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PRZEMYStU Oznaczanie biologiczne skuteczno$ci
CHEMICZNEGO
grzybobdéjczych organicznych $rodkéw

opryskowych na Alternaria tenuis
Grupa katalogowa X 16

1. WSTEP

1.1. Przedmiot normy. Przedmiotem normy jest biologiczna metoda oznaczania na za-
rodnikach grzyba Alternaria tenuis skutecznosci grzybobd6jczych organicznych Srodkéw
opryskowych stosowanych do zwalczania grzybow pasozytniczych, wystepujgcych na rosli-
nach.

1.2. Okreslenia

1.2.1. Skutecznos¢ sSrodka grzybobdjczego

a) w przypadku oznaczan kontrolnych - procentowy stosunek Sredniej liczby zarodni-
kéw Alternaria tenuis nie kiekkujacych w prébkach pod wpkywem Srodka do $redniej liczby
zarodnikow nie kietkujacych w takich samych prébkach pod wpdywem preparatu wzorcowego,
stosowanego w takich samych warunkach;

b) w przypadku badania nowych $rodkéw lub badan rozjemczych - procentowy stosunek
stezenia zawiesiny $rodka powodujacej 50% $miertelnosci zarodnikéw grzyba  Alternaria
tenuis do stezenia zawiesiny preparatu wzorcowego powodujacej taka samg Smiertelnosé
w takich samych warunkach stosowania.

1.2.2. Smiertelno$é zarodnikéw grzyba testowego - procentowy stosunek liczby za-
rodnikéw nie kietkujgcych w wyniku dziatania Srodka grzybobdjczego do ilosci zarodni-
koéw poddanych jego dziataniu.

2. METODA OZNACZANIA

2.1. Przyrzady

a" Phytki Petriego o Srednicy 10 cm (7 + 13 sztuk).

b) Szkietka przedmiotowe o wymiarach 26X76 mm (14 4- 26 sztuk).

c) Podstawki w ksztatcie litery U do szkietek przedmiotowych wykonane z precikow
szklanych o Srednicy 3 mm (7 —+ 13 sztuk).

d) Mikrostrzykawki lub pipety o objetosci kropli 0,05 ml.

e) Mikroskop 2Q0X.

) Autoklaw laboratoryjny, uniwersalny do 15 at.

g) Kolba pomiarowa pojemnosci 100 ml.

2.2. Materiaty

a) Preparat wzorcowy - wzorzec krajowy ustalony weddug obowigzujgcego trybu poste-
powania lub odpowiedni preparat zagraniczny.

b) Grzyb Alternaria tenuis czysta kultura, hodowany na sko$nej pozywce ziemniacza-
nej wg 2.2c) w ciagu 4 dni w temperaturze 18 -+ 20°C.

Zjednoczenie Przemystu Organicznego i Tworzyw Sztucznych ,Erg”
Ustanowiona przez Zjednoczenie Przemystu Organicznegoli Tworzyw Sztucznych ,Erg” dnia 9 lipca 1963 r.
jako norma obowiazujgca w zakresie metod badan od dnia 26 wrzes$nia 1963 r.
(Mon. Pol. nr 71/1963 poz. 357)
WYDAWNICTWA NORMALIZACYJINE Druk. Wyd. Norm. W-wa. Ark. wyd.0,60 Nakt1600135 Zam. 967/66 T.110 Cena zt 3,60
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c) Pozywka ziemniaczana o nastepujacym skdadzie (na 500 ml):

ziemniak 100 g,

glikoza 10 g,

agar 10 g.

Pozywke przygotowa¢ w nastepujacy sposob:

Ziemniak pokroi¢ w kostke, umiesci¢ w zlewce, doda¢ 500 ml wody destylowanej i go-
towa¢ przez 50 min. Otrzymang zawiesine przesaczyC przez gaze, przesacz zebrac¢ do koil-
by pomiarowej, uzupedni¢ do 500 ml woda destylowang, po czym za pomocg 5-procentowe-
go roztworu kwasu solnego lub wodorotlenku sodowego doprowadzi¢ pH do wartosci 5»5
i doda¢ dobrze namoczonego agaru. Catos¢ wyjatawia¢ w autoklawie przez 30 min pod ci-
Snieniem 1 at, doda¢ glikozy i wyjatowi¢ ponownie, stosujac trzykrotnie w 24-godzin-
nych odstepach czasu wyjatawianie w temperaturze 100°C przez 20 min. Przygotowang
w ten sposéb pozywke rozlaC do wyjatowionych probéwek i wyjatawiacw autoklawie w pa-
rze biezacej przez 20 min w temperaturze 100°C.

d) Kolodium czyste,roztwér 4-procentowy.

e) Woda podwéjnie destylowana w aparacie ze szkda jenajskiego i wyjatowiona pod
cisnieniem 1,0 at przez 25 min.

