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Filtry piaskowe jako element zintegrowanej ochrony materialu rozmnozeniowego
w szkoltkach lesnych
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Abstract. Slow Sand Filters (SSF) are a biological method used to protect nursery plants, from pathogen infections
which can cause serious diseases in many forest tree species. Thanks to SSF application the number of phytopathogens
in nurseries can be significantly reduced, as demonstrated by many field and greenhouse experiments (e.g. in Polish
nurseries, and for horticultural crops in Germany and The Netherlands).

In this study, the effect of pollution from fertilizers and fungicides used in agriculture (e.g. PCNB) on the efficiency
of SSFs was assessed. A quantitative analysis was performed of the copiotrophic and oligotrophic bacterial
composition colonizing SSF biofilms. The efficiency with which selected Oomycete strains belonging to the genus
Phytophthora (P. alni, P. cactorum, P. plurivora) were removed from water was determined based on genetic material
(DNA of the organisms) found in the SSF filtrate. Specific primers and TagMan probes (qPCR) appeared to be the most
sensitive molecular methods. Moreover, the microbiological analysis of SSF biofilm performed with selective media
allowed the growth of copiothrophic and oligothrophic bacteria to be estimated. The influence of fungicide (PCNB)
and N-fertilizer on the number of bacteria in each biofilm was also evaluated.

The pollution of water with fertilizer (being used for plant irrigation) was demonstrated to reduce the efficiency of
filtration more than fungicide addition (the amount of DNA from those investigated pathogens in the water decreased
with time). The amount of bacteria in SSF biofilm readily increased after application of N-fertilizer in contrast to
fungicide (PCNB) addition.
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1. Wstep

Pobieranie wody z naturalnych ujeé¢ wod powierz-
chniowych (ciekow wodnych) i jej wykorzystywanie do
podlewania roslin szkotkarskich stanowi ryzyko roz-
przestrzeniania si¢ fitopatogenéw oraz rozwoju wielu
chorob roslin (Runia 1995; Wohanka 1995; Ehret et al.
2001). Do nawadniania szkotek lesnych wykorzystuje
si¢ najczeSciej wodg pobierang z pobliskich jezior i
stawow. Czgesto takie ujecia potozone sa w zlewni oko-

licznych terendw wykorzystywanych rolniczo i dlatego
w wigkszosci sa skazone fitopatogenami oraz srodkami
pochodzenia rolniczego (nawozy mineralne, srodki och-
rony roslin). Nieprawidlowe lub nadmierne stosowanie
chemicznych $rodkow ochrony roslin niesie ze soba
liczne niebezpieczenstwa, m.in. wywiera presj¢ na $ro-
dowisko naturalne (pozostatos¢ srodkoéw ochrony ros-
lin), ogranicza bioréznorodno$¢ i powoduje pojawienie
si¢ organizmow szkodliwych dla roslin odpornych na ich
dziatanie.
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Powolne filtry piaskowe z btong biologiczna (bio-
filmem) majq na celu eliminacj¢ patogendéw z wody
(Kubiak, Oszako 2011), m.in. lggniowcdw nalezacych
do rodzaju Phytophthora, ktdre porazaja mtode rosliny
stanowigce materiat sadzeniowy w lesnictwie. Efektyw-
no$¢ usuwania fitopatogenow przez filtry zalezy od
rodzaju i aktywnosci proceséw mikrobiologicznych za-
chodzacych w samym biofiltrze (Davey i O'Toole 2000),
a na te wplywaja zanieczyszczenia antropogeniczne po-
wodowane dziatalnos$cia rolnicza.

Celem badan byta ocena wptywu nawozu mineral-
nego oraz fungicydu (PCNB) na skutecznos¢ pracy po-
wolnych filtrow piaskowych (SSF) w usuwaniu fitopa-
togendw z wody uzywanej do podlewania roslin. Zostala
takze przeprowadzona analiza wptywu zanieczyszczen
wody (np. nawo6z mineralny) do podlewania roslin
szkotkarskich na ilosciowy sktad bakterii zasiedlajacych
biofilm filtrow SSF.

