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The effect of Attribut 70 WG herbicyde on physiological activity of se-
lected entomophagous fungi

Summary

In vitro examination has been carried out to determine the influence of so-
dium propoxycarbazone, an active ingredient of Attribut 70 WG herbicyde, in
a dose of 1,10,100 and 1000 ppm on the growth, sporulation, respiration and
lipolytic and proteolytic activities of Beauveha brongniartii (Sacc.) Fetch and
Metarrhizium fJavoviride Gams et Rozsypol mycelia. A specific response of each
strain to the contact with the tested herbicyde was found. Higher concentra-
tions of Attribut 70 WG (100 and 1000 ppm) stimulated M. flavoviride
sporulation, whereas they significantly reduced the reproductive potentials of
B. brongniartii. However, the contact of B. brongniartii with higher doses of
Attribut 70 WG had an effect on significant increase of lipolytic and proteolytic
activities of that entomophage. Such a response is very indicated for soil eco-
system, as it may be employed in biological plant protection in which
B. brongniartii is a very valuable fungi species that produces epizootics of nu-
merous plant pest insects.
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1.Wstep

Grzyby entomofagiczne naleza do wyjgtkowo cennych w kazdej biocenozie
gleby, poniewaz w sposéb naturalny redukujg populacje wielu szkodnikéw roslin
uprawnych. Badania wptywu herbicydéw na grzyby entomofagiczne sg nieliczne,
mimo ze zuzycie tych srodkéw wzrasta z roku na rok, a do gleby wprowadzane
sg coraz to nowe zwigzki o wysokiej aktywnosci biologicznej w stosunku do
zyjacej tam mikroflory. Wyniki dotychczasowych doswiadczen, prowadzonych
zarobwno w warunkach laboratoryjnych jak i wazonowych, wskazujg jednak na
mozliwosci ograniczania rozwoju grzybéw entomofagicznych przez preparaty
ochrony roslin (1,2). Dodatkowo stwierdzono, ze fungistatyczne dziatanie pesty-
cydow wywotuje zmiany w strukturze i barwie kolonii entomofagow (3-5).
W znacznie mniejszym zakresie poznano natomiast reakcje fizjologiczne, w tym
aktywno$¢ hydrolityczng mikroorganizméw entomofagicznych w obecnosci
srodkéw chwastobdjczych.

Celem pracy byto okreslenie wptywu propoksykarbazonu sodowego - s.a. her-
bicydu Attribut 70 WG nie tylko na wzrost liniowy i zarodnikowanie, ale takze na
witasciwosci proteolityczne, lipolityczne oraz intensywnos$¢ oddychania szczepow
dwoch gatunkoéw grzybéw entomofagicznych: Beauveria brongniartii i Metarrhizium
JJavoviride. Do tej pory nie prowadzono bowiem zadnych badan dotyczacych od-
dziatywania propoksykarbazonu sodowego, na drobnoustroje glebowe oraz ich
wihasciwosci, podczas gdy zakres stosowania tego herbicydu jest coraz powszech-
niejszy i obejmuje ciagle nowe rosliny uprawne (6,7).

2. Materiat i metody

w badaniach wykorzystano szczepy grzybéw entomofagicznych: Beauveria
brongniartii (Sacc. ) Fetch i Metarrhizium flavoviride Gams et Rozsypol., wyizolo-
wane z zainfekowanych owaddéw. Patogenicznos¢ badanych szczepdw wymienio-
nych gatunkéw grzybow sprawdzono na larwach barciaka wiekszego (Galleria
mellonella L.).

Jako materiat wykorzystano takze Attribut 70 WG - nowy herbicyd o dziataniu
uktadowym, stosowany przeciw chwastom jednolisciennym, w uprawach pszenicy,
w dawce 60 g/ha. Preparat otrzymano z firmy Bayer Crop Science.