2.5. Wykonanie oznaczania

2.3.1. Przygotowanie zawiesiny zarodnikéw. Do probéwek z grzybem testowym dodac
30 ml wody wg 2.2 e), wstrzasng¢ kilkakrotnie w celu oddzielenia zarodnikéw od grzyb-
ni, po czym zawiesine przesaczyC¢ przez saczek mleczarski lub gaze potrojnie z4ozong
i wyjatowiong przez 30 min w temperaturze 70°C. Przesgczong zawiesine zebra¢ do kolby
pomiarowej i sprawdzi¢ liczbe zarodnikéw w 1 ml zawiesiny pod mikroskopem. Liczba za-
rodnikéw w 1 ml zawiesiny powinna wynosi¢ 45 000 + 50 000.

2.3.2. Przygotowanie zawiesin srodka grzybobdjczego badanego 1 wzorcowego

2.3.2.1. Stezenia zawiesin. Do oznaczan kontrolnych nalezy przygotowa¢ zawiesiny
Srodka badanego i wzorcowego o trzech stezeniach wedtug postepu geometrycznego, liczo-
nych w stosunku do sk#adnika czynnego i tak dobranych, zeby zawiesina o stezeniu naj-
nizszym powodowata okoto 10% Smiertelnosci zarodnikéw testowego grzyba, a o stezeniu
najwyzszym - okodo 90% Smiertelnosci.

Do badania srodkéw nowych oraz badan rozjemczych nalezy przygotowa¢ zawiesiny Sro-
dka badanego i wzorcowego najmniej w pieciu stezeniach weddug postepu geometrycznego,
liczonych w stosunku do sktadnika czynnego tak dobranych, zeby zawiesina o stezeniu

i
i zarodnikéw Alternaria tenuis, a o stezeniu

najnizszym powodowata okoto 0% Smiertelnosc
najwyzszym okoto 100% Smiertelnosci.

2.3.2.2.Sposb6b przygotowania zawiesin. Odwazy¢ ilos¢ badanego Srodka potrzebng do
sporzadzenia 100 ml zawiesiny o stezeniu najwyzszym, okreslonym dla danego Srodka. Od-
wazke umiesci¢ w kolbie pomiarowej pojemnosci 100 ml i uzupedni¢ wodg destylowang do
kreski .

Zawiesine o pozostatych stezeniach przygotowa¢ przez objetosciowe rozcienczanie
zawiesiny o najwyzszym stezeniu. W taki sam spos6b przygotowa¢ =zawiesiny preparatu
wzorcowego -

2.3.7. Przygotowanie ptytek Petriego. PHytki wyjatowic¢. Wycigé¢ dla kazdej phytki
po 3 krazki bibuty do sgczenia o Srednicy nieco mniejszej niz Srednica ptytek. Krazki
vyjatawia¢ w temperaturze 70°C przez 20 min. W dolnych czesciach ptytek umiesci¢ po 2
krazki bibuty i potozy¢ na nich po jednej wyjatowionej podstawce U. W gérnych czes-
ciach ptytek umiesci¢ po 1 krazku bibuty. BezposSrednio przed wstawieniem do plytek
szkietek przedmiotowych z prébkami, krazki bibudy na dolnych czesciach ptytek zwilzy¢
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5 ml wody destylowanej, a na goérnych - 1 ml wody destylowanej.

2.3.4. Przygotowanie szkietek przedmiotowych. Szkiedtka wyjatowic,pokry¢ 4-procen-
towym roztworem kolodium i wysuszy¢ w suszarce w temperaturze 120°C przez 60 min.
W przypadku badania Srodkéw, ktérych zawiesiny nie pozostawiajg po wyschnieciu +atwo
dostrzegalnych sladéw, na kazdym szkiedtku wykresli¢ dermatografem po 3 kota o Sredni-
cy 9 mm na otrzymanej warstwie kolodium.