2. Materialy i metody

Analizy efektywnosci eliminacji fitopatogenow
przez biofiltry SSF

Przygotowano 3 warianty biofilmu powolnych fil-
trow piaskowych (SSF) ustawionych w szklarni Insty-
tutu Badawczego Lesnictwa — IBL (fot. 1): biofiltrnr 1 —
naturalny — kontrola; biofiltr nr 2 — wzbogacony nawo-
zem mineralnym w ilosci 55 ml/40 1 wody, o sktadzie:
azot catkowity — 3%, azot azotanowy — 1%, azot ami-
dowy — 2%, pigciotlenek fosforu — 5%, tlenek potasu —
7%, bor — 0,02%, miedz — 0,008, zelazo — 0,03%, man-
gan — 0,015%, molibdenian — 0,002%, cynk — 0,015%;

Fotografia 1. Prototypy Powolnych Filtréw Piaskowych
zainstalowane w szklarni IBL

Photo 1. Prototypes of Slow Send Filters installed in Forest
Research Institute greenhouse

biofiltr nr 3 — zawierajacy dodatek fungicydu PCNB w
ilosci 1 g rozpuszczony w 50 ml 96% alkoholu ety-
lowego.

Do wodociagowej wody zgromadzonej w kontene-
rze o objetosci 120 1 dodano czyste kultury Phytophthora
alni, P. plurivora i P. cactorum (izolaty pochodzity z
kolekeji IBL) inkubowane uprzednio przez 4 tygodnie w
ciemnosci, w temperaturze pokojowej i na ptynnej po-
zywce wielowarzywnej — V8. Dobe przed rozpoczgciem
filtracji kultury zostaty przeniesione na 24 godziny do
temperatury +4°C (w celu wytworzenia zarodnikdéw), a
nastepnie zhomogenizowane i zmieszane ze soba w row-
nych objetosciach. Po dodaniu mieszaniny lggniowcow
do wody system filtracyjny pracowat przez dwie doby
bez przerwy. Woda z Iggniowcami pompowana byla
réwnolegle do trzech filtrow SSF z réznymi wariantami
biofilméw: filtr nr 1 (F1) — biofilm kontrolny, filtr nr 2
(F2) — biofilm z dodatkiem nawozu mineralnego, i filtr
nr 3 (F3) — biofilm z dodatkiem PCNB. Préobki wody
przed filtracja i w trakcie filtracji pobierano w okreslo-
nych odstepach czasowych (po 3, 6, 9, 12, 24 i 48
godzinach) od rozpoczgcia filtracji zainfekowanej
wody. Wode¢ do badan pobierano do sterylnych kolb o
objetoscei 1 litra ze zbiornika magazynujacego wodg (aby
okresli¢ ilo§¢ DNA patogendéw przed filtracja), a uzys-
kany filtrat pobierano bezposrednio z przewodow od-
prowadzajacych przefiltrowana wodg z filtrow (dla po-
réwnania ilosci DNA patogendw po filtracji). W
laboratorium Zaktadu Ochrony Lasu IBL przygotowano
probki wody do izolacji genomowego DNA i przepro-
wadzono analiz¢ ilosciowa metoda qPCR (PCR w czasie
rzeczywistym) umozliwiajaca oceng ilosci DNA wy-
branych gatunkéw lggniowcéw w wodzie nieprzefil-
trowanej i w filtracie.

Przygotowanie probek wody do analiz
molekularnych qPCR

Probki wody filtrowano dwukrotnie za pomoca pom-
py prozniowej firmy Millipore przez filtry membranowe
(2 47 mm) (Millipore®) i srednicy poréow 11 um, do-
datkowo przesacz filtrowano przez filtr membranowy
o $rednicy porow 5 pm w celu zatrzymania zarodnikéw
i fragmentéw grzybni lggniowcéw. Nastepnie filtry
membranowe z osadem umieszczono w probowkach
typu Eppendorf, do ktérych dodano 2 ml wody sterylnej,
destylowanej i wytrzasano 60 min, w temperaturze po-
kojowej przy predkosci 1400 rpm. Tak uzyskana zawie-
sing wirowano przez 15 min przy predkosci 13 000 rpm,
usunigto filtr a zebrany na dnie osad traktowano jako
material wyjsciowy. Izolacj¢ DNA wykonano przy
uzyciu zestawu GenElute PLANT GENOMIC DNA
MINIPREP KIT firmy Sigma Aldrich zgodnie z za-
leceniami producenta z pewnymi modyfikacjami. Mia-
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Tabela 1. Sekwencje starteré6w molekularnych oraz sond typu TagMan komplementarnych do DNA wybranych

