wobec mieszanej kultury bakterii i grzybdéw, stopien rozktadu byt w zakresie od
63,2% do 64,6% (Rys. 35b). Potwierdza to inhibujgcy wptyw bakterii i grzybow na siebie.
W badaniach przeprowadzonych przez Wotejko i in. (2016) stopien rozktadu pyraklostrobiny po
zastosowaniu 1% roztworu efektywnych mikroorganizméw na roslinach sataty wynidst 87,6%.
Tak samo jak w przypadku boskalidu, stosujgc 10% roztwdér mikroorganizmow nastgpito obnizenie

pozostatosci pyraklostrobiny o ok. 60%. Aplikacja mieszanin 1% i 10% roztworu mikroorganizméw
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z drozdzami obnizyta stezenie pyraklostrobiny odpowiednio o 67,58% i 81,3%. Z kolei Lopes i in.
(2010) podajg, ze po zastosowaniu bakterii Klebsiella sp. pyraklostrobina ulegta degradacji
0 31,7%.

Doswiadczenia polowe przeprowadzono z wykorzystaniem preparatu Bellis 38 WG
zawierajgcym w sktadzie boskalid — 252 g/kg i pyraklostrobine — 128 g/kg. Badania
przeprowadzono w 2016 roku w sadzie w Jézefowie nad Wistg na odmianie jabtoni Gloster oraz
w 2018 roku w sadzie w Rzeszowie na odmianie Boskoop. Fungicyd zastosowano w zalecanej
dawce 0,8 kg/ha. Bellis 38 WG jest $rodkiem grzybobdjczym o dziataniu systemicznym do
stosowania zapobiegawczego i interwencyjnego w ochronie jabtoni przeciwko gorzkiej zgniliznie
jabtek (Etykieta Bellis 38 WG).

Po zastosowaniu preparatu Bellis 38 WG poczatkowe pozostatosci boskalidu w jabtkach
pobranych w sadzie w Jézefowie nad Wistg wyniosty 0,238+0,166 mg/kg, natomiast w probkach
pobranych w sadzie w Rzeszowie 0,337+0,050 mg/kg (Tab. 27, 32). Kinetyke zanikania boskalidu
w jabtkach na odmianie Gloster opisano réwnaniem wyktadniczym P, = 0,2824e %% (R = 0,9323),
natomiast na odmianie Boskoop P, = 0,3814e % (R = 0,9809) (Rys. 37, 47). Obliczony czas
potowicznego zanikania w obydwu odmianach wynidst 9,7 dnia.

Bezposrednio po aplikacji preparatu biologicznego na odmianie Gloster stopien rozktadu
boskalidu wynidst 52%. W kolejnych terminach stopien rozktadu wynidst 42% i 13%, natomiast
w ostatnim dniu poboru prébek pozostatosci osiggnety niemal te samg warto$é, co w prébkach
kontrolnych (Rys. 38). Otrzymany wysoki stopien rozktadu wynika z warunkéw pogodowych.
W rozwoju grzybow antagonistycznych wazng role odgrywa temperatura, ktéra determinuje
aktywnosé grzyba. W czasie wykonywania zabiegu temperatura byta w zakresie 12-24°C, co
pozwolito na duze namnozenie mikroorganizmow i duzg ich aktywnos¢. Od 12 dnia temperatura
obnizyta sie do poziomu 2-13°C (Rys. 14). Podczas poboru prébek 14 dnia stwierdzono wysoki
stopien rozktadu boskalidu, prawdopodobnie zwigzany z tym, ze mikroorganizmow byto na tyle
duzo, ze nadal nastepowata jego degradacja. Zahamowanie degradacji widoczne byto w 18 dniu
poboru probek gdzie stopien rozktadu wynidst 13%, a w ostatnim terminie (21 dzien)
mikroorganizmy nie wykazywaty aktywnosci. W czasie trwania doswiadczenia odnotowano
niewielkie opady, ktére wptywaty na wilgotnos¢ powietrza sprzyjajacg wzrostowi grzybow.
W odmianie Boskoop w pierwszym terminie poboru prébek pozostatosci boskalidu ulegty
obnizeniu tylko o 6%. Z analizy warunkéw pogodowych wynika, ze po zabiegu preparatem
biologicznym odnotowano wysokg temperature ok. 30°C, w ktdrej zarodniki konidialne
Trichoderma spp., ze wzgledu na cienkie $ciany mogty obumiera¢ (Kosicka i in. 2014). Dodatkowo
przed poborem prébek wystgpity opady deszczu. Podobne warunki pogodowe i poczatkowy

