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Anthropopression of plant protection chemicals on fungal communities colonising
winter wheat rhizosphere

ABSTRACT. Two series of pot experiments were carried out in 2000-2001. The experiment was es-
tablished using the method of randomized blocks in 4 replications. The object of the experiment
was Elena cultivar winter wheat in the reproduction phase protected chemically with fungicides:
Amistar 250SC and Bravo 500SC and plant resistance stimulator: Bion SOWG with doses recom-
mended by the producers. Water-treated plants were the control combination. After 48 hours, 10
days and 20 days, the number of the population of rhizosphere colonising bacteria: Bacillus,

Azotobacter, Pseudomonas, Caz(POy), — hydrolysing bacteria and Actinom ycetales was analysed.
Species composition and the number of fungal colonies were also monitored. The aim of the study
was to determine changes occurring in bacterial and fungal populations colonising winter wheat
rhizosphere after the application of chemical protection agents. The number of Bacillus rhizobacte-
ria and the Caz(PO,), - hydrolysing bacteria colonising plant root system, 48 hours after spraying
with a plant resistance stimulator Bion SOWG was considerably lower than in the control combi-
nation. After 10 days, however, it was significantly higher than in the control combination. Bacte-
ria representing the genera of Pseudomonas and Azotobacter were not sensitive to the application
of chemical agents. The number of species of fungal populations colonising the rhizosphere of
chemically protected winter wheat was fewer than in the control combinations. Additionally,
chemical plant protection reduced the number of fungal populations representing the genera of
Fusarium and Trichoderma, especially in the initial periods of the observation.
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Ryzosfera, opisana po raz pierwszy przez Hiltnera w roku 1904, jest przyko-
rzeniowa strefa intensywnej aktywnosci mikrobiologicznej [Pai i in. 2001].
Drobnoustroje zasiedlajace ten mikroekosystem wyselekcjonowane sa pod
wplywem wydzielin korzeniowych, tworzac specyficzne zespoty drobnoustro-
jow, dostarczajace roslinom sktadnikow odzywczych [Plaskowska 1997]. Bakte-
rie z rodzaju Azotobacter sa grupa wolno zyjacych bakterii glebowych, ktore
wiaza azot atmosferyczny i wlaczaja go do obiegu w biosferze [Pozo 1 in. 2000].
Bakterie hydrolizujace fosforan tréjwapniowy udostegpniaja fosfor ro§linom.
Bakterie z rodzaju Pseudomonas, Bacillus zastluguja na uwage ze wzgledu na
produkcje substancji promujacych wzrost roslin oraz antybiotykdéw ograniczaja-
cych aktywnos¢ patogendow glebowych [Benizri i in. 1995; Siddiqui i in. 1999].
Dzigki swym wlasciwo$ciom moga by¢ wykorzystywane do ochrony roslin
przed chorobami [Saniewska, Orlikowski 1994; Walsh i in. 2001].

Aktywno$¢ drobnoustrojow ryzosferowych zalezy od bardzo wielu czynni-
kéw, migdzy innymi typu gleby, jej zasobno$¢, pH, wilgotnosci, a takze od ga-
tunku i wieku rosliny [Grayston i in. 1998]. Jednym z wazniejszych czynnikow
antropogenicznych ksztalttujacych sktad wydzieliny korzeniowe;j jest stosowanie
zabiegdw chemicznych $rodkami ochrony roslin. Modyfikacja ta pociaga za
sobg iloSciowe 1 jakoSciowe zmiany w zespolach drobnoustrojow glebowych
[Siddiqui iin. 1999; Pozo C. i in. 2000; Rodgers-Gray, Shaw 2001].

Preparat Bion 50 WG zawiera acibenzolan-S-metylowy, akumulujacy si¢
w komorkach rosliny [Cole 1999]. Zwiazek ten mozna uzna¢ za syntetyczny
elicytor, ktory po 7—10 dniach uruchamia genetyczny naturalny mechanizm
obronny rosliny jeszcze przed zetknigciem si¢ z patogenem. Fungicyd Amistar
250 SC (azoxystrobina) dziata w mitochondriach komorek grzybow, blokujac
mechanizm produkcji energii, czego wynikiem jest zatrzymanie rozwoju pato-
gena [Perez i in. 2002]. Fungicyd Bravo 500 SC (chlorotalonil), stosowany
z powodzeniem od kilku lat, zakldca przemiany energetyczne u grzybow [Sigler,
Turco 2002]. Celem przeprowadzonych badan byto okreslenie zmian zachodza-
cych w populacjach bakterii i grzybow zasiedlajacych ryzosferg pszenicy ozimej
pod wptywem fungicydéw Bravo 500SC, Amistar 250SC oraz stymulatora od-
pornosci roslin Bion SO0WG.

METODY

W latach 2000-2001 przeprowadzono dwie serie do§wiadczen wazonowych.
Eksperyment zatozono w uktadzie catkowicie losowym w wazonach o srednicy
30 cm w czterech powtorzeniach. Przedmiotem badan byta pszenica ozima od-
miany Elena. Pod koniec krzewienia wykonano opryskiwanie §rodkami ochrony
roslin w dawkach zalecanych przez producentéw. Zastosowano fungicydy Ami-
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star 250SC 1 Bravo 500SC oraz stymulator odpornosci ro$lin Bion SOWG. Kon-
trolg stanowity rosliny opryskiwane woda.