fitopatogenow uzytych w analizie ilosciowej — qPCR

Table 1. Sequences of molecular primers and probes TagMan types complementary to the DNA of selected phytopathogens used

in quantitative analysis - gQPCR

Gatunek fitopatogenu Sekwencje starterow Sonda typu TagMan
Species Sequences of starters Probe of TagMan type
Phytophtora alni CTGTCGATGTCAAAGTTG [HEXJACCCAAACGCTCGCCATGATA[HBQI1]
ATGGGTTTAAAAGATAAGGG
Phytophtora cactorum: ACGTGAACCGTTTCAAAC [TET]JCAGCCGCCACCAGACAAGAC[HBQI1]
CAGCCGCCAACAATAAAG
Phytophtora plurivora CCGTATCAACCCTTTTAG [6FAM]CCCAGACCGAAGTCCAAACAT[HBQI]
GCAGTATAATCAGTATTGTAGA

nowicie podczas lizy komorkowej do probowek typu
eppendorf z osadem z wody dodano po 20 ul kulek
szklanych i wytrzasano z buforem lizujacym przez 15
min, w temperaturze 65°C (1400 rpm), a nastgpnie przez
15 min w temperaturze pokojowej w worteksie firmy
MoBio przy maksymalnej predkosci — czynnos¢ t¢ pow-
torzono dwukrotnie. Izolowane DNA genomowe oczy-
szczono zestawem Clean Up firmy A&A Biotechnology
i rozdzielono elektroforetycznie w 1% zelu agaro-
ZOWYm.

Analiza iloSciowa — qPCR

W celu ustalenia obecnosci i oszacowania ilosci
DNA wybranych gatunkéw lggniowcow przed filtracja i
po filtracji zastosowano startery molekularne oraz sondy
typu TagMan (tab. 1). Kazda probke analizowano 3 razy,
dlatego uzyskany wynik jest $rednig z tych trzech
powtorzen. Sktad mieszaniny reakcyjnej do qPCR o
objetosci 20 pl: 10 pl mieszaniny Lumino Ct, 2 pl mie-
szaniny starteréow (kazdy 10 mM), 2 ul sondy (P. alni —
5mM, P. cactorum—10 mM, P. plurivora—1 mM), 2 pl
DNA (w przyblizeniu 20 ng), 4 ul woda-MilliQ. Reakcja
qPCR skladata si¢ z nastgpujacych cykli: denaturacja
wstepna — 94°C przez 3 min, amplifikacja — 40 cykli,
denaturacja — 94°C przez 30 s, przylaczanie startera —
55°Cprzez 30 s, wydluzanie startera— 72°C przez 30 s.

Uzyskane wyniki badan ilosciowych poddano ana-
lizie statystycznej. Roznice migdzy srednimi warto$-
ciami redukcji badanych patogendéw we wszystkich wa-
riantach biofilméw w filtrach F1, F2 i F3 testowano za
pomoca wieloczynnikowej analizy wariancji ANOVA w
programie STATISTICA v.8.0, przyjmujac a=0,05.

Analiza skladu ilo§ciowego bakterii zasiedlajacych
biofilm SSF

W celu oceny obecnosci bakterii kopiotroficznych i
oligotroficznych w biofilmie wykonano analiz¢ mikro-

biologiczna metoda rozcienczen i hodowli na podtozach
statych. Pobrano 1 g biofilmu z kazdego wariantu bio-
filtra SSF i przeniesiono do 9 ml jalowego roztworu
0,85% soli fizjologicznej, a nastgpnie cato$¢é wytrzasano
przez 15 min w tazni wstrzasakowej. W kolejnym etapie
wykonano seri¢ dalszych rozcienczen préby macierzys-
tej w probdwkach zawierajacych po 9 ml jatowego roz-
tworu soli fizjologicznej, przenoszac po 1 ml z poprzed-
niego do kolejnego rozcienczenia. Wykonano posiew
bakterii, wgtaskujac po 0,1 ml zawiesiny na agar odzyw-
czy (dla bakterii kopiotroficznych) lub agar odzywczy
1000-krotnie rozcienczony (dla bakterii oligotroficz-
nych) z szeregu rozcienczen (107, 107, 10, 107) w
trzech powtdrzeniach. Po inkubacji w temperaturze po-
kojowej przez 3 (kopiotrofy) i 7 dni (oligotrofy) zliczono
ilo$¢ wyrostych kolonii.