stopien rozktadu odnotowano dla rozktadu fluopyramu w odmianie Red Jonaprince. W kolejnych
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terminach poboru prébek nie nastepowat rozktad boskalidu (w odniesieniu do kontroli),
prawdopodobnie spowodowany zmyciem mikroorganizméw z powierzchni owocéw po opadach
deszczu zaréwno 7 jak i 10 dnia trwania doswiadczenia (Rys. 17).

Poréwnujgc wyniki dotyczace czasu potowicznego zanikania boskalidu w jabtkach otrzymano
podobne wartosci do Piechowicza i in. (2016), ktérzy podajg, ze czas potowicznego zanikania tej
substancji w dojrzatych jabtkach wynosi 8 dni. Podobny wynik dla czasu potowicznego zanikania
boskalidu wynoszgcy 8 dni uzyskali Sadto i in. (2014) w malinach. Chen i Zhang (2010) podajg czas
potowicznego zanikania w zakresie 4,9-6,4 dni dla truskawek. W badaniach przeprowadzonych
przez Jankowska i in. (2016) czas potowiczego zanikania boskalidu w pomidorach odmiany Marissa
wyniést 2,8 dnia, natomiast w odmianie Herzfeuer 3 dni.

Po aplikacji preparatu chemicznego, poczatkowe pozostatosci pyraklostrobiny w jabtkach
wyniosty 0,126+0,0,075 mg/kg — odmiana Gloster i 0,142+0,055 mg/kg — odmiana Boskoop
i zanikaty zgodnie z réwnaniami wyktadniczymi: P, = 0,1176e %" (R = 0,9627) i P, = 0,1906e **"
(R =0,9715) odpowiednio w odmianie Gloster i Boskoop (Tab. 28, 33, Rys. 39 i 49). Obliczony czas
potowicznego zanikania pyraklostrobiny wynidst 11,5 i 7 dni (odmiana Gloster i Boskoop).

Po zabiegu preparatem Zumba Plant® na odmianie jabtoni Gloster pozostatosci
pyraklostrobiny byty nizsze o 41% w stosunku do prébek kontrolnych, w kolejnych dniach poboru
probek stopien rozktadu wyniost 24% i 37% (Rys. 40). W ostatnim terminie nie obserwowano
rozktadu badanej substancji czynnej. Podobnie jak w przypadku boskalidu, istotnym czynnikiem
wptywajgcym na taki rozktad byty warunki pogodowe. Po aplikacji preparatu Zumba Plant® na
odmianie Boskoop rozktad pyraklostrobiny nastepowat analogicznie jak boskalidu. W pierwszym
dniu pobierania probek stopien rozktadu wynidst 3%, natomiast w kolejnych dniach pozostatosci
byty na takim samym poziomie, co w probkach kontrolnych (Rys. 50). Uzyskane wyniki
potwierdzajg wptyw warunkéw pogodowych panujgcych w sadzie (temperatura i wystepowanie
opaddéw) na aktywnosci i rozktad substancji czynnych przez mikroorganizmy (Rys. 14 i 17).
W literaturze brak jest danych dotyczgcych rozktadu pyraklostrobiny przez mikroorganizmy
w uprawach polowych.

