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Filtry piaskowe w ochronie roslin przed chorobami w szkélkach

Slow sand filters for plant protection in nurseries

Abstract. In some nurseries to irrigate plants water must be taken from natural reservoirs. Rivers and lakes are often
polluted with microorganisms and a proportion of these are pathogenic to cultivated forest tree species. To avoid the
infection of seedlings due to plant irrigation with contaminated water, a system of Slow Sand Filters (SSF) was
designed and installed in the Kiejsze forest nursery (Koto Forest District in central Poland). Tests of slow sand filters
efficiency were performed using qPCR to assess their effectiveness in reducing the concentration of bacterial DNA in
filtrated water. Measurements after filtration through SSF, revealed a significant reduction in bacterial DNA. After 24
hours, 60% of Rhizobium tumefaciens was eliminated and that progressed to 71% after 48 h. In the case
of Pseudomonas syringae, purification of water was even more efficient, 67% after 24 h and 74% after 48 h, and there
was a similar reduction for Xanthmonas campestris (71% and 70%, respectively). These data allow us to recommend

this approach to water purification as an alternative preventive method for plant protection in nurseries.
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1. Wstep

Woda pochodzaca z ujeé naturalnych (jeziora, rzeki),
stosowana jest w szkotkarstwie leSnym do podlewania
kwater produkcyjnych. Czgsto jest ona skazona patoge-
nicznymi organizmami, stwarzajacymi powazne zagro-
zenie dla materialu sadzeniowego. Jak wynika z wielu
doniesien, zagrozenie takie dla sadzonek i powstajacych
z nich upraw lesnych moga stanowi¢ zaréwno patoge-
niczne grzyby, lggniowce Oomycetes, jak i bakterie
(Alanius et al. 2001). Dotychczas stosowane metody
oczyszczania wody z patogenow roslin polegaja na sto-
sowaniu $rodkdw chemicznych, fizycznych (termicz-
nych, jonizacji, promieniowania UV) oraz systemow
filtracyjnych. W Holandii i Szwajcarii w ogrodnictwie
powszechnie stosowane sa metody termiczne, takze
ozonizacja oraz promieniowanie UV (Wohanka, 2000).
Niestety tego typu zabiegi wymagaja znacznych nakta-
doéw finansowych oraz naktadu czasu i pracy.

1

Oczyszczanie wody za pomoca filtrow piaskowych
powolnego przesaczania (slow sand filters — SSF)
umozliwia eliminacj¢ patogenow roslin szkotkarskich
(Alaniusetal. 2001) . Metoda jest calkowicie bezpieczna
dla srodowiska, poniewaz procesy oczyszczania w fil-
trze sa naturalne i zachodza takze samoistnie w przyro-
dzie. Instalacje technologiczne, maja jedynie za zadanie
ulatwienie zainicjowania, a potem zintensyfikowania
proces6w nakierowanych na eliminowanie patogenow
roslin. Efektywnos¢ dziatania filtrow piaskowych zalezy
od aktywnos$ci proceséw przebiegajacych w samym
filtrze podczas przeptywu wody, dlatego powinien by¢
on odpowiednio zbudowany, tzn. tak, aby rozwingé i
zapewnic¢ dostatecznie wolny przeptyw wody, aby orga-
nizmy go =zasiedlajace byly w stanie wychwycié
zarodniki grzybow, lggniowcow lub komorki bakterii.
Filtr piaskowy zbudowany jest z potozonych na sobie
warstw piasku i zwiru o roznej granulacji. W wierzchniej
warstwie piasku tworzy si¢ w ciagu pierwszych tygodni
filtrowania swoisty ekosystem mikroorganizméw (tzw.
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biofilm lub blona biologiczna). Zbiorowisko mikro-
organizmow sklada si¢ z populacji glondéw, bakterii,
grzybow mikroskopijnych, promieniowcow i innych
organizmow. Organizmy te wykorzystuja materi¢ orga-
niczna i nieorganiczng niesiona przez wodg¢ do procesow
metabolicznych oraz budowy masy swego ciata, a w
konsekwencji oczyszczaja wodg z tadunku substancji
organicznych nie wylaczajac patogenow roslin.