Statystyczne rdznice pomig¢dzy srednimi wartoscia-
mi ilosci bakterii kopiotroficznych (kopio) i oligotro-
ficznych (oligo) we wszystkich wariantach biofilméw w
filtrach F1, F2 i F3 testowano za pomoca jednoczyn-
nikowej analizy wariancji ANOVA w programie
STATISTICA v.8.0.

3. Wyniki badan

Wyniki ilosciowe uzyskane za pomoca qPCR z son-
dami TagMan dostarczyty danych, na podstawie ktorych
oszacowano stopien eliminacji patogenow, wyrazony
zmniejszeniem zawartosci ich DNA w przefiltrowanej
wodzie.

Redukcja ilosci DNA P. alni w kontrolnym biofiltrze
oraz w biofiltrze z dodatkiem PCBN przebiegata rowno-
miernie 1 wydajnie, tzn. ilo§¢ DNA spadata wraz z wy-
dhuzaniem si¢ czasu filtracji, osiagajac po 48 godzinne;j
filtracji 99,9% 199,1% redukcji. Natomiast w biofiltrze z
dodatkiem nawozu mineralnego eliminacja P. alni byta
wyraznie zakldcona. Do szostej godziny nieustannej
filtracji zanotowano redukcje DNA P. a/ni na poziomie



52 T. Oszako et al. / Lesne Prace Badawcze, 2013, Vol. 74 (1): 49-56.

72,5%, natomiast kolejne pomiary po 9 i 12 godzinach
wskazaty na obnizenie skutecznosci redukcji do 43,5%,
nastgpnie po okresie 24 1 48 godzin skutecznos¢ filtracji
wzrosta prawie o polowe, osiggajac po 48 godzinach
poziom 83,7% (ryc. 1).
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Rycina 1. Zmniejszenie iloSci DNA P. alni (w %) w 3 wa-
riantach biofiltréw SSF w czasie 48 godzinnej filtracji
wody inokulowanej fitopatogenami

Figure 1. Reducing the amount of DNA of P. alni (in%)

in three variants of SSF biofilter during 48 hours of water
filtration inoculated with phytopathogens
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Rycina 2. Zmniejszenie iloSci DNA P. cactorum (w %) w 3
wariantach biofiltrow SSF w czasie 48 godzinnej filtracji
wody inokulowanej fitopatogenami

Figure 2. Reduction of P. cactorum DNA (in %) in three
variants of SSF biofilters during 48 hours of water filtration
inoculated with phytopathogens
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Rycina 3. Zmniejszenie ilo§ci DNA P. plurivora (w %) w 3
wariantach biofiltrow SSF w czasie 48 godzinnej filtracji
wody inokulowanej fitopatogenami

Figure 3. Reducing the amount of P. plurivora DNA (in%) in
3 variants of SSF biofilters during 48 hours of water filtration
inoculated with phytopathogens