Oddzialywanie fungistatyczne i fungicydalne Attributu 70 WG oceniono na
podstawie okreslenia wptywu réznych dawek (1; 10; 100 oraz 1000 ppm) propok-
sykarbazonu sodowego, na aktywnos$¢ fizjologiczng B. brongniartii i M. flavoviride.
Sposréd testowanych stezeh dawka zblizong do zalecanej w praktyce jest
100 ppm.
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2.1. Badanie wptywu propoksykarbazonu sodowego na wzrost i zarodnikowa-
nie grzybni

Do standardowego podtoza PDA dodano s.a. Attributu 70 WG w stezeniach od-
powiednio: 1; 10; 100 i 1000 ppm i rozlano do szalek Petriego. W centrum kazdej
z nich umieszczano inokulum grzybni B. brongniartii i M. flavoviride. Kazdg kombina-
cje wykonano w 5 powtérzeniach. Kontrole (0 ppm) stanowit rozwdéj grzybni na
podiozu PDA bez herbicydu. W wynikach oceniono koricowy rozwdj kolonii grzybni
po 21 dniach inkubacji w testowanych dawkach herbicydu, jako parametry charakte-
ryzujace rozwoj grzybni przyjeto srednig Srednice wzrostu liniowego oraz Srednig
sporulacje (8).

2.2. Badanie wptywu propoksykarbazonu sodowego na intensywno$¢ oddycha-
nia grzybni

Badania intensywnosci oddychania grzybni szczepdw B. brongniartii i M. flavoviride
przeprowadzono wykorzystujgc 21-dniowe Kkultury inkubowane na podiozu PDA
z dodatkiem s.a. Attributu 70 WG. Pomiary oddychania wykonano za pomocg anali-
zatora CO2 Ultragas U4S firmy Wosthoff. Z kazdej, wymienionej kombinacji wycina-
no krazki grzybni o masie | g, ktére umieszczano w kolumnach pomiarowych ana-
lizatora. Wydzielanie dwutlenku wegla rejestrowano w sposéb ciagty przez 3 go-
dziny. Nastepnie mierzono wielko$¢ pikéw krzywej CO2 oraz, wedlug skali
umieszczonej w rejestratorze, przeliczono diugos¢ pikdw na mg Co=/dobe/ 100 g
grzybni.

2.3. Badanie wptywu propoksykarbazonu sodowego na wiasciwosci hydroli-
tyczne grzybow

Wiasciwosci lipolityczne B. brongniartii i M. flavoviride w obecnosci herbicydu At-
tribut 70 WG, badano na podstawie hydrolizy tributyryny w pozywce standardowej
sporzadzonej wg Burbianki i in. (9), a wlkasciwosci proteolityczne tych grzybdéw oce-
niono na podstawie hydrolizy odtluszczonego mleka w pozywce standardowej spo-
rzadzonej wg Kedzi i Koniar (10).

Wzrost liniowy oraz $rednice hydrolizy ttuszczu i biatka odczytywano co 3 dni,
przez 16 dni. Na podstawie tych wynikéw, po 16. dniach inkubacji obliczono indeks
hydrolizy tluszczu i kazeiny wg Ho i Fostera (11).

Wyniki opracowano statystycznie przy zastosowaniu analizy wariancji 1-czynni-
kowej, potprzedziaty ufnosci wyliczono przy zastosowaniu testu Newmana-Keulsa,
przy poziomie istotnosci 0,05. Wyniki nie réznigce sie statystycznie oznaczono na
rysunkach takimi samymi literami.
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3. Wyniki i dyskusja

Stwierdzone w badaniach fakty dowodza, ze wrazliwos¢ B. brongniartii
i M. flavoviride na s.a. Attributu 70 WG jest r6zna i przejawiac¢ sie moze w specyficz-
nej modyfikacji wielu czynnosci metabolicznych tych grzybéw. Charakter rozwoju
B. brongniartii (w wielu punktach poditoza) nie pozwolit na jednoznaczne okreslenie
wzrostu liniowego. W badaniach wykazano natomiast, ze stezenia propoksykarba-
zonu sodowego 1; 10 i 100 ppm stymuluja wzrost liniowy grzybni M. flavoviride
0 ponad 10%, w poréwnaniu z kombinacjg kontrolna. Nieznaczne (5%) ograniczenie
rozwoju kolonii M. flavoviride stwierdzono jedynie podczas hodowli tego gatunku
na podiozu wzbogaconym 1000 ppm s.a. Attributu 70 WG.

W warunkach in vitro, wykazano, ze liczba zarodnikéw wytwarzanych zaréwno
przez B. brongniartii jak i M. flavoviride zmieniata sie pod wplywem zréznicowanych
dawek Attributu 70 WG. W odniesieniu do B. brongniartii stwierdzono, ze zarodni-
kowanie tego gatunku jedynie w kombinacji ze stezeniem Ippm Attributu 70 WG,
jest identyczne jak w kombinacji kontrolnej. Udowodniono natomiast, ze wyzsze
stezenia s.a. tego herbicydu, powodujg istotne ograniczenie mozliwosci reproduk-
cyjnych B. brongniartii w poréwnaniu z kontrolg (rys. 1).