Do analizy mikrobiologicznej pobierano korzenie z bryta gleby 48 godzin,
10 dni 1 20 dni po zabiegu ochronnym. Badania mikrobiologiczne ryzosfery
przeprowadzono zgodnie z metodyka opracowana przez Martyniuka i in. [1991].
Z kazdej kombinacji wycinano pol0 graméw korzeni wraz z przylegajaca do
nich gleba (ryzosfera). Proby umieszczono w kolbach wypelionych 90 ml ste-
rylnej wody. Kolby wytrzasano przez 30 minut w wytrzasarce stolowej typ
358 S. Otrzymana zawiesina stanowita pierwsze rozcienczenie glebowe. Kolejne
rozcienczenia otrzymano, przenoszac | cm’ roztworu glebowego do probdwek
z9 cm’ sterylnej wody. Odpowiednie rozcienczenia roztworu glebowego nano-
szono po 0,1 cm’ na ptytke Petriego i zalewano pozywkami ochlodzonymi
do 40°C.

Zastosowano nastepujace podtoza [Martyniuk i in. 1991]: podtoze Martina do
izolacji grzybow, podtoze agarowe bez azotu, do izolacji bakterii z rodzaju
Azotobacter , agar odzywczy do izolacji bakterii z rodzaju Bacillus, podtoze do
izolacji bakterii hydrolizujacych Cas3(PO4): przygotowane wedtug wskazowek
Pikowskiej, podtoze Williamsa-Daviesa do izolacji promieniowcow, podtoze
King B do izolacji bakterii z rodzaju Pseudomonas [Martyniuk iin. 1991]. Wy-
rastajace kolonie liczono kilkakrotnie do momentu ustalenia si¢ ich liczby na ptyt-
kach Petriego. Dane, po przeliczeniuna liczbe jednostek tworzacych kolonie (jtk)
w 1 gramie §wiezej masy gleby, poddano analizie wariancji (ANOVA). Dodat-
kowo z plytek odszczepiono na skosy agarowe kolonie grzybow strzgpkowych.
Skosy inkubowano w ciemnos$ci. Wyrastajace kolonie grzybdéw oznaczono, wyko-
rzystujac dostepne klucze i monografie przy uzyciu mikroskopu swietlnego.

WYNIKI

W przeprowadzonych badaniach bakterie z rodzaju Pseudomonas pojawiaty
si¢ licznie, w jednym gramie §wiezej masy gleby stanowity od 61 do 325 x 10’
komorek bakteryjnych (ryc. 1). W 48 godzin po wykonaniu zabiegu ochronnego
stymulatorem odpornosci roslin Bion SOWG liczebnos$¢ populacji bakterii z
rodzaju Pseudomonas ulegta znacznej redukcji. Obserwowana réznica migdzy ta
kombinacja a kontrolna byta statystycznie istotna. P6zniejsze terminy obserwacji
potwierdzity doniesienia o malej wrazliwo$ci bakterii z rodzaju Pseudomonas na
fungicydy [Thirup i in. 2001].

Bakterie z rodzaju Bacillus wystapity dos¢ licznie, w jednym gramie §wiezej
masy gleby stwierdzono od 19,8 do 36,4 x 10* jednostek tworzacych kolonie
(ryc. 1). W ryzosferze roslin po 48 godzinach od zabiegu ochronnego stymulato-
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Rycina 1. Drobnoustroje uzyskane z ryzosfery pszenicy ozimej chronionej
i niechronionej chemicznie
Figure 1. Microorganisms colonising rhizosphere of winter wheat protected and unprotected
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rem odpornos$ci roslin Bion 50WG odnotowano matematycznie istotnie mnigj
komorek bakteryjnych niz w kontroli. Po 10 dniach od opryskiwania roslin tym
preparatem bakterie z rodzaju Bacillus rozwijaty si¢ bardzo intensywnie, ich
liczebnos$¢ przewyzszata o ponad 60% liczebnos$¢ populacji bakterii w kombina-
cjach kontrolnych. Kierunek oddziatywania fungicydu Amistar 250SC byt po-
dobny, jednak zdecydowanie stabszy i statystycznie nieistotny. Po 20 dniach od
zabiegu liczebno$¢ populacji bakterii z rodzaju Bacillus wracata do poziomu
kontroli.
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Rycina 2. Drobnoustroje uzyskane z ryzosfery chronionej fungicydem Bravo 500SC
i niechronionej (% kontroli)
Figure 2. Microorganisms colonizing rhizosphere of winter wheat protected of fungicide Bravo
500SC and unprotected (% control)

Wisrdd ryzobakterii dominujaca pozycje zajmuja bakterie z rzedu Actinom y-
cetales. W jednym gramie $wiezej masy gleby stwierdzono od 8,5 do 151,5 x 10’
komorek bakteryjnych nalezacych do tego rzgdu (ryc. 1). W zasadzie nie odno-
towano statystycznie istotnych réznic migdzy liczebnoscia populacji promie-
niowcOw w kombinacjach chronionych chemicznie i niechronionych. Jedynie
w trzecim terminie obserwacji stymulator odpornosci roslin Bion S0WG stymu-
lowat rozw¢j bakterii. W tej kombinacji liczebnos¢ populacji bakterii byta pra-
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wie czterokrotnie wigksza niz w kombinacji kontrolnej. Potwierdzito to
doniesienia Thirupa i in. [2001] o stymulacyjnym dzialaniu niektorych srodkow
ochrony roslin na te mikroorganizmy.