Zmniejszenie ilosci DNA P. cactorum w kontrolnym
biofiltrze przebiegalo wydajnie i rownomiernie, osiaga-
jac po 48 godzinnej filtracji poziom 99,1% redukcji
DNA patogenu. W biofiltrze z dodatkiem PCBN po
dwoch dobach filtracji poziom redukcji DNA takze byt
wysoki i wynosit 99%. Natomiast po 6 i 24 godzinach
filtracji nastapil niewielki spadek jej wydajnosci do
poziomu odpowiednio 69,4% i 86,9%. W biofiltrze z
dodatkiem nawozu mineralnego eliminacja P. cactorum
byta wysoka (na poziomie 89,7%) do czasu uptynigcia 6
godzin, natomiast pdzniej wykazywata tendencj¢ spad-
kowa, osiagajac po 48 godzinach wartos¢ 6% (ryc. 2).
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Rycina 4. Redukcja patogenéw P. alni (P. a) w wyniku
stosowania 3 wariantow filtrow: F1 (kontrola), F2 (fosfo-
ryn) i F3 (PCNB). Migdzy redukcja P. alni a rodzajem
filtra réznice sa statystycznie istotne (p=0.00000)
Figure 4. The reduction of pathogen - P. alni (Pa) by the
application of three variants of filters: F1 (control), F2 (phos-
phite) and F3 (PCNB). Differences between the reduction of
P. alni and the type of filter are statistically significant
(» =0.00000).
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Rycina 5. Redukcja patogenow P. cactorum (P. ¢) w wyni-
ku stosowania 3 wariantow filtréw: F1 (kontrola), F2
(fosforyn) i F3 (PCNB). Mie¢dzy redukcja P. cactorum a
rodzajem filtra roznice sa statystycznie istotne
(»=0.00000).
Figure 5. The reduction of pathogen - P. cactorum (Pc) in
three variants of filters: F1 (control), F2 (phosphite) and F3
(PCNB). Differences between the reduction of P. cactorum
and the type of filter are statistically significant (p=0.00000).
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Zmniejszenie ilosci DNA P. plurivora w kontrolnym
biofiltrze przebiegato wydajnie i rownomiernie, osiaga-
jac po 48 godzinnej filtracji poziom 99% redukcji DNA
patogenu. W biofiltrze z dodatkiem PCBN w czasie
filtracji zanotowano niewielkie spadki wydajnosci fil-
tracji po 3 i 12 godzinach do pozioméw odpowiednio
93,9% 1 82,8%, osiagajac po 48 godzinach wysoka
wydajnos¢ eliminacji patogenu z wody — 86,5%. W bio-
filtrze z dodatkiem nawozu mineralnego zanotowano
zaktocenia efektywnosci filtracji P. plurivora po 3, 9
i 24 godzinach, kiedy to redukcja DNA wynosita odpo-
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Rycina 6. Redukcja patogenéw P. plurivora (P. p) w wyni-
ku stosowania 3 wariantéw filtrow: F1 (kontrola), F2
(fosforyn) i F3 (PCNB). Miedzy redukeja P. plurivora a
rodzajem filtra roznice sa statystycznie istotne
(»=0.00000)

Figure 6. The reduction of pathogen - P. plurivora (Pp) in
three variants of filters: F1 (control), F2 (phosphite) and F3
(PCNB). Difterences between the reduction of P. plurivora
and the kind of filter are statistically significant (p = 0.00000).

120

wiednio 52,9%, 71,4%, 67,7%, natomiast po 48 go-
dzinach filtracji wzrosta do poziomu 72,3% (ryc. 3).

Na podstawie wynikow przeprowadzonej analizy
statystycznej stwierdzono, ze skutecznos¢ dziatania bio-
filmu w filtrach zalezy od czasu pomiaru filtracji i od
rodzaju zanieczyszczenia pochodzenia rolniczego. Po
dodaniu nawozu mineralnego (F2) zaobserwowano sta-
tystycznie istotne obnizenie efektywnosci filtracji nieza-
leznie od testowanego gatunku patogenu (P. alni,
P. cactorum i P. plurivora), dla a=0,05 (ryc. 4,516). W
przypadku dodania PCNB do filtrowanej wody (F3) nie
stwierdzono réznicy statystycznie istotnej od dziatania
filtru kontrolnego (F1), obliczone za pomoca testu Tu-
keya dla préb niejednorodnych, a=0,05. Skutecznosé¢
eliminacji badanych 3 gatunkéw fitopatogenow z filtro-
wanej wody ustabilizowata si¢ i osiagneta maksimum po
48 godzinach (ryc. 7).

Analiza ilosciowa biofilmu pobranego z filtra kon-
trolnego nr 1 wykazata, ze liczebno$¢ bakterii kopio-
troficznych i oligotroficznych byta poréwnywalna i wy-
nosita odpowiednio 23x10° i 21x10° JTK/1 g biofilmu
(jednostek tworzacych kolonie w 1 g biofilmu). W
probach biofilmu pobranych z filtra nr 2 po zastoso-
waniu nawozu mineralnego zaobserwowano o 77% wig-
cej kopiotroféw i1 33% oligotroféw (w pordwnaniu do
kontroli), ich liczebno$¢ wynosita odpowiednio:
40,8x10° oraz 28x10°. W probach biofilmu po zastoso-
waniu PCNB zaobserwowano o 18% mniej kopiotrofow
i 0 17% mniej oligotrofow (w poréwnaniu do kontroli),
ich liczebnos¢ wynosita: 18,9x10° i 17,6x10° JTK/1 g
biofilmu (ryc. 8, 9).
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Rycina 7. Redukcja patogenéw P. alni (P. a), P. cactorum (P. ¢) i P. plurivora (P. p) w czasie od 3 do 48 godzin dla 3 zasto-

sowanych filtréw: F1 (kontrola), F2 (fosforyn) i F3 (PCNB)

