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FORORD

I perioden fra 1981 til 1985 steg det a&rlige fungicidforbrug 1
landbruget i Danmark fra 1094 tons til 2199 tons virkstof. I
samme tidsrum steg behandlingshyppigheden fra 0,3 til 1,0 fungi-
cidbehandlinger/ha (Kjelholt, 1986). Blandt arsagerne er en stig-
ning i arealet med vintersad (hvede og rug), som i 1984-1985 var
454.000 ha mod 191.000 ha i 1980-1981 (Landbrugsstatistikken,
1981 & 1985). Desuden er der markedsfert et .antal meget effek-
tive, systemiske fungicider (ergosterolhzmmere), som kan medfere
en udbyttestigning, selv ved profylaktisk sprejtning hvor der
ikke er synlige sygdomsangreb pd planten.

Det store forbrug af fungicider kan ses som et led 1 den
generelle stigning i pesticidforbruget, som har fundet sted siden
midten af dette &rhundrede. Fungicider fremstilles for at
nedsatte svampeangreb, men det ideelle kriterium "at et fungicid
selektivt ber destruere eller hezmme patogene svampe, nar det
anvendes i koncentrationer, som ikke pavirker andre mikroorganis-
mer i jorden" er et uopndeligt mal, fordi de cellul#®re processer,
fungicidet rammer, er felles for de fleste svampe. I denne sam-
menheng er det vigtigt at fastsla, at plantepatogene svampe Kkun
repreasenterer en meget lille del af det totale antal arter af
svampe, som skennes at ligge mellem 100.000 og 250.000. Blandt
disse er kun 100 arter almindelige og alvorlige plantepatogener
(Smith & Pugh, 1984). Dvs. at mere end 99,9% af alle kendte arter
af svampe ikke gor skade pé& planter. Mangée svampe er derimod
vigtige i forbindelse med omsetning af organisk materiale, opret-
holdelse af en god jordstruktur og som konkurrenter over for
skadevoldende organismer (Elmholt, 1986a).

I den forliggende Specialberetning (S 1935) beskrives resultater
af et 2-&rigt projekt til belysning af fungiciders effekt péa
jordens svampeflora under markforhold. Projektet er financieret
af SJVF og Statens Planteavlsforseg og udfert ved Analyselabora-
toriet for Pesticider i Flakkebjeraq.



1. INDLEDNING

1.1 METODER TIL UNDERS@GELSE AF PESTICIDEFFEKTER PA JORDENS
MIKROORGANISMER

Den enkleste fremgangsméde til maling af pesticideffekter pa
jordens mikroorganismer er at mé&le va@ksthastighed af renkulturer
(bakterier eller svampe) p& faste n@ringssubstrater, tilsat
forskellige doser af det undersegte pesticid. Sddanne tests er
billige, hurtige og har en god reproducerbarhed (dvs. de kan
gentages i samme eller andre laboratorier med tilsvarende re-
sultat). Forseg med renkulturer viser, at fx. et fungicid som
benomyl virker meget forskelligt p& forskellige arter af svampe
(Edgington et al.,, 1971). P& grundlag af resultater med ren-
kulturer er det dog vanskeligt at udlede noget om en eventuel
effekt pd de samme mikroorganismer i jord, idet mikroorganismer i
jord pavirkes af savel samspillet mellem forskellige arter som
mellem individerne indbyrdes. Desuden er pesticidets tilgengelig-
hed i jord ofte langt mindre end i renkulturer pga. nedbrydning

og/eller binding til jordpartikler.

Undersoegelser af effekter pd mikroorganismer i jord kan foretages
som markforseg eller laboratorieforseg. I laboratorieforspg hjem-
tages og sigtes jordpreverne, og pesticidet tilferes under kon-
trollerede temperatur-, beluftnings- og fugtighedsforhold. Forse--
gene udferes uden plantedakke. Laboratorieforseg er generelt
enkle at udfere og har en god reproducerbarhed. I markforseg
pesticidbehandles jorden under naturlige forhold. Markforseg er
meget vanskelige at standardisere, bl.a. fordi forhold som klima
og plantedakke har stor indflydelse p& resultaterne (Cook &
Greaves, 1987).