Badania przeprowadzone przez innych autoréw dotyczace zanikania pyraklostrobiny
w dojrzatych jabtkach wykazaty, ze czas potowicznego zanikania wyniést 8 dni (Piechowicz i in.
2016), natomiast w malinach 9 dni (Sadto i in. 2014), a w bananach od 5,25 do 9,90 dni (Yang i in.
2018). Badania wykazaty, ze pyraklostrobina zanika szybko w truskawkach — 1,69 dnia (Sun i in.
2015) oraz 3,7 dnia (Wang i in. 2015a) i 4,06 (Zhang i in. 2009a), a takze w roslinie kukurydzy 1,6-
1,7 dnia (Youiin. 2012). W orzeszkach ziemnych czas potowicznego zanikania tej substancji

wyniost 10,3-11,2 dnia (Zhang i in. 2012).
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Pentiopirad

W badaniach aktywnosci metabolicznej komdrek bakterii B. subtilis w obecnosci pentiopiradu
obserwowano przezywalnos$¢ komérek (Rys. 21). W testach MIC nie stwierdzono inhibicji wzrostu
bakterii B. subtilis i grzyba S. cerevisiae przez pentiopirad w zakresie stezern 0,02-1000 pg/ml.
(Rys. 22c i 25d). W badaniach degradacji pentiopiradu przez bakterie B. subtilis stopien rozktadu
substancji czynnej wyniost 9,6% (Rys. 30), natomiast przez szczepy T. harzianum 34,2-56,9%
(Rys. 33). Podobnie jak w przypadku pozostatych badanych substancji czynnych, po zastosowaniu
mieszaniny bakterii i grzybow stopien rozktadu pentiopiradu byt nizszy niz po zastosowaniu
szczepu grzyba pojedynczo i miesci sie w zakresie 23,7-29,1% (Rys. 36). W literaturze brak jest

danych dotyczacych degradacji pentiopiradu w warunkach laboratoryjnych.

Zabiegi preparatem Fontelis 200 SC w dawce 0,75 |/ha, zawierajgcej 200 g/l substancji
czynnej pentiopiradu przeprowadzono na odmianach jabtoni Gala — Jézeféw nad Wistg (2017 rok)
i Golden Delicious — Rzeszéw (2018 rok). Fontelis 200 SC jest preparatem o dziataniu
kontaktowym, wgtebnym i lokalnie uktadowym do stosowania zapobiegawczego Iub
interwencyjnego, w ochronie jabtoni przeciwko parchowi i maczniakowi jabtoni (Etykieta Fontelis
200 SC).

Poczatkowe stezenia pentiopiradu w jabtkach wynosity: w odmianie Gala 0,161+0,034 mg/kg,
a w odmianie Golden Delicious 0,421+0,046 mg/kg (Tab. 29, 36). Wptyw na takie réznice moze
miec takze temperatura. W sadzie w Jézefowie nad Wistg temperatury byty o ok. 5°C wyzsze, co
mogto wptynac na szybszy rozktad pentiopiradu i nizsze pozostatosci poczatkowe (Rys. 15 i 19).
Niemniej jednak w réwnaniach kinetycznych dla reakcji | rzedu poczatkowe stezenie nie wptywa
na czas potowicznego rozktadu. W obu odmianach jabtek wyznaczony czas potowicznego
zanikania dla pentiopiradu wynidst 8 dni. Przebieg zmian pozostatosci pentiopiradu opisano
réownaniami kinetycznymi: P, = 0,1922e%%® (R = 0,9650) i P, = 0,4531e®%" (R = 0,9814)
odpowiednio w odmianie Gala i Golden Delicious (Rys. 41 i 55).

Po zabiegu preparatem biologicznym rozktad pozostatosci pentiopiradu w owocach w obu
sadach przedstawiat sie podobnie. W pierwszych dwéch terminach poboru prébek nie
obserwowano degradacji pentiopiradu przez mikroorganizmy, natomiast 15 dnia doswiadczenia
nastgpit rozktad o ok. 20%, a w ostatnim dniu doswiadczenia pozostatosci ulegty rozktadowi o 14%
w odmianie Gala i 19 % w odmianie Golden Delicious (Rys. 42, 56). Warunki pogodowe panujgce
w trakcie trwania doswiadczenia (temperatura 10-27°C i brak opaddw po aplikacji) wptywaty na
aktywnosé mikroorganizméw i rozktad pentiopiradu (Rys. 15 i 19). Otrzymane wyniki korelujg
zdanymi otrzymanymi w laboratoryjnych badaniach degradacji przez mieszanine bakterii