Figure 7. The reduction of pathogens P. alni (Pa), P. cactorum (Pc) and P. plurivora (Pp) at the time of 3 to 48 hours for three

of the filters F1 (control) F2 (phosphite) and F3 (PCNB).
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Rycina 8. Liczebno$¢ bakterii kopiotroficznych w
probach biofilmu pobranego z 3 wariantoéw filtréw SSF
pracujacych rownolegle w szklarni IBL (n=3)

Figure 8. The number of copiotrophic bacteria in biofilm
samples taken from three variants of SSF filters working in
parallel in the IBL greenhouse (n = 3)
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Rycina 9. Liczebno$¢ bakterii oligotroficznych w prébach
biofilmu pobranego z 3 wariantow filtréw SSF pracuja-
cych réwnolegle w szklarni IBL (n=3)
Figure 9. The number of oligotrophic bacteria in biofilm
samples taken from the three variants of SSF filters working
in parallel in the Forest Research Institute (IBL) greenhouse
(n=3)
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Rycina 10. Pomiar $redniej ilosci bakterii
kopiotroficznych (kopio) + S.E. w 3 wariantach filtrow:
F1 (kontrola), F2 (fosforyn) i F3 (PCNB)

Figure 10. Measurement of the average number of
copiotrofic bacteria (copio) + S.E. in three variants of filters:
F1 (control), F2 (phosphite) and F3 (PCNB).
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Rycina 11. Pomiar ilo$ci bakterii oligotroficznych (oligo)
+ S.E. w 3 wariantach filtréw: F1 (kontrola), F2
(fosforyn) i F3 (PCNB)
Figure 11. Measurement the amount of oligotrophic (oligo)
bacteria = S.E. in three variants of filters: F1 (control), F2
(phosphite) and F3 (PCNB).

Analiza statystyczna wykazata, ze roznice pomigdzy
$rednimi ilo$ciami bakterii kopiotroficznych a rodzajem
filtra sa statystycznie istotne (p=0,00001, dla a=0,05)
(ryc. 10) oraz ze réznice migdzy Srednimi ilosciami
bakterii oligotroficznych a rodzajem filtra sa statystycz-
nie istotne (p=0,04867, dla a=0,05) (ryc. 11).

W przypadku bakterii oligotroficznych wartosci p sa
na granicy poziomu istotnosci (dla p=0,05).

4. Podsumowanie

Literatura przedmiotu dotyczy przede wszystkim bu-
dowy, dziatania i skutecznosci filtrow piaskowych typu
SSF w eliminowaniu fitopatogenéw z wody. Niewiele
prac badawczych opisuje modyfikacje dziatania bio-
filmow na skutek dodawania do filtrowanej wody sub-
stancji takich jak nawozy mineralne lub fungicydy.

W naszych doswiadczeniach zanieczyszczenie fil-
trowanej wody substancjami pochodzenia rolniczego
obniza wydajnos¢ pracy biofiltrow SSF, zaktocajac
efektywnos¢ eliminacji fitopatogenow. Zaréwno nawdz
mineralny, jak i PCNB wptyngtly na réwnowagge mikro-
biologiczng biofilmu SSF. Zmienit si¢ sktad ilosciowy
oraz gatunkowy bakterii i grzybow mikroskopowych, co
znajduje potwierdzenie w literaturze przedmiotu
(Macedo et al. 2007; Barragan-Huerta et al. 2007; Davey,
O'Toole 2000). Zaobserwowano, ze obecno$¢ nawozu
mineralnego w filtrowanej wodzie obnizyta bardziej wy-
dajnos$¢ eliminacji fitopatogenow przez SSF niz podczas
filtracji wody z dodatkiem fungicydu PCNB.