Bade ved markforseg og ved laboratorieforseg fas en jordpreve,
hvori det skal underseges, om mikroorganismerne er blevet pavir-
ket af pesticidbehandlingen. I litteraturen foreligger et stort
antal sammenlignende forseg samt vurderinger af, hvilke parametre



og analysemetoder, der egner sig bedst til at undersege pesti-
cideffekter pd mikroorganismer (Grossbard, 1970; Atlas et al.,
1978; Greaves et al.,, 1978; Malkomes & W8hler, 1983; Zelles et
al., 1986; Somerville & Greaves, 1987). Oversigtsartikler péa
dansk findes i Elmholt (1986a) og Elmholt & Helweg (1987).

De parametre, som underseges, kan inddeles i "funktionelle" og
“strukturelle”. Funktionelle parametre beskriver mikrobiel akti-
vitet (respiration, oms@tning af organiske materialer, enzym-
aktivitet m.m.). Strukturelle parametre beskriver mikroorganis-
mernes sammensetning (populationsundersegelser).

Det har siden starten af 70'erne varet diskuteret, hvordan man 1
forbindelse med markedsfering af pesticider kan sikre sig mod
skader pa jordens mikroorganismer og dermed pa den aktivitet, som
skal foregd i jorden. I perioden 1973 til 1985 er der afholdt en
rezkke europziske konferencer om mdling og evaluering af pestici-
ders effekter pd ikke-skadelige mikroorganismer i jord med delta-
gelse af folk fra forskningsinstitutioner, kemikaliefirmaer og
miljemyndigheder. P& grundlag heraf er der udarbejdet rapporter
over de mest velegnede parametre til rutinema@ssige undersegelser
(Greaves et al,, 1980; Somerville et al., 1985). Med Lov-
bekendtgerelse nr. 574 om Lov nr. 212 om kemiske stoffer og
produkter (1987) og Bekendtgerelse nr. 791 om kemiske bek@mpel-
sesmidler (1987) folger de danske miljemyndigheder disse anbe-
falinger, idet der stilles krav til producenter eller importgrer
af bekempelsesmidler om at underseoge utilsigtede mikrobielle
miljoeffekter, inden et middel godkendes i Danmark. Undersegel-
serne skal foretages i laboratorieforseg og skal omfatte effekter
pd mikrobiel aktivitet i jorden (respiration og kvalstofomsat-
ning, eventuelt kvalstofbinding og nedbrydning af halm).

Ved vurdering af malte pesticideffekters betydning ber man tage
hensyn til, at mikroorganismer i naturén er udsat for en lang
rzkke h®#mmende og stimulerende effektef (Domsch et al., 1983).
Disse pavirkninger kan for eksempel skyldes #ndringer i tempe-



ratur, vandindhold, pH, COp, 0, og nzringsstoffer eller forekomst
af pradatorer, antagonister o.1l. Med udgangspunkt i den gen-
nemsnitlige steorrelsesorden og varighed af effekter, som skyldes
disse sékaldte "naturlige stresspavirkninger" foresldr Domsch et
al. (1983), at pesticideffekter opdeles i "ubetydelige" (varighed
<30 dage), "tolerable" (varighed >30 dage, men <60 dage) og
“kritiske" (varighed >60 dage). En mdlestok som denne er meget
forenklet, men understreger tidsfaktorens helt afgerende betyd-
ning ved vurdering af mélte pesticideffekter.