Pierwsze doniesienia o wykorzystaniu filtréw pias-
kowych do oczyszczania wody pochodza z 1804 r. ze
Szkocji, gdzie John Bibb uzywat tego rodzaju filtrow do
oczyszczania wody pochodzacej z bielarni. Od 1892 r.
filtry piaskowe znalazly zastosowanie do oczyszczania
wody pitnej (Alanius et al. 2001). W polowie XX w.
filtry piaskowe zastapiono metodami chemicznymi i fi-
zycznymi: chlorowaniem, promieniowaniem UV lub
ozonowaniem. Byly to metody skuteczne, aczkolwiek
kosztowne i czesto pogarszajace parametry smakowe i
zapachowe wody. Obecnie filtry piaskowe stosowane sa
do oczyszczania wody pitnej (Filtry Warszawskie),
nisko obcigzonych $ciekdéw oraz upraw ogrodniczych
(szklarnie). W warunkach szkotek lesnych w Polsce
zostaly one po raz pierwszy przetestowane przez Zaktad
Fitopatologii Lesnej Instytutu Badawczego Lesnictwa.

Filtr piaskowy powolnego przesaczania, wykonany
zgodnie z zaleceniami Wohanki (2000), zbudowany
zostal w szkoétce lesnej Kiejsze (Nadl. Koto) w celu
ochrony siewek drzew lesnych przed grzybami chorobo-
tworczymi i patogenicznymi legniowcami Qomycetes.
Wyniki badan z tego zakresu bgda przedmiotem odrgb-
nego artykutu, natomiast w niniejszej pracy przedsta-
wiono wytacznie skutecznosé oczyszczania wody w sto-
sunku do wybranych bakterii.

2. Materialy i metody

Obudowe filtru stanowi rura kanalizacyjna PCV o
$rednicy 0,25 m i wysokos$ci 180 cm ustawiona pionowo,
amaterialem wypetniajacym jest (od gory): piasek o gra-
nulacji do 2 mm oraz 3 warstwy zwiru o granulacji kolej-
nych warstw: 2-8, 8—16, 16-32 mm, o tacznej grubosci
warstwy ok. 80 cm (Oszako et al. 2009). Na dnie filtru
znajduje si¢ perforowana rura (Srednicy 100 mm) odbie-
rajaca przesaczajaca si¢ do niej wode, ktdra nastepnie
jest odprowadzana do systemu nawadniajacego. Pred-
kos¢ przeptywu wody przez filtr wynosi 25 I/h. Przeptyw
moze by¢ regulowany za pomoca plywakéw umiesz-
czonych w gérnej filtra. Przefiltrowana woda magazy-
nowana jest w zbiorniku o pojemnosci 2000 1, skad prze-
pompowywana jest do podlewania roslin na poszcze-
gblnych poletkach doswiadczalnych.

W celu okreslenia skutecznosci dziatania systemu
filtracyjnego wykonano doswiadczenie polegajace na

zanieczyszczeniu wody w zbiorniku przed filtrami za
pomoca 3 gatunkéw bakterii: Pseudomonas syringae,
Rhizobium tumefaciens, Xanthomonas campestris. O
skutecznosci dziatania filtrow wnioskowano na podsta-
wie réznicy ilosci materiatu genetycznego (DNA wyzej
wymienionych organizméw) wykrytego w wodzie
zanieczyszczonej i przefiltrowane;.

Kultury bakterii do inokulacji wody P. syringae i R.
tumefaciens przygotowano na podtozu King B (pepton
20 g, MgSO, 1,5g, K,PO4 1,5g, woda destylowana 1 1),
natomiast X. campestris hodowano na podtozu YPGA
(ekstrakt drozdzowy 7 g, pepton 7 g, glukoza 7 g, woda
destylowana 1 1). Do 5 kolb Erlenmayera (250 ml) wlano
po 50 ml podtoza ptynnego V8, YPGA, King B. Nastep-
nie kolby sterylizowano w autoklawie: V8 — w tempe-
raturze 115°C przez 20 min, a YPGA i King B —w temp.
121°C przez 15 min. Po ostudzeniu pozywek w kolbach
wprowadzono do nich fragmenty (0,5%0,5 cm) zesta-
lonego podtoza PDA, na ktdrych rosty czyste kultury
patogenicznej bakterii. Kolby trzymano w cieplarce (w
ciemnosci) przez 5 dni w temperaturze 20°C, jedno-
czesnie je wstrzasajac (w celu lepszego napowietrzenia
pozywek). Namnozone w pozywkach ptynnych kultury
bakteryjne homogenizowano i wprowadzano do zbiorni-
ka, z ktérego przepompowywano wode do filtrow.
Przyjeto nastepujace ilosci inokulum dla poszcze-
golnych patogenéw: 7,5x10° dla P. syringae, 10,2x10°
dlaR. tumefaciens, 9,5x10° dla X. campestris.