Efektywnos¢ pracy biofilméw zalezy od ich prze-
strzennej struktury oraz sktadu gatunkowego wspdlnot
mikroorganizméw je zasiedlajacych (Davey, O'Toole
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2000). Oba te elementy, o ile nie zostang naruszone,
zapewniaja prawidtowe funkcjonowanie ozywionych i
nieozywionych elementow biofilmu jako catosci, co jest
zgodne z wynikami badan innych autorow (Lewandow-
ski et al. 1993; Moller et al. 1996). W srodowisku wod-
no-glebowym pod wptywem substancji mineralnych —
biogennych — zawartych w nawozach nastgpuje przegru-
powanie zarowno ilosciowe, jak i gatunkowe mikro-
organizmow, przede wszystkim zaczynaja namnazac si¢
mikroorganizmy o wysokich wymaganiach pokarmo-
wych, ktore sa powszechne w $rodowisku naturalnym
(Koch 2001). Sa one biologicznie mniej aktywne niz
mikroorganizmy o $rednio i bardzo ubogich wymaga-
niach pokarmowych (Kuznetsov et al. 1979; Alabou-
vette 1986).

Na podstawie uzyskanych danych, ilosci bakterii
zasiedlajacych biofilm SSF, stwierdzono, ze obecny w
filtrowanej wodzie fungicyd (PCNB) prawdopodobnie
zahamowatl rozwo¢j grzyboéw mikroskopowych w nor-
malnych warunkach chegtnie zasiedlajacych biofiltr SSF.
Grzyby mikroskopowe we wspdlnocie mikrobiologicz-
nej biofilmu odgrywaja podwdjna rolg, poniewaz pro-
dukuja egzogenne substancje aktywne (enzymy) oraz ze
wzgledu na rozbudowanag strukture plechy stanowig do-
datkowa barier¢ mechaniczng dla zanieczyszczen nie-
sionych z woda przeptywajaca przez biofiltr (Wohanka
1995).

Zintegrowana ochrona szkoétek lesnych zostata upra-
womocniona zarzadzeniami prawnymi Komisji Euro-
pejskiej (UE) (Dyrektywa nr 2009/128/WE z dnia
21.10.2009 oraz Rozporzadzenie nr 546/2011 z dnia
10.06.2011 dotyczace zintegrowanej ochrony roslin
przed szkodnikami). Jej idea polega na komplemen-
tarnym stosowaniu wielu (lub wszystkich) mozliwych
metod ochrony roslin. Powstata ona w trosce o ochrong
srodowiska naturalnego w celu zmniejszenia udzialu
preparatow chemicznych (pestycydéw), ktérych pozo-
statosci znajduja si¢ w wodzie pitnej (Aslan 2005). W
zwiazku z powyzszym, w Ministerstwie Rolnictwa i
Rozwoju Wsi opracowano projekt krajowego planu
dziatania na rzecz ograniczania ryzyka zwiazanego ze
stosowaniem $rodkéw ochrony roslin na lata
2013-2017. Wykonane przez nas testy wykazaly moz-
liwo$¢ usuwania nawozu z wody za pomoca SSF, kosz-
tem utraty sprawnosci filtréw w eliminowaniu fitopato-
gendw. Zjawiska tego nie zaobserwowano (r6znica nie-
istotna statystycznie) w przypadku obecnosci fungicydu
— PCNB, prawdopodobnie dlatego, ze nie oddziatuje on
tak silnie na bakterie biofilmu jak obecno$¢ nawozu
mineralnego w filtrowanej wodzie. W przypadku obec-
nosci w wodzie zanieczyszczen pochodzenia rolniczego
nalezy liczy¢ si¢ z pogorszeniem wlasciwosci filtru-
jacych biofilméw.

Powszechna w wodach powierzchniowych obecnos¢
fitopatogendw ma kluczowe znaczenie dla zdrowotnosci
siewek, jesli jest ona uzywana do podlewania ro$lin
szkotkarskich. Bez uprzedniego filtrowania patogeny
zostang rozprowadzone po kwaterach szkotki. Warto
przy tym zaznaczyC, ze coraz powszechniejsze filtry
piaskowe (ci$nieniowe) nie sg tak skuteczne jak filtry
biologiczne (SSF) ze wzgledu na zbyt szybki przeptyw
wody przez ztoze piasku. Moga one jedynie przechwy-
ci¢ nasiona chwastow. Oferowane nowe technologie
filtrow membranowych lub zastosowanie promienio-
wania UV sg skuteczne lecz bardzo drogie. Natomiast
stosowanie substancji chemicznych typu podchloryn
sodu sa sprzeczne z zasadami ochrony srodowiska natu-
ralnego (Wohanka 1995). Zasoby wodne w Polsce przy-
padajace na jednego mieszkanca wynosza jedna trzecia
sredniej europejskiej, dlatego w przysztosci woda
pobierana ze studni glebinowych bedzie przywilejem
(odpowiednio opodatkowanym) lub tez rozwijajaca si¢
migdzynarodowa legislacja ochrony srodowiska w
ogole zabroni jej uzywania do tego celu. Stad wzrosnie
potrzeba korzystania z naturalnych wod powierzchnio-
wych, pomimo ze zawieraja one wiele patogendéw roslin
i ludzi (bakterie chorobotworcze). Szkotki posiadajace
odpowiednie systemy filtrujace beda do tego zadania
lepiej przygotowane i stang si¢ konkurencyjne na rynku
produkc;ji roslin szkdtkarskich.