i grzybow.
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Pentiopirad jest nowa substancja czynng wprowadzong na rynek w Polsce w 2015 roku
i w literaturze zaréwno polskiej jak i Swiatowej brak jest danych dotyczacych zanikania
pentiopiradu, jedynie baza PPDB podaje, ze w melonie czas poftowicznego zanikania wynosi
3,1dnia (PPDB). Brak jest réwniez danych dotyczacych degradacji pentiopiradu przez

mikroorganizmy w warunkach polowych.

Przeprowadzone badania polowe wskazujg, ze istotnym czynnikiem wptywajagcym na
mozliwo$é zastosowania mikroorganizméw w rozktadzie fungicydéw sg warunki pogodowe,
a w szczegdlnosci opady. W doswiadczeniach, w ktérych po aplikacji preparatu biologicznego
wystgpity opady deszczu, mikroorganizmy zostaty zmyte i nie obserwowano ich aktywnosci.
W sprzyjajacych warunkach pogodowych nastepowata degradacja substancji czynnych. Waznym
aspektem jest réwniez to, ze pomimo faktu, iz wszystkie stosowane fungicydy wykazywaty
dziatanie systemiczne, obserwowano degradacje badanych substancji czynnych w nich zawartych.
Wiekszego rozktadu mozna bytoby sie spodziewaé gdyby w badaniach przeprowadzanych

w warunkach polowych zastosowano srodki o dziataniu powierzchniowym (np. kaptan).

Przeprowadzone w niniejszej pracy doswiadczenia wskazujg, ze istnieje potrzeba kontynuacji
badan nad wptywem mikroorganizméw na degradacje pestycyddw, co mogtoby znacznie
rozszerzy¢ asortyment preparatdw biologicznych na rynku, a takze przyczyni¢ sie do poprawy

jakosci produkowanych owocéw.
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6. WNIOSKI

Najwiekszy stopien degradacji substancji czynnej przez bakterie B. subtilis w warunkach
laboratoryjnych stwierdzono dla fluopyramu (2%-10%), natomiast najnizszy dla tebukonazolu

(0,2%-0,5%).

Najwiekszy stopien degradacji substancji czynnej przez grzyb T. harzianum w warunkach
laboratoryjnych stwierdzono dla pyraklostrobiny (83,7%-99,4%), natomiast najnizszy dla
tebukonazolu (44,5%-49,2%).

Najwiekszy stopien degradacji substancji czynnej przez mieszang kulture bakterii B. subtilis
i grzyb T. harzianum w warunkach laboratoryjnych stwierdzono dla boskalidu (64,7%-66,8%),
natomiast najnizszy dla tebukonazolu (2,5%-23,3%). Wyniki te mogg $wiadczy¢ o inhibujgcym

oddziatywaniu bakterii na szczepy grzybow.

Najwiekszy wptyw na degradacje badanych substancji czynnych miat grzyb T. harzianum,

mniejszy mieszana kultura bakterii i grzybdw, natomiast najmniejszy bakterie B. subtilis.

Sposrdd wszystkich badanych substancji czynnych jedynie tebukonazol wykazywat dziatanie
inhibujgce zaréwno w stosunku do bakterii (stezenie 100 pg/ml) jak i grzybéw (500 pg/ml
i 1000 pg/ml).

Najwiekszy stopien degradacji przez bakterie B. subtilis i grzyba T. harzianum zawarte
w preparacie Zumba Plant® zastosowanym w warunkach polowych w uprawie jabtek
odmiany Gloster stwierdzono dla boskalidu (52%), natomiast najnizszy dla tebukonazolu

w odmianie Gala (0,5%).

Na degradacje fungicydow przez mikroorganizmy zawarte w preparacie Zumba Plant®

stosowanym w uprawach polowych duzy wptyw maja warunki pogodowe.