Wprowadzenie do zbiornika (2000 1) patogendéw wy-
konano jednorazowo, po czym probki przefiltrowanej
wody pobierano do analiz z dysz odprowadzajacych
przez 3 dni w okreslonych punktach czasowych (czas w
ktorym zostaly pobrane proby wody do analizy): ze
zbiornika 2000 1 (ilos§¢ DNA przed filtracja w zbiorniku
magazynujacym wod¢ z patogenami) oraz po uptywie
czasu filtracji: 0, 4, 12, 24 1 48 godzin (w trzech pow-
térzeniach tacznie po 3 litry wody). Wodg pobrang do
jatowych kolb o objgtosci 1 1 analizowano w labora-
torium, filtrujac ja dwukrotnie przez filtry o s$rednicy
47 mm i $rednicy poréw 11 pum (w celu usunigcia
zanieczyszczen) oraz filtr 5 um (w celu zebrania osadu
do dalszych analiz). Filtry z osadem umieszczano w
szalkach Petriego i zalewano sterylng woda destylowana
(5 ml). Nastgpnie, delikatnie usuwano osad z filtrow, a
zawiesing przenoszono do probowek Eppendorfa i wiro-
wano (przez 1 minutg przy 14 000 rpm). Wyodrebniong
przez wirowanie gorng, ptynng warstwe (supernatant)
zlewano i powtarzano wirowanie. Osad traktowany byt
jako materiat wyjsciowy do izolacji DNA grzybowego
zestawem GenElute (PLANT GENOMIC DNA MINI-
PREP KIT Sigma MINI Bacteria A&A Biotechnology).
Wyizolowane w ten sposob DNA mikroorganizméw
poddano analizie genetycznej za pomoca metody qPCR
(W czasie rzeczywistym) przy uzyciu specyficznych
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Tabela 1. Startery wykorzystane w reakcjach PCR oraz qPCR

Table 1. Primers using in PCR and qPCR reactions

Gatunek patogena
Species of pathogen

Sekwencje starteréw
Primer sequences

Zrédlo
Source

Xanthomonas campestris

XcpM1: ACGCGCTACCAAAAGGCAAAGAG,

Sulzinski et al. 2001

XcepM2: GATCTGCGGTTGTCCTGAAGATTGG

Rhizobium tumefaciens

VirD2A: ATGCCCGATCGAGCTCAAGT,

Haas et al. 1995

vIRde: CCTGACCCAAACATCTCGGCTGCCCA

Pseudomonas syringae

MMS5F: GAACGAGCTGAAGGAAGACA,

Zaccardelli et al. 2005

MM5R: CAGCCTGGTTAGTCTGGTTA

starterow (tab. 1). Zmiany intensywnosci $wiecenia
produktu PCR wybranych mikroorganizmoéw pozwolity
na okres$lenie ich sktadu ilosciowego w przefiltrowanej
wodzie i poréownanie go z DNA pochodzacym z
inokulatéw, ktére dostarczono wezesniej do zbiornika z
woda. Reakcja tancuchowa polimerazy (PCR) byla
zatem kluczowym elementem oceny skutecznosci
dziatania filtrow.

Reakcje PCR

Przygotowano nastgpujacy sktad mieszaniny reak-
cyjnej (o objetosci koncowej 25 pl): 10 razy stgzony
PCR Buffer 2,5 pl, dNTP (10 mM) 1 pl, starter 1 (10
uM) 1 pl, starter 2 (10 uM) 1 pl, Tag-polimeraza (5 jed-
nostek/ul) 0,2 pl, woda 19,3 pl, DNA matrycowe (20—40
ng/ul) 1,0 ul. Reakcja PCR przebiegata w powtarza-
jacych si¢ cyklach: denaturacja wstgpna: 95°C — 3 min,
amplifikacja—35 cykli: denaturacja—94°C —30 s, przyla-
czenie startera — 30 s w temp. 64°C (X. campestris),
50°C (R. tumefaciens) i 57°C (P. syringae), wydhuzanie
startera — 60 s w temp. 72°C, wydtuzanie koncowe — 10
min w temp. 72°C i chlodzenie w temp. 4°C. Elektrofo-
rez¢ wykonano w 1% zelu agarowym.