Filtry piaskowe typu SSF nabierajq w szkotkarstwie
szczego6lnego znaczenia. W przysztosci powstang gos-
podarstwa szkotkarskie z zamknietym obiegiem wody,
by¢ moze z zestawem filtréw do usuwania kolejno pozo-
statosci pestycyddw i nawozow, a nastgpnie fitopato-
gendw. Zainstalowane zamknigte obiegi wody w
szkétkach przyczynig si¢ znacznie do jej oszczednoscei.
By¢ moze Lasy Panstwowe juz wkrétce pojda sladem
niemieckich szkotkarzy i zaplanuja wybudowanie pier-
wszego pelnowymiarowego filtra typu SSF na terenie
jednej ze szkdtek lesnych w Polsce. Zainteresowane
nadles$nictwa mogtyby wtedy korzysta¢ z jej doswiad-
czen 1 naocznie przekonaé si¢ o skutecznosci metod
oczyszczania wody jako elementu zintegrowanej ochro-
ny materialu rozmnozeniowego w praktyce szkotkar-
skiej. Pozwoli to na ograniczenie stosowania pestycy-
dow do niezbgdnego minimum i w ten sposdb zmi-
nimalizuje presje na srodowisko naturalne oraz bedzie
miato korzystny wptyw na ochrong¢ bioréznorodnosci
srodowiska lesnego.

5. Whnioski

1. Naturalne filtry piaskowe powolnego przesacza-
nia sa skuteczne w usuwaniu patogendw z rodzaju
Phytophthora, gdy woda przeznaczona do filtrowania
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nie zawiera zanieczyszczen pochodzenia rolniczego (na-
wozdw mineralnych), za wyjatkiem fungicydu (PCNB).

2. Do zbiornikdéw przechowujacych wodg do podle-
wania roslin w szkoétkach nie zaleca si¢ dodawania na-
wozu zawierajacego azot i fosforyny, gdyz obniza to
skutecznos¢ dziatania biofilmu.

3. W przypadku dodawania do zbiornika nawadnia-
jacego nawozu mineralnego, woda przeznaczona do
podlewania roslin powinna by¢ filtrowania co najmniej
48 godzin.

4. Dodatek nawozu mineralnego (zawierajacego
azot 1 fosforyny) oraz fungicydu (PCNB) powoduje
zmiany w liczebnos$ci oraz w sktadzie bakterii zasiedla-
jacych biofilm SSF, co wplywa na efektywnos¢ elimi-
nowania patogenéw przez SSF.

5. Dodatek nawozu mineralnego skutkuje ponad
dwukrotnym zwigkszeniem liczebnosci bakterii w bio-
filmie, zaréwno kopiotroficznych, jak i oligotroficz-
nych, w poréwnaniu do stanu kontrolnego.

6. Dodatek PCNB wptywa na zmniejszenie liczeb-
nosci zardwno bakterii kopiotroficznych, jak i oligo-
troficznych o prawie jedna piata w poréwnaniu do kon-
troli.
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Materialy zrodlowe

Dyrektywa Parlamentu Europejskiego i Rady 2009/128/WE z
dnia 21 pazdziernika 2009 r. ustanawiajaca ramy wspdlno-
towego dziatania na rzecz zrownowazonego stosowania
pestycydow.

Rozporzadzenie Komisji (UE) NR 546/2011 z dnia 10 czerwca
2011 r. wykonujace rozporzadzenie (WE) nr 1107/2009
Parlamentu Europejskiego i Rady w odniesieniu do jedno-
litych zasad oceny i udzielania zezwolenia na $rodki
ochrony roslin.