Der er blandt jordbundsmikrobiologer, iser i USA (se Levin & Kim-
ball, 1984), en udtalt skepsis over for de metoder, som anvendes
(hvilket ogsad fremgar af de mange metodestudier, som beskrives i
litteraturen, jvf. ovenfor). Man nzrer frygt for, at pesticidan-
vendelsen kan vise sig at pavirke jordens dyrkningsverdi pa
l®ngere sigt, til trods for at de krav, som stilles ved godken-
delse af midlerne, efterkommes. Det skyldes for det forste, at
mé&lemetoderne er behzftet med en ganske stor usikkerhed, og for
det andet et meget ve@sentligt faktum, nemlig at vores viden om
mikrobiel okologi endnu er s& mangelfuld, at det er vanskeligt at
vurdere mélte effekters betydning. Somerville et al., (1985)
udtrykker det p& folgende méde: "Forskningen ber rettes mod en
forbedret evne til at identificere, kvantificere og evaluere
potentielt skadelige effekter ved brug af pesticider pa& den
mikrobielle aktivitet. Basisforskning er den eneste méade, hvorpa
vi kan erhverve den viden, som er nedvendig for den anvendte
forskning., Isar er det pakrevet, at der ivaerks®ttes en mere
intensiv forskning mhp. at klarl®gge interaktioner mellem pes-
ticid, jord, afgrede og mikroorganismer." En del forskere mener,
at pesticideffekter - trods de vanskeligheder, der er forbundet
hermed - s& vidt muligt ber underseges i det okosystem, hvor
midlet t®nkes anvendt, nemlig i marken, eller i simulerede oko-
systemer, hvori der indgar planter (mikrokosmosforseg) (Levin &
Kimball, 1984).



1.2 TIDLIGERE UNDERS@GELSER

Blandt de forste, som blev opmzrksomme péd, at pesticider kan have
ugnskede virkninger p& jordens mikroorganismer, var danskeren
H.L. Jensen. Han iverksatte undersogelser af flere herbicider
(Jensen, 1962; Jensen, 1963; Jensen, 1964; Jensen, 1969). Dette
arbejde er senere viderefort pd Planteavlslaboratoriet og pé
Analyselaboratoriet for Pesticider i Flakkebjerg, og har foruden
herbicider (Helweg, 1972a; Helweg, 1983a) omfattet insekticider
(Helweg, 1972b; Eisenhardt, 1975), fungicider (benomyl, carbenda-
zim og iprodion) (Helweg, 1973; Wessén et al,, 1978; Helweg,
1983b) og pesticidkombinationer (Helweg, 1986). I udlandet er der
udfert et meget stort antal forseg med pesticideffekter pd jor-
dens mikroorganismer. De er n®rmere beskrevet og kommenteret i en
re@kke oversigtsartikler (Audus, 1970; Anderson, 1978; Torstens-
son, 1979; Domsch et al., 1983; Jagnow, 1984; Ingham, 1985;
Malkomes & Wbhler, 1983).

Langt de fleste underseogelser af pesticideffekter p& mikroorga-
nismer i jord er foretaget i laboratorieforseg som undersegelser
af mikrobiel aktivitet. Disse underseogelser viser generelt, at
funktioner som respiration, kvelstofomsztning, enzymaktivitet og
omsetning af organisk materiale kun er udsat for svage og forbi-
gdende pdavirkninger, nar pesticider anvendes i realistiske doser
(Domsch et al., 1983; Elmholt & Helweg, 1987). Som undtagelser
fremh®#ves enkelte jordsteriliseringsmidler og fungicider, som -
ikke uventet - kan have en forholdsvis kraftig effekt selv i smé
doseringer, og specielt i populationsundersegelser af fx. svampe,
alger eller protozoer (Domsch et al., 1983).