Reakcja Real Time PCR

Sktad mieszaniny reakcyjnej o objetosci koncowej
15ul byt nastgpujacy: 2 razy stezony qPCR Buffet Bio
Rad 7,5 pl, starter 1 (10 uM) 0,5ul, starter 2 (10 uM) 0,5
ul, woda 5,5 pl, DNA matrycowe (40—40 ng/pl) 1,0 pl.
Reakcja qPCR sklada si¢ z nastgpujacych cykli:
denaturacja wstgpna: 95°C — 2 min, amplifikacja — 30
cykli, denaturacja — 94°C przez 30 s, przylaczanie
startera przez 30 s w temperaturze 64°C (X. campestris),
57°C (P. syringae) i 50°C (R. tumefaciens), wydluzanie
startera— 72°C — 60 s. Po kazdym cyklu aparat Real time
PCR dokonuje odczytu fluorescencji namnazanego
produktu, a chtodzenie odbywa si¢ w temp. 4°C. Na
podstawie koncentracji DNA oraz jego dziesigciokrot-
nego rozcienczenia sporzadzono krzywe wzorcowe dla
kazdego z patogendw.

Analiza chemiczna wody

W przefiltrowanych probkach wody metoda chro-
matografii wykonano analizy st¢zenia jonow CI, NO3',
PO,, SO~ Na', K", NH,", Mg, Ca**, a metoda poten-
cjometryczng zmierzono odczyn kwasowosci pH.

Do analizy statystycznej zastosowano pogram Sta-
tistica. Dla ustalenia zalezno$ci pomigdzy zawartoscia
DNA a czasem filtracji oraz efektywnoscia usuwania
patogendéw przez filtr a gatunkiem filtrowanej bakterii
postuzono si¢ dwuczynnikowaq analiza wariancji. W celu
porownania ilosci DNA w okreslonych punktach czaso-
wych z kontrola wykorzystano test Dunneta. Przepro-
wadzono analiz¢ kontrastow pomigdzy poszczegolnymi
punktami czasowymi oraz analiz¢ korelacji pomigedzy
zawartoscig DNA a sktadem chemicznym prébek wody.

3. Wyniki

Wyniki reakcji PCR i qPCR przedstawiono na foto-
gramach, ktore wskazuja, ze we wszystkich przypad-
kach wystapito zmniejszenie intensywnosci §wiecenia
produktu DNA otrzymanego z filtratow (przesaczy z
wody filtrowanej), w porownaniu do DNA wyjsciowe-
g0, pochodzacego ze zbiornika magazynujacego wodg
(do ktdrego sztucznie dodano zawiesing patogenicznych
bakterii) (fot. 11 2).

Wyniki reakcji qPCR dostarczyly ilosciowych
danych, na podstawie ktorych wnioskowano o stopniu
eliminacji patogena, przejawiajacego si¢ zmniejszeniem
zawartosci DNA bakterii w wodzie przefiltrowane;.
Zmniejszenie ilosci materiatu genetycznego R. tumefa-
ciens przebiegato nieréwnomiernie. Po 4 godzinach za-
obserwowano spadek ilosci DNA tego patogena o 10%
(w stosunku do wyniku poprzedniego). Po 24 godzinach
pozostato§¢ DNA patogena spadta do poziomu 40%, a
po 48 godzinach ilo$¢ materiatu genetycznego byta
najmniejsza (29%), a tym samym woda byta najlepiej
oczyszczona z tej bakterii (ryc. 1).
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W przypadku P. syringae zmniejszenie zawartosci
tego patogena w filtracie (skuteczno$¢ oczyszczania) po
4 godzinach byta niewielka, ale juz po 24 godzinach
pozostatos¢ DNA patogena wynosita jedyne 33% i dalej
zmniejszata si¢, aby po 48 godzinach osiagnaé swoje
minimum na poziomie 26% (ryc. 1).