114



7. PODSUMOWANIE

Najwazniejszym celem rolnictwa jest produkcja bezpiecznej i wysokiej jakosci zywnosci. Wraz
z postepem technologii stuzgcych zwiekszaniu efektywnosci produkcji, rosng problemy zwigzane
ze stosowaniem w rolnictwie syntetycznych zwigzkéw chemicznych, w tym miedzy innymi ich
toksyczny wptyw na zdrowie cztowieka i sSrodowisko oraz rozwéj opornosci na patogeny roslin
i szkodniki. W celu zmniejszenia ryzyka zwigzanego ze stosowaniem pestycyddw, opracowano
dziatania promujgce wdrazanie integrowanych systeméw ochrony rodlin. Ich celem jest
odpowiednie wykorzystanie stosowanych srodkédw ochrony roslin ukierunkowane na faktyczne
wystepowanie zagrozen upraw. W 2014 wprowadzono Integrowang Ochrone Rodlin, w ktérej
metody biologiczne majg pierwszenstwo stosowania przed metodami chemicznymi. W pracy
podjeto ocene wptywu mikroorganizmdéw zawartych w preparacie biologicznym na degradacje

wybranych substancji czynnych chemicznych srodkéw ochrony roslin.

Celem podjetych badan byto ustalenie w warunkach laboratoryjnych (in vitro) stopnia
rozktadu substancji czynnych fungicydéw (fluopyramu, tebukonazolu, boskalidu, pyraklostrobiny
i pentiopiradu) przez szczepy bakterii Bacillus subtilis PCM 486 i grzyba Trichoderma harzianum
KKP 534, a takze przez mieszang kulture bakterii i grzybdw oraz okreslenie w warunkach polowych
(in vivo) czy stosowanie komercyjnego preparatu biologicznego Zumba Plant® zawierajgcego

szczepy bakterii i grzybéw wptywa na rozktad substancji czynnych fungicydéw w jabtkach.

W badaniach laboratoryjnych, oprécz wyznaczenia stopnia degradacji oceniono stezenia
inhibujgce/bdjcze badanych substancji czynnych dla bakterii B. subtilis i drozdzy referencyjnych
S. cerevisiae oraz zywotnos¢ komarek B. subtilis. Po ekspozycji bakterii, grzybow oraz mieszanej
kultury stosowanych organizméw wzgledem testowanych substancji czynnych pestycyddw,
najwiekszy stopien degradacji zanotowano dla pyraklostrobiny (99%) przez grzyb T. harzianum,

a najnizszy dla tebukonazolu przez B. subtilis (0,2-0,5%).

Badania polowe dotyczace degradacji substancji czynnych zawartych w preparatach
chemicznych Luna Experience 400 SC, Bellis 38 WG i Fontelis 200 SC przez komercyjnych preparat
Zumba Plant® przeprowadzono w trzyletnim cyklu badaid na 5 odmianach jabtoni. Najwiekszy
stopien degradacji stwierdzono dla boskalidu (52%) w uprawie jabtek odmiany Gloster, natomiast
najnizszy dla tebukonazolu w odmianie Gala (0,5%). Wyznaczono réwniez kinetyki zanikania

badanych substancji czynnych oraz okreslono czas potowicznego zanikania w jabtkach.
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8. SUMMARY

Production of safe foodstuffs of high quality is the most important aim of the agriculture.
With technological advancements targeting at increasing production effectiveness, problems
associated with the use of synthetic chemicals in the agriculture increase; including their toxic
influence on human health and the environment, and development of resistance to plant
pathogens and pests. To reduce risks related to the use of pesticides, actions promoting
implementation of integrated plant protection systems were developed. They aim at a correct use
of plant protection products, focusing on actual hazards to crops. In 2014, the Integrated Pest
Management was introduced, in which biological methods have priority over chemical ones. The
study evaluates the influence of micro-organisms used in biological preparation on degradation of

selected active substances of chemical plant protection products.