2.4. Spos6b oznaczania. Za pomocag pipety lub mikrostrzykawki pobra¢ zawiesine ba-
danego S$rodka grzybobdéjczego o najnizszym stezeniu i odmierzy¢ po 3 krople objetosci
0,05 ml na dwa szkietka przedmiotowe. Kazdg krople umiesci¢ oddzielnie. W przypadku
zawiesin nie pozostawiajgcych po wyschnieciu dostrzegalnych sSladéw, krople umiescic
wewngtrz wykreslonych kot. W taki sam sposéb pobrac¢, odmierzy¢ i umiesci¢ na szkiek-
kach przedmiotowych pozostate zawiesiny badanego i wzorcowego sSrodka grzybobdjczego,
bioragc kolejno zawiesiny o0 coraz wyzszym stezeniu.

Odmierzanie zawiesin Srodka badanego wykona¢ inng pipetg lub mikrostrzykawka niz
Srodka wzorcowego. Zawiesiny pozostawi¢ do wyschniecia w temperaturze pokojowej, po
czym odmierzyé po 1 kropli objetosci 0,05 ml zawiesiny zarodnikéw Altemaria tenuis na
suche pozostadosci zawiesin srodka badanego (probka A) i wzorcowego (probka B). Po trzy
krople zawiesiny zarodnikoéw nanies¢ ponadto na 2 szkietka przedmiotowe bez Srodka
grzybobéjczego, przygotowujgac w ten sposob probe kontrolng. Z probek A 1 B wzig¢ po
dwa szkietka przedmiotowe ze Srodkiem badanym lub wzorcowym o takim samym stezeniu za-
wiesiny 1 umiesci¢ na podstawkach U w dolnych czesciach ptytek Petriego. Podobnie po-
stgpi¢ z probkag kontrolng. PH#ytki zamkngé¢, oznakowa¢ i1 wstawi¢ do termostatu o tempe-
raturze 20 +1°C na 184 20 godz. Po tym czasie, obliczy¢ pod mikroskopem zarodniki
w kazdej kropli prébki A i1 Boraz probki kontrolnej

Obliczenie przeprowadzi¢ w stosunku do 50 zarodnikow w kazdej kropli, losowo wy-
branych w trzech polach widzenia mikroskopu rozmieszczonych na Srednicy kropli, przy
tym dwa pola widzenia powinny znajdowa¢ sie w poblizu przeciwlegtych brzegéw, a trze-
cie w Srodku kropli. W brzeznych polach widzenia nalezy wzig¢ do obliczen po 15 zaro-
dnikéw, a w Srodkowym 20 zarodnikéw. Za Kkiedtkujace =zarodniki przyja¢ te, ktérych
strzepki rostkowe sg wieksze niz V ddugosci zarodnika.

W prébce kontrolnej powinno by¢ najmniej 95% kietkujacych zarodnikow. Jezeli be-
dzie ich mniej, nalezy powtdérzy¢ oznaczanie.

2.5. Obliczanie skutecznosci w przypadku oznaczan kontrolnych. Skutecznos$¢ bada-
nego Srodka grzybobéjczego (T) obliczy¢ w procentach wg wzoru

T = -T'" «100 1
w ktorymj c- 9 @
a - liczba Kkietkujgcych zarodnikéw w 1 kropli probki A (Srednia arytmetyczna
z liczby w 18 kroplach),
b - liczba kietkujgcych zarodnikéw w 1 kropli prébki B (Srednia arytmetyczna
z liczby w 18 kroplach),
c - liczba kietkujgcych zarodnikéw w 1 kropli probki kontrolnej (Srednia arytme-
tyczna z liczby w 6 kroplach).

2.6. Obliczanie skutecznosci w przypadku badan nowych srodkéw lub badan rozjem-
czych
2.6.1. Zasada obliczania. Obliczanie skutecznosci badanego srodka grzybobdjczego

przeprowadza sie metoda logarytmiczno-probitows.
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2,6,2. Sposob obliczania

2,6,2,1, Obliczanie stezenia zawiesiny Srodka grzybobdjczego powodujacego 50%
Smiertelnosci (ED-50). Sporzadzi¢ tablice, w Kktérej zestawi¢ nastepujgce wartosci
w pionowych kolumnach:

A - stezenia stosowanych zawiesin badanego $rodka, g/100 1,

x - logarytmy stezen (logarytmy A),

B - Srednie Smiertelnosci zarodnikéw dla kazdego stosowanego stezenia zawiesiny

badanego sSrodka skorygowane o sSmiertelnos¢ naturalng obliczone w procentach

wg wzoru —
w ktérym: B= -5 =100 @
K - liczba kietkujacych zarodnikéw, w 1 kropli proébki kontrolnej (Srednia z licz-
by w 6 kroplach),
S - liczba kietkujacych zarodnikéw w 1 kropli, probki A ze Srodkiem w jednym z ko-