Fot. 1. Wynik reakcji PCR ze specyficznymi starterami
dla Pseudomonas syringae (produkt ok. 500pz). Po lewej
probki pobrane z instalacji filtracyjnej nr 1, po prawej —
z instalacji nr 2: 1 — zbiornik 2000 1, 2 — filtrat bezposred-
nio po przesaczeniu, 3 — filtrat po 4 godzinach, 4 — filtrat
po 12 godzinach, 5 — filtrat po 24 godzinach, 6 — filtrat po
48 godzinach

Photo 1. The result of PCR with specific primers for Pseudo-
monas syringae (about the product 500pz). Samples from the
first installation of filter — on the left, samples from the second
installation of filter — on the right: 1 — tank 2000 1, 2 — the fil-
trate immediately after filtration, 3 — filtrate after 4 hours, 4 —
filtrate after 12 hours, 5 — filtrate after 24 hours, 6 — filtrate
after 48 hours

12 3 456M™12 3456

Fot. 2. Wynik reakcji PCR ze starterami specyficznymi
dla Rhizobium tumefaciens (produkt ok. 340pz). Zapis
Sciezek jak w Fot. 1

Photo 2. Result of PCR with primers specific for Rhizobium
tumefaciens (approximately 340pz product). Record paths as
in Photo 1

12 3 456" 12 3456

Fot. 3. Zwizualizowany obraz wyniku reakcji PCR ze
starterami specyficznymi dla Xanthomonas campestris —
(produkt ok. 200pz). Zapis $ciezek jak w Fot. 1.

Photo 3. Result of PCR with primers specific for Xanthomo-
nas campestris (approximately 200pz product). Record paths
as in Photo 1

Eliminacja z wody X. campestris po 24 1 48
godzinach filtracji niewiele rdéznita si¢ od wynikéw
uzyskanych dla innych bakterii, w obu przypadkach
pozostato§¢ materialu genetycznego wynosita odpo-
wiednio 29% i 30% (ryc. 1).

Analiza chemiczna wody podczas filtracji wykazata
wzrost zawartos$ci jonow magnezu (Mg), sodu (Na),
potasu (K) oraz NO; natomiast zmniejszenie zawartosci
jonoéw NHy (rye. 21 3).

Pomierzona ilos¢ DNA wybranych patogendéw byta
istotnie statystycznie rézna w poszczegdlnych punktach
czasowych (p=0,000001, Fy,,=12,3). Natomiast statys-
tycznie nie stwierdzono istotnych réznic pomiedzy
iloscia DNA, a gatunkiem bakterii. Test Dunneta, zasto-
sowany do poréwnania ilo$ci materialu genetycznego w
réznym czasie po przefiltrowaniu z iloscia DNA w
zbiorniku 2000 | (kontrola), wykazal istotne roznice w
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Rycina 1. Stopien redukcji materialu genetycznego pato-
genow roslin w filtrach piaskowych powolnego przesacza-
nia (SSF) w czasie 48 godzin filtracji

Figure 1. The degree of reduction of the genetic material of
plant pathogens in the sand filters of slow filtration (SSF)
within 48 hours of filtration
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Rycina 2. Zmiany zawarto$ci jonéw Na, K, Mg w wodzie
po przesaczeniu przez filtry piaskowe powolnego przesa-
czania (SSF) w czasie 48 godzin filtracji

Figure 2. Changes in the content of Na, K, Mg in the water
after filtering through the sand filters of slow filtration (SSF)
within 48 hours of filtration
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Rycina 3. Zmiany zawarto$ci jonéw NOz;, NHy w wodzie
po przesaczeniu przez filtry piaskowe powolnego
przesaczania (SSF) w czasie 48 godzin filtracji

Figure 3. Changes in content of NO; and NH, in the water
after filtering through the sand filters of slow filtration (SSF)
within 48 hours of filtration

Tabela 2. Korelacja migdzy zawartoscia jonéw azotano-
wych (NO5"), amonowych (NH,"), wapniowych (Ca"),
magnezowych (Mg”"), sodowych (Na®), potasowych (K*)
a zawarto$cia DNA patogenow bakteryjnych podczas
filtracji wody przez SSF (obliczenia dokonano przy
uzyciu programu Statistica 8.0)

Table 2. Correlation between the content of ions of nitrate
(NO5’), ammonium (NH,"), calcium (Ca"), magnesium (Mg, "),
sodium (Na"), potassium (K ") and content of DNA of bacte-
rial pathogens in water filtration by SSF (The calculations
were made using Statistica 8.0)

DNA Wspélezynnik korelacji R
patogenow: The correlation coefficient R

DNAOE  No, NH Ca® Mg Na© K

P. syringae -0,01 0,01 056 -0,44 -0,20 0,94
X. campestris -0,16 040 038 -0,27 0,02 0,65
R. tumefaciens 0,19 0,03 0,84 -0,61 -0,32 0,86

stosunku do kontroli. Zawartos¢ DNA po 24 i 48 go-
dzinach réznila si¢ istotnie (p=0,05). W przypadku
innych préb nie stwierdzono istotnych réznic, chociaz
proby po 12 i 24 godzinach znalazly si¢ na granicy
poziomu istotnosci (p=0,059).