The aim of the research was to determine in the laboratory conditions (in vitro) a degree of
degradation of fungicide active substances (fluopyram, tebuconazole, boscalid, pyraclostrobin and
penthiopyrad) by strains of bacteria, Bacillus subtilis PCM 486, and fungus, Trichoderma
harzianum KKP 534, and by a mixed culture of bacteria and fungi, as well as to establish in field
conditions (in vivo) whether the use of a commercially available preparation Zumba Plant®
containing bacteria and fungi strains influences degradation of fungicide active substances in

apples.

Beside determining the degree of degradation, the laboratory studies also evaluated levels of
the studied active substances that were inhibiting/biocidal to B. subtilis and reference yeast,
S. cerevisiae, as well as viability of B. subtilis cells. Following exposure of bacteria, fungi, and the
mixed culture of used micro-organisms to tested pesticide active substances, the noted degree of
degradation was the highest (99%) for pyraclostrobin degraded by the fungus T. harzianum, and
the lowest (0.2-0.5%) for tebuconazole degraded by B. subtilis.

The field experiments concerning degradation of active substances used in chemical
preparations Luna Experience 400 SC, Bellis 38 WG and Fontelis 200 SC by the commercially
available formulation Zumba Plant® were conducted in five varieties of apple trees in a three-year
research cycle. The degree of degradation was the highest (52%) for boscalid in apples of the
Gloster variety, and the lowest (0.5%) for tebuconazole in the Gala variety. Furthermore,
dissipation kinetics and half-lives in apples were also established for the studied active

substances.
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9. WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

ADI akceptowalne dzienne pobranie (ang. Accetable Daily Intake);

ARfD ostra dawka referencyjna (ang. Acute Reference Dose);

BCF wspotczynnik biokoncentracji (ang. Bioconcentration Factor);

BO bulion odzywczy (ang. nutrient broth);

CTs biologiczny okres péttrwania (ang. half-life clearance time)

Detektor LEC detektor wychwytu elektronéw (ang. Electron Capture Detector);

Detektor MS detektor mas typu potréjny kwadrupol (ang. Triple Quadrupole Mass
Detector);

Detektor NP detektor azotowo-fosforowy (ang. Nitrogen Phosphorus Detector);

DMI inhibitory demetylacji (ang. Demethylation Inhibitors);

DTs czasu potowicznego zanikania (ang. dissipation half-life);

GC chromatografia gazowa (ang. Gas Chromatography);

GO granica oznaczalnosci (LOQ, ang. Limit of Quantification);

Kow (P) wspotczynnik podziatu oktanol-woda (ang. octanol-water partition
coefficient);

LDs, dawka $miertelna (ang. Lethal Dose);

MBC/MFC test okreslajgcy minimalne stezenie bdjcze dla mikroorganizméw (ang.

Minimum Bactericidal/Fungicidal Concentration);

MIC test oceny stopnia inhibicji wzrostu wobec mikroorganizmoéw

patogennych (ang. Minimum Inhibitory Concentration);

MRM monitorowanie reakcji wielokrotnych (ang. Multiple Reaction Monitoring);
ODgoo gestosé optyczna (ang. Optical Density) mierzona przy dtugosci fali 600 nm
PDB bulion glukozowo — ziemniaczany (ang. Potate Dextrose Broth)
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PGPR

Qol

RASFF

RFU

RSD

SD

SDHI

ti

TPP

grupa bakterii stymulujgcych wzrost roslin (ang. Plant Growth Promoting

Rhizobacteria);
zewnetrzne inhibitory chinonu (ang. Quinone Outside Inhibitors);

Krajowy System Wczesnego Ostrzegania o Niebezpiecznej Zywnosci (ang.

Rapid Alert System for Food and Feed);

wzgledna jednostka fluorescencji (ang. Relative Fluorescence Units);
wzgledne odchylenie standardowe (ang. Relative Standard Deviation);
odchylenie standardowe (ang. Standard Deviation);

inhibitory dehydrogenazy bursztynianowej (ang. Succinate Dehydrogenase

Inhibitors);
czas potowiczego zanikania (ang. dissipation half-life);

wzorzec wewnetrzny — fosforan(V) trifenylu (ang. Triphenyl Phosphate).
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