14
N2
P10

0 ppm Ippm 10 ppm 100 ppm 1000 ppm

Stezenie Attributu 70 WG

Rys. 1. Wplyw zréznicowanych dawek propoksykarabazonu sodowego - s.a. Attributu 70 WG na
zarodnikowanie grzybni Beauveria brongniarii.
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Gatunek M. fJavoviride na kontakt z Attributem 70WG reagowat wprost przeciw-
nie. Stwierdzono bowiem wysoce istotng stymulacje sporulacji tego entomofaga
w kontakcie ze stezeniami 100 i 1000 ppm s.a. Attributu, w poréwnaniu z kombina-
cjg kontrolng (rys. 2). Reakcja taka moze wynika¢ z maksymalnej reprodukcji, ktérg
preferujg organizmy w warunkach stresowych, o czym w odniesieniu do innych
grzybéw nadmieniali juz Lilly i Barnett (12). Taka modyfikacja rozwoju $wiadczy¢
moze jednoczes$nie o duzej odpornosci M. flavoviride na propoksykarbendazon so-
dowy.

W doswiadczeniu in vitro wykazano zréznicowanie intensywnosci oddychania
poréwnywanych szczepdw B. brongniartii i M. fJavoviride w efekcie ich kontaktu z At-
tributem 70 WG. Stwierdzono, ze w warunkach kontrolnych B. brongniartii wydziela
okoto 22" wiecej CO2 niz M. fJavoviride. Natomiast obecnos¢ herbicydu w stezeniach
1;10 i 1000 ppm spowodowata zwiekszenie intensywnosci oddychania grzybni obu
szczepOw od ok. 20 do 80% w poréwnaniu z kombinacjg kontrolng (rys. 3). W odnie-
sieniu do B. brongniartii wzrost wydzielania CO2 na poditozu z propoksykarbazonem
sodowym byt wiekszy niz w przypadku M. fJavoviride. jedynie na podtozu z herbicy-
dem w stezeniu 100 ppm szczepy M. fJavoviride i B. brongniartii charakteryzowaty sie
zmniejszong o okoto 30% intensywnoscig oddychania. Podobne wyniki, zwigzane

250

o 200

150

100

50

0 ppm 1 ppm 10 ppm 100 ppm 1000 ppm

Stezenie Attributu 70 WG

Rys. 2. Wpltyw zréznicowanych dawek propoksykarabazonu sodowego - s.a. Attributu 70 WG na
zarodnikowanie Metarrhizium fJavoviride.

BIOTECHNOLOGIA 1 (64) 201-209 2004 205



Kinga Mazurkiewicz-Zapaiowicz i inni

z obnizeniem wydzielania dwutlenku wegla, uzyskano w efekcie oddziatywania r6z-
nych stezen oxadiagrylu (s.a. preparatu EXP 400 S.C.) na inne gatunki grzybow -
Trichocladium asperum i Trichoderma viride (13). Uzyskana w badaniach stymulacja od-
dychania M.flavoviride w kombinacji z 1000 ppm s.a. Attributu 70 WG, zwigzana jest
z maksymalng liczbg zarodnikéw tworzonych przez szczep tego grzyba. Takie zalez-
nosci w fizjologii grzybow potwierdzajg Lilly i Barnett (12), a otrzymane wyniki po-
zwalaja przypuszczac, ze takze szereg innych substancji chemicznych znajdujgcych
sie w glebie moze wzmaga¢ procesy metaboliczne mikroorganizmow.