Wykonano analiz¢ rozktadu normalnosci otrzyma-
nych danych. Wedtug testu Shapiro-Wilka rozktad
normalny maja dane R. tumefaciens i jonow Mg oraz
NH,'". Dlatego wykonano dla nich analize korelacji
testem Pearsona. Pozostale dane nie miaty rozkladu
normalnego, zbadano wiec korelacje testem (nieparame-
trycznym) Spearmana. Istotnos¢ korelacji oceniono dla
n=18. Wspdlczynnik korelacji pomigdzy zawartoscia
DNA a iloscig poszczegdlnych jondw w badanych
préobach wody s$wiadczy o bardzo silnej zaleznosci
dodatniej pomiedzy iloScia materialu genetycznego
P. syringae a zawarto$cia jondw potasu i wapnia oraz
stabej dodatniej migdzy ta cecha a zawartoscia jondw
amonowych. Analiza dla X. campestris wykazala stab-
sza, dodatnia zalezno$¢ pomiedzy iloscia DNA tej
bakterii a zawartoscia jondw potasu oraz staba dodatnia
zalezno$¢ migdzy tym parametrem a zawartoscia jonow
wapniowych i amonowych. Natomiast w przypadku R.
tumefaciens, zawarto$¢ DNA byla silnie skorelowane z
zawartoscia jonow wapnia (Ca") i potasu (K') (tab. 2).

4. Podsumowanie

Powyzsze badania sg pionierskie w lesnictwie,
dlatego nie ma mozliwosci pordwnania ich z innymi tego
typu na szkétkach lesnych. Wybudowane filtry sg proto-
typami wykonanymi wedtug oryginalnego projektu.

Inspiracja do przeprowadzenia doswiadczen w
szkétce Kiejsze byly pozytywne wyniki uzyskane w
produkcji roslin metoda bezglebowa w szklarniach
Uniwersytetu Nauk Stosowanych w Lullier. Szwajcarzy
zastosowali metody biologii molekularnej, ktore po-
twierdzity duza skutecznos¢ dziatania filtrow w stosun-
ku do grzybow i legniowcdw oraz nieco mniejsza w
stosunku do bakterii (Calmin et al. 2008). Profesorowie
Lefort i Wigger przybyli do Polski na zaproszenie RDLP
w Poznaniu, gdzie wyglosili w Lesnym Osrodku
Szkoleniowym w Puszczykowie i IBL w S¢kocinie refe-
raty podsumowujace ich do§wiadczenia oraz przeprowa-
dzili konsultacje w Nadlesnictwie Koto i szkdtce w
Kiejszach. Mozliwos$cig zastosowania filtrow typu SSF
zainteresowali si¢ rowniez niemieccy szkotkarze, ze
wzgledu na fakt, ze uzywanie do podlewania roslin
wody ze studni moze by¢ w przysztosci powaznie ogra-
niczone. Dodatkowo, zmiany klimatyczne (upalne lata i
susze) zaostrzaja niedostatek wody w wielu rejonach
Europy. W przeliczeniu na powierzchni¢ zasoby wodne
w Polsce wynosza zaledwie 1/3 $rednich zasobow
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europejskich, nic wigc dziwnego, ze w poludniowo-
zachodniej czeéci kraju (Wielkopolska 60 tys. km?)
obserwuje si¢ procesy odwodnienia (stepowienia). Nie-
mieckie szkotki komercyjne, w ktorych wybudowano
systemy z zamknietym lub poélzamknigtym obiegiem
wody, beda lepiej przystosowane do zmieniajacych si¢
warunkow srodowiska, przewidywanych zmian w legis-
lacji 1 tym samym stang si¢ bardziej konkurencyjne, a
by¢ moze wiodace, na przysztym trudnym rynku
szkotkarskim (Werres et al. 2007; Wagner 2009). Obser-
wowane w Europie stale rosnace zagrozenie roslin w
szkotkach (w tym wielu gatunkow drzew lasotwor-
czych) ze strony organizmdéw zwiazanych ze $rodo-
wiskiem wodnym byto przedmiotem dyskusji podczas
spotkania w Brukseli w 2009 r. grupy roboczej COST
FP0801 ,Established and Emerging Phytophthora:
Increasing Threats to Woodland and Forest Ecosystems
in Europe”. W Polsce zainteresowanie budowa filtréw
przejawiaty juz nadle$nictwa Czerniejewo (przygoto-
wano projekt na zamknigty system obiegu wody) oraz
Cewice (zainstalowano filtry piaskowe dzigeki wsparciu
Wojewddzkiego Funduszu Ochrony Srodowiska i
Gospodarki Wodnej).