Oversigtsartikler vedreorende effekter af fungicider findes i
Wainwright (1977). Der foreligger kun meget f&, tilg®ngelige
undersogelser, hvor effekter af ergosterolhammende fungicider pa
jordens mikroorganismer er belyst (Smiley & Craven, 1979; Ingham,
1985; Malkomes, 1985; Wendler & Gadkari, 1986; Elmholt & Smede-
gaard-Petersen, 1988).
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Grundlaget for den foreliggende Specialberetning er et forswosg,
hvori underssgtes, om propiconazol og captafol under markforhold
(varbyg) medferte madlelige effekter pad sammensatningen af den
svampeflora, som kunne isoleres fra jorden (Elmholt, 1985; Elm-
holt & Smedegaard-Petersen, 1988). Propiconazol blev udsprejtet
som 2x 0,5 1 Tilt 250EC/ha, captafol som 5x 2,0 1 Ortho-Difolatan
FW/ha. Desuden indgik et ubehandlet kontrolled. Resultaterne
viste en stor arstidsvariation i antal af svampe og i sammensat-
ningen af svampefloraen, hvilket bl.a. skyldtes en foreget fore-
komst af primzre, saprotrofe svampe i den sene vakstsason. Blandt
de prim#re saprotrofe svampe (svampe, som ernarer sig af dedt,
organisk materiale) findes de arter, som oprindeligt har befundet
sig pé& bla. blade og stengler. Efter nedvisning af planten og en
eventuel opformering pad de friske planterester bliver de gradvist
erstattet af sekundazre saprotrofe svampe, efterhdnden som plante-
materialet nedbrydes (Swift, 1976). Blandt primare saprotrofe
svampe regnes f.eks. Cladosporjum herbarum og Epicocccum purpur-

cens, mens slagter som Penicillium og Trichoderma regnes til de
sekundare saprotrofe svampe (Swift, 1976). Inden fungicidbehand-
ling var der ikke signifikant forskel mellem antallet af svampe i
de 3 forsegsled (Elmholt & Smedgaard-Petersen, 1988). I juli blev
der totalt isoleret signifikant farre svampe fra de behandlede
forsegsled end fra kontrolforseget., Forskellene var ikke lengere
statistisk signifikante 1 maned efter behandling. I felge defini-
tion af Domsch et al, (1983) er en effekt af denne sterrelse og
varighed "ubetydelig". Men de isolerede svampe var forskelligt
fpolsomme over for fungicidbehandling: Ingen af svampene blev pa-
virket l®zngere end en maned ved behandling med Tilt 250EC, mens
bade antallet af primare saprotrofe svampe og antallet af Sphae-
ropsidales forblev signifikant reduceret i mere end en méaned ved
behandling med Ortho-Difolatan FW.

Forseget gav mulighed for at sammenligne svampefloraen i jorden
med svampefloraen pd de grenne bygblade, som blev undersgsgt i
samme forseq. Formdlet med at undersege svampefloraen pa bladene
var at klarlagge, hvorledes svampenes kvantitative og kvalitative
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sammens#tning pa blade af varbyg #ndredes i lebet af vakstsa®sonen
og hvorledes forskellige fungicider pavirkede den saprofytiske
svampeflora, planternes vakst og udbytte (Tolstrup, 1984). Den
saprotrofe svampeflora pd blade har veret genstand for stigende
interesse. Fokkema (1981) beskriver, hvorledes disse svampe (Spo-
robolomyces spp. (red gar), Cryptococcus spp. (hvid ger), Aureo-
basidium pullulans, Cladosporium spp., Alternaria spp., Epicoccum
purpurascens m.fl.) har bdde positiv og negativ betydning for
plantens ve#kst. Den positive indflydelse skyldes antagonisme
(primert n®ringsstofkonkurrence) og hypetparasitisme over for
patogene svampe. Blandt de negative effekter er skygning for
fotosyntese ved kraftige bel®gninger af merke svampe, som Clado-
sporium og Alternaria, samt nedbrydning af voks og kutin, hvilket
kan medfere udsivning af nazringsstoffer fra planten. Desuden kan
saprotrofe svampe fremskynde nedvisning af bladene ved at forseoge
indtrengning. Dette udleser aktive forsvarsmekanismer hos plan-
terne,bg er korreleret til en @get respiration og et nedsat
udbytte (Smedegaard—Petersen, 1982).