W badaniach wykazano, ze zaréwno B. brongniartii jak i M. flavoviride w warun-
kach kontrolnych majag silniejsze wtasciwosci lipolityczne anizeli proteolityczne,
0 czym Swiadczy wiekszy indeks hydrolizy ttuszczu niz biatka, jednoczesnie udo-
wodniono, ze kombinacja kontrolna M. flavoviride charakteryzuje sie wiekszg aktyw-
noscig lipolityczna i proteolityczna anizeli B. brongniartii (rys. 4 i 5). Wkasciwosci hy-
drolityczne testowanych grzybow entomofagicznych modyfikuje jednak kontakt
z Attributem 70 WG. Stwierdzono bowiem, ze M. flavoviride nie zmienia istotnie in-
tensywnosci rozktadu tluszczu jedynie w kontakcie ze stezeniami | i 10 ppm s.a,
tego herbicydu, podczas gdy dziatanie 100 i 1000 ppm s.a. Attributu juz istotnie ha-

200

160

120

80

40

0 ppm 1 ppm 10 ppm 100 ppm 1000 ppm
Stezenie Attributu 70 WG

Rys. 3. Wptyw zréznicowanych dawek propoksykarabazonu sodowego - s.a. Attributu 70 WG na
intensywno$¢ oddychania w odniesieniu do kontroli [100%).
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muje rozkiad lipidow przez M. flavoviride, w poréwnaniu z kombinacjg kontrolg
i nizszymi stezeniami propoksykarbazonu sodowego (rys. 4). Podobny wplyw ha-
mujacy hydrolize tluszczu przez Rhizoctonia solani wykazat herbicyd Titus 25 DF
(14). Ograniczenie tych wiasciwosci u M. flavoviride ma istotne znaczenie, ze wzgle-
du na charakter patogenezy wywotanej przez ten gatunek na zakazonych stawono-
gach (15). Patogeneza i rozwdéj zooksemii mozliwy jest jedynie po skutecznej infek-
cji i wniknieciu strzepek grzybni do ciata owada, co gwarantujg enzymy hydrolitycz-
ne rozpuszczajgce ztozong strukture oskdrka (16). Z tych samych powodoéw cenna
jest, jak sie wydaje, stymulacja wkasciwosci lipolitycznych B. brongniartii w stezeniu
100 ppm s.a. Attributu 70 WG, w poréwnaniu z kombinacja kontrolg i pozostatymi
stezeniami preparatu (rys. 4). Fakt ten jest szczegolnie istotny, poniewaz stezenie
100 ppm odpowiada dawkom polowym zalecanym przez producenta. Dowodzi to
jednoczesnie minimalnego, negatywnego wplywu zalecanych dawek herbicydu na
tego waznego w ekosystemie entomofaga.

Obecnos¢ Attributu 70 WG w stezeniach s.a. od 10 ppm w podiozu, stymuluje
takze aktywnos$¢ proteolityczng B. brongniartii, podczas gdy te same stezenia pro-
poksykarbazonu sodowego istotnie hamujg rozkiad biatka przez M. flavoviride,
w poréwnaniu z kombinacjg kontrolng (rys. 5).

0 ppm 1 ppm 10 ppm 100 ppm 1000 ppm
Stezenie Attributu 70 WG

Rys. 4. Wptyw zréznicowanych dawek propoksykarabazonu sodowego - s.a. Attributu 70 WG na
wihasciwosci lipolityczne Beauveria brongniartii i Metarrhizium flavoviride.
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Uzyskane wyniki dowodzg, ze M. flavoviride ]est bardziej wrazliwy na obecnos¢
wyzszych dawek propoksykarbazonu sodowego anizeli B. brongniartii, co wyraza sie
modyfikacjg wielu parametréw fizjologicznych tego grzyba, Swiadczacych o ograni-
czeniu jego aktywnosci biologicznej. Ciekawa i godna dalszych, interdyscyplinar-
nych badan jest stymulacja wlasciwosci hydrolitycznych B. brongniartii przez Attri-
but 70 WG. Wplyw taki moze wzmacnia¢ naturalny opér Srodowiska i stanowic
istotny, dynamiczny element w biologicznej ochronie ros$lin przed szkodnikami.
W uzyskanych wynikach po raz kolejny potwierdza sig, ze doglebowa aplikacja her-
bicydéw wywotuje czesto trudne do przewidzenia reakcje drobnoustrojéw, co
w duzym stopniu zmieniaé moze zycie gleby. Istotne jest aby te zmiany wszech-
stronnie poznawaé, co umozliwi wykorzystanie niektérych z nich w biologicznej
ochronie roslin.

0 ppm 1 ppm 10 ppm 100 ppm 1000 ppm

Stezenie Attributu 70 WG

Rys. 5. Wplyw zréznicowanych dawek propoksykarabazonu sodowego - s.a. Attributu 70 WG na
wiasciwosci proteolityczne Beauveria brongniartii i Metarrhizium flavoviride.
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