Systemy z zamknigtym systemem obiegu wody do
podlewania roslin sa niestety wrazliwe na infekcje
patogenicznymi bakteriami, grzybami czy lggniowcami,
o czym przekonano si¢ juz niejednokrotnie w ogrod-
nictwie, w uprawach hydroponicznych (bezglebowych)
w szklarniach w Szwajcarii (Leffort et al. 2008). Z tego
powodu stworzono tam zaawansowane systemy biolo-
gicznego oczyszczania wody z niepozadanych mikro-
organizmow. Wizyta pracownikow IBL w Uniwersy-
tecie Nauk Stosowanych w Lullier (kolo Genewy)
umozliwila transfer technologii oczyszczania wody (z
powodzeniem stosowanych dotychczas w ogrodnictwie)
do praktyki lesnej. Powstat projekt filtroéw piaskowych
powolnego przesaczania w szkolce lesnej Kiejsze sfi-
nansowany ze srodkéw Narodowego Funduszu Ochrony
Srodowiska i Gospodarki Wodnej. Wprawdzie podle-
wanie ro$lin na szkolce nie odbywa si¢ tam jeszcze w
zamknigtym systemie wody (jak w Szwajcarii), jednak
nie wymaga juz pobierania wody ze studni, poniewaz
woda transportowana jest na szkdétke z pobliskiego
jeziora lesnego. Przeprowadzone badania chemiczne
jakosci wody wypadly dobrze, jednak pod wzgledem
mikrobiologicznym stwierdzono jej zanieczyszczenie
bakteriami oraz lggniowcami (w tym odkrytym po raz
pierwszy na $wiecie gatunkiem Phytophthora polonica
(Belbahri et al. 2006). Podjgte badania skutecznosci
oczyszczania wody za pomocg filtréw piaskowych
powolnego przesaczania zdaty w tym wzgledzie egza-
min i zostaty polecone do zastosowania w praktyce (do-
kumentacja naukowa IBL 2008). Jest to zgodne z wyni-
kami uzyskanymi przez zespo6t badawczy w Szwajcarii

(Calmin et al. 2008). W obu filtrach procesy oczysz-
czania wody zachodzity gléwnie w kilkucentymetrowe;j,
wierzchniej warstwie piasku, ktorej skutecznos¢ bylta
przedmiotem niniejszych badan. O znacznej redukcji
liczebnosci bakterii po przejsciu przez biologiczny filtr
piaskowy SSF $wiadcza ilosci materiatu genetycznego
poszczegdlnych patogenicznych bakterii. Podczas fil-
trowania zaobserwowano zréznicowana skutecznosc¢ za-
trzymywania poszczegdlnych patogenicznych bakterii.
Monitoring przebiegu procesu filtracji wykazat naj-
wigksza skutecznos¢ w stosunku do bakterii P. syringae,
gdyz po dwoch dobach poziom eliminacji tego patogena
osiagnal ponad 74%. Jest to nieco mniej niz wyniki
uzyskane przez badaczy w Niemczech, gdzie Brand i
Wohanka (1998) uzyskali skutecznos¢ w przedziale od
83,2-98,5%. Natomiast Ehret i in. (2001) badajac sku-
tecznos$¢ filtrowania patogenow rodzaju Pythium (przez
podobny system filtrujacy) uzyskali skutecznos¢ nawet
stuprocentowaq. Z innych danych literaturowych wynika,
ze grzyby rodzaju Fusarium zatrzymywane sg ze
skutecznoscig od 93% (Ehret et al. 2001) do 99,9%
(Wohanka, Helle 1996 oraz Runia et al. 1996). Oznacza
to, ze skutecznos$¢ filtrow piaskowych powolnego
przesaczania jest wigksza w przypadku grzybow i
lggniowcow niz w przypadku bakterii.