lejno stosowanych stezen zawiesiny (Srednia z liczby w 6 kroplach),
50- liczba zarodnikéw liczonych w 1 kropli.
K powinno by¢ réwne lub wieksze od S . W przypadku gdy K jest mniejsze od S,odpo-
wiednie i nizsze stezenia zawiesiny badanego srodka nalezy wyeliminowa¢ z obliczen.
y - probity Smiertelnosci (probitj B),
X2 - kwadraty logarytméw stezen,
Xy - iloczyny logarytméw stezen i probitéw Smiertelnosci ( iloczyny logarytmow
A 1 probitéw B).
Dla wartosci X, Yy, x2, Xy obliczy¢ sumy.
Dla logarytméw stezen (X) i probitéow Smiertelnosci (y)obliczyé Srednie (i, y )e
Na podstawie powyzszych danych obliczy¢ wspotczynnik regresji (b) wg wzoru

- X o!’y

0 EX%— X ~Ix ©)
w ktérym:
Ix - suma logarytméw stezen,
Ix2- suma kwadratéw logarytméw stezen,
Vy _ suma probitéw sSmiertelnosci,
Xxy - suma iloczynéw logarytméw stezen i probitow Smiertelnosci,
X - Srednia logarytméw stezen.

Obliczy¢ logarytm ED-50 (IgED-50) wg wzoru

lg ED 50 = (O))
w Ktérym:
5 - probit odpowiadajacy 50% Smiertelnosci,
y - Srednia probitéw Smiertelnosci,
b - wspoétczynnik regresji,

X - Srednia logarytméw stezen.

Z otrzymanego Ig ED-50 odczyta¢ w tablicach logarytmicznych stezenie zawiesiny ba-
danego srodka grzybobéjczego powodujgce 50% Smiertelnosci zarodnikow (ED-50).

W taki sam gposob wykona¢ obliczenie ED-50 dla preparatu wzorcowego.

2,6.2.2. Obliczanie skutecznosci. Skutecznos¢ badanego Srodka grzybobéjczego (1)

obliczy¢ w procentach wg wzorr

ED - 50 wzorca

ED - 50 $rodka badanego 100 ()
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2,6.5» Przykdtad obliczenia. Wykonano oznaczanie dla Srodka eksperymentalnego ozna-
czonego F-1 typu Zineb, Jako wzorca uzyto preparat zagraniczny firmy Duphar pod nazwag
Zineb,

Smiertelno$é zarodnikéw w prébce kontrolnej wynosita 1%,

Wyznaczony iloraz postepu geometrycznego stezen stosowanych zawiesin srodka bada-
nego i wzorca - 1,3«

Sporzadzono tablice:

Lp. g/lﬁ\O 1 X B y X2 Xy
% .
1 54,93 1,7398 99,0 7,3263 3,0269 12,7463
2 42,25 1,6258 97,0 6,8808 2,6432 11,1868
3 32,50 1,5119 52,6 5,0652 2,2858 7,6581
4 25,00 1,3979 39,2 4,7259 1,9541 6,6064
5 19,23 1,2840 16,2 4,0299 1,6486 5,1743
6 14,80 1,1703 8,0 3,5949 1,3696 4,2071
7 11*38 1,0556 2,2 2,9859 1,1143 3,1519
e 8,75 0,9420 1.2 2,7429 0,8874 2,5838
Suma 10,7273 - 37,3518 14,9289 53,3147
Srednia 1,3409 - 4,6690 - -

Tablica zawiera Smiertelnosci zarodnikéw odpowiadajgce najnizszemu stosowanemu ste-
zeniu zawiesiny Srodka badanego do 100% Smiertelnosci z uwzglednieniem Smiertelnosci
naturalnej, wystepujacej w probce kontrolnej.

Wspodczynnik regresji obliczono wg wzoru (3)

b = 5$>314-7 - 1,3409 - 37,3318 _ 3,2297 = 5f9184
14,9299 - 1,3409 -+ 10,7273 0,5457

Ig ED— 50 obliczono wg wzoru (4)

Ilg ED-50 = ™ ~ 47689- # 1,34-09 = 1,3968
y 5,9184-

ED-50 odczytane z tablic logarytmicznych dla 1,3968 wynosi 24,93 g/100 1 wody,

W taki sam spos6b wykonano obliczenie dla preparatu wzorcowego, ktérego ED-50 wyno-
sito 23,81 g/100 1 wody.

Skuteczno$¢ badanego sSrodka grzybobéjczego obliczona w procentach wg wzoru (5) wy-
nosita

27~>81 . 100 94,51
24,93