Bakterie z rodzaju Azotobacter okazaty si¢ malo wrazliwe na zmiany
w sktadzie wydzielin korzeniowych zachodzace pod wpltywem $rodkéw ochrony
ro$lin (ryc. 1). Liczebno$¢ tych bakterii rosta wraz z wiekiem ros$liny i byta na
poziomie kontroli.

W ryzosferze pszenicy ozimej chronionej fungicydem Amistar 250SC po 10
dniach od zabiegu ochronnego bakterie hydrolizujace fosforan tréjwapniowy
rozwijaly si¢ zdecydowanie gorzej niz w kombinacjach kontrolnych (ryc. 1).
Kierunek oddziatywania preparatu Bion 50 WG okazat si¢ przeciwny i stabszy,
dopiero po dwudziestu dniach od zabiegu sita oddziatywania tego preparatu
dorownywata sile oddziatywania fungicydu Amistar 250SC.

Podobnie jak w badaniach wcze$niejszych [Thriup i in. 2001] po dziesigciu
dniach od zabiegu ochronnego zbiorowisko grzybdéw bylo liczniejsze niz
w kombinacji kontrolnej (ryc. 1). Po 20 dniach liczebno$¢ tego zbiorowiska
wracala do poziomu kontroli w przypadku Bionu SOWG lub ulegata redukcji
w przypadku fungicydu Amistar 250SC.

Redukujaca sita oddziatywania fungicydu Bravo 500SC byta duza w sto-
sunku do bakterii z rodzaju Bacillus 1 grzybow oraz niewielka w stosunku do
bakterii z rodzaju Pseudomonas 1 z rzedu Actinomycetales (ryc. 2). Bakterie z
rodzaju Azotobacter orazhydrolizujace fosforan trojwapniowy byly niewrazliwe
na stosowany fungicyd.

Zbiorowisko strzgpkowych grzybow ryzosferowych okazato sig¢ urozmaicone
1 dos¢ liczne (tab. 1). Lacznie uzyskano 296 kolonii grzybéw nalezacych do 43
rodzajow i1 gatunkdéw oraz grzyby drozdzopodobne i niezarodnikujace. Gatun-
kami dominujacymi byty grzyby z rodzaju Trichoderma , w literaturze opisy-
wane jako antagonisci patogenow ro$lin [El-Kazzaz i in. 2002]. W przedstawio-
nych badaniach stanowity one 27,4% og6tu kolonii. W ryzosferze pszenicy ozi-
mej chronionej fungicydami Amistar 250SC, Bravo 500SC oraz stymulatorem
odpornosci roslin Bion SOWG, gatunki te pojawiaty si¢ rzadziej niz w kombina-
cjach kontrolnych. Tendencja ta utrzymywata si¢ przez caty okres obserwacji
w przypadku preparatu Bravo 500SC.

Na uwagg zastugiwaly rowniez gatunki z rodzaju Fusarium , w literaturze
uznawane za gatunki patogeniczne dla roslin [Plaskowska 1997]. Stanowity one
10,1% ogoétu uzyskanych kolonii. Najczgsciej uzyskiwanymi gatunkami byty
F. oxysporum, F. solani oraz F. avenaceum. Opryskiwanie ro$lin fungicydem
Amistar 250SC doprowadzito do ograniczenia liczby wyosobnien. Zjawisko to
obserwowano w drugim terminie obserwacji (tab. 1)
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W badaniach wszystkie testowane srodki ochrony roslin, zwtaszcza w dwoch
pierwszych terminach obserwacji, prowadzily do ograniczenia liczby gatunkow
strzgpkowych grzybow zasiedlajacych ryzosferg pszenicy ozimej. Dane te po-
twierdzily wczes$niejsze doniesienia o ujemnym wptywie chemizacji rolnictwa
na bior6znorodnosc¢ drobnoustrojow zasiedlajacych glebe [Paiiin. 2001].

WNIOSKI

1. Ryzobakterie z rodzaju Pseudomonas 1 Azotobacter okazaly si¢ niewraz-
liwe na zastosowane §rodki ochrony roslin

2. Bakterie hydrolizujace fosforan trojwapniowy rozwijaty si¢ zdecydowanie
gorzej w ryzosferze pszenicy ozimej chronionej fungicydem Amistar 250SC.

3. Grzyby z rodzaju Trichoderma i Fusarium pojawialy si¢ rzadziej w zbio-
rowiskach grzybow ryzosferowych pszenicy ozimej chronionej chemicznie niz
W uprawie pszenicy nie chronione;.
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