W przypadku wprowadzenia bakterii do zbiornika w
sposob sztuczny, po 12 godzinach filtracji zaobserwo-
wano wyrazne zmniejszenie ilosci ich materiatu
genetycznego. Obserwowane zmiany w ilosci DNA
badanych bakterii moga by¢ powiazane z zaburzeniem
aktywnosci metabolicznej mikroorganizméw wcho-
dzacych w skfad biofilmu, co odzwierciedlito sig¢
okresowym obnizaniem zawartosci jonéw azotanowych
w wodzie. By¢ moze bylo to rezultatem zmian
zachodzacych w skladzie mikrobiologicznym calego
zbiorowiska lub ich metabolitéw oddziatywujacych
wzajemnie na siebie. Zmniejszenie si¢ zawartosci jondw
amonowych  oraz zwigkszajaca si¢ ilo$¢ jondw
azotanowych $§wiadcza o zachodzacym procesie
nitryfikacji, co moze prowadzi¢ do reorganizacji sktadu
ilosciowego i jakosciowego biofilmu.

Uzyskane wyniki redukcji materialu genetycznego
patogendéw przez instalacje filtrujace $wiadcza o przy-
datnosci tego typu urzadzen w eliminowaniu mikro-
organizmow z wody shuzacej do podlewania roslin,
zarowno w szkoétkach roslin ozdobnych, jak i w szkot-
kach lesnych. Badania molekularne dostarczyty wizual-
nych i liczbowych danych $swiadczacych o skutecznos$ci
dziatania filtréw w stosunku do badanych bakterii. Beda
one w przysztosci standardem w sprawdzaniu skutecz-
nosci dziatania filtréw typu SSF. Zostaly one takze
zastosowane do weryfikacji o wiele wigkszych filtrow
biologicznych wybudowanych w Niemczech, o maksy-
malnej wydajnosci prawie 30000 m’ na miesiac.
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Szkotkarzy niemieckich do zainstalowania filtréw zmu-
sit brak na rynku zarejestrowanych $rodkéw chemicz-
nych, ktéore mozna by zastosowaé do oczyszczenia
zbiornikéw gromadzacych wode (od 2000 do 30 000 m*)
z patogenicznych legniowcdw rodzaju Phytophthora.
Niemcy (Federal Research Centre for Cultivated Plant,
Institute for Plant Protection in Horticulture and Fo-
rests), w prowadzonych czteroletnich do$wiadczeniach,
w 4 szkotkach kontenerowych (o pow. 5x5 ha) uzyskali
bardzo dobre wyniki, catkowicie eliminujac z wody
(dzigki filtrowaniu) gatunki rodzaju Phytophthora
(Wagner 2009). Szacuja oni, ze koszty budowy filtru
piaskowego (65 200 euro) zwrédca si¢ po 10 latach
(przyjmujac jego roczng amortyzacje¢ jako 11 200 euro),
a koszt przefiltrowania 1 m®> wody wyniesie ok. 13
eurocentéw. Filtr piaskowy w nadlesnictwie Koto jest
pierwszym tego typu urzadzeniem zainstalowanym na
szkotce lesnej w Polsce (w Kiejszach) i wpisuje si¢ w
nurt poszukiwania ekologicznych metod ochrony ma-
terialu sadzeniowego przed patogenami, alternatywnych
do stosowania chemicznych srodkéw ochrony roslin.
Ma to szczegdlne znaczenie w $wietle dyrektywy Ko-
misji Europejskiej ograniczajacej stosowanie srodkow
chemicznych (91/414), nowej strategii zintegrowanej
ochrony roslin (prezentowanej na 50 sesji IOR w lutym
2010) i rosngcym na $wiecie zagrozeniu ze strony
patogenicznych lggniowcow, bedacych tematem spot-
kania grupy roboczej IUFRO w marcu br. w Nowej
Zelandii (The Fifth Meeting of the International Union
of Forest Research Organisations, Working Party
7.02.09 Phytophthora in Forests & Natural Ecosystems,
2010).
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