Resultaterne af jordbundsundersegelserne pegede i retning af, at
en stor del af den malte effekt var indirekte (afspejling af
behandlingseffekten pa de overjordiske plantedele), sahdsynligvis
forsterket ved, at jordpreverne blev udtaget i det eoversté jord-
lag (0-3 cm): Det skyldtes den store forekomst af primare sapro-
trofe svampe, hvoraf de fleste ikke normalt isoleres s& hyppigt
fra jord (Domsch, 1960). Det skyldtes endvidere, at resultaterne
af de jordbundsmikrobiologiske undersggelser stemte helt overens
med de resultater, som blev opndet ved underseggelse af de grenne
blades flora, idet den samme kraftige effekt pad de primzre sapro-
trofe svampe blev fundet p& grenne blade, isa@r ved behandling ved
Ortho-Difolatan FW (Tolstrup, 1984). Disse svampe er derfor
muligvis tilfert jorden sammen med planterester eller som koni-
dier med regn eller ved nedfald. Hvis man skal isolere et repra-
sentativt udsnit af jordens svampeflora, anbefales en prevedybde
pad 10-12 cm i agerjord (Gams & Domsch, 1967), men da udsprojtede
fungicider sjzldent tranger mere end et par cm ned i jorden
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(Anderson, 1978), vil udtagning til denne dybde medfore en
kraftig "fortyndning" af en eventuel direkte effekt.

1.3 FORMAL

Formalet med projektet har veret at udbygge den forhandenvarende
viden om fungiciders effekt pd jordens svampeflora under markfor-
hold.

Nar mikroorganismer i jorden ved kontakt med spreojtemiddelrester
drabes eller h#mmes i deres vakst tales om en direkte effekt. For
at vurdere omfanget af en eventuel direkte effekt var et af
projektets formdl at undersege, hvor stor en del af sprejtevesken
der nar ned pa& jorden under markforhold. Foruden kemiske afsat-
ningsmdlinger valgtes som biologisk m&l for en eventuel direkte
effekt at bestemme den mikrobielle respiration i jordprever, som
var udtaget i marken efter behandling. Mikrobiel respiration
defineres som "optagelse af O, eller udskillelse af COp fra bak-
terier, svampe, alger og protozoer i jord" (Anderson, 1982).
Mikrobiel respiration anbefales til rutinem#®ssige laboratoriefor-
sog ved godkendelse af pesticider netop med den begrundelse, at
denne test giver et mal for en eventuel direkte effekt pad den
mikrobielle aktivitet i jorden (Somerville et al., 1985).

For at f& et mal for en eventuel indirekte fungicideffekt ved
sammenligning af fungicideffekt pd afgredens overjordiske dele
med de jordbundsmikrobiologiske resultater undersegtes svampe-
floraen p&d friske og nekrotiske blade.

Til at belyse effekten pd jordens svampeflora valgtes at under-
soge "det totale antal svampe", der som testparameter karak-
tefiseres som middelfelsom over for pesticidpavirkning (Domsch
et al,, 1983). Formadlet var var at belyse feolgende:

- Kunne det lade sig gere at pavise en dosisafhangig effekt inden
for et realistisk koncentrationsomrade?
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~ Hvor store var pesticideffekterne i sammenligning med de "na-
turlige" svingninger i svampefloraens sammensztning (naturlige
stresseffekter)?

Der blev udlagt markforseg med forskellige fungiciddoseringer og
foretaget en s& hyppig preveudtagning som praktisk muligt for at
kunne beskrive naturlige stresseffekter. I markforsegene blev
anvendt 1/2x til 10x anbefalet dosering.

I praksis kan man ved sprejteoverlap ofte se en fordobling af
doseringen, mens en 10-dobling af den anbefalede dosering er
ut®nkelig, nar undtages sprejteuheld. Den for praksis heje dosis
er for det forste medtaget for at muliggdre en dosis-respons
kurve for de jordbundsmikrobiologiske effekter og for det andet,
fordi man i retningslinier for undersegelse af pesticiders milje-
effekter opererer med "anbefalet dosis" og "10x anbefalet dosis"
(Somerville et al., 1985).

Svampene blev, som i foregdende forseg (Elmholt, 1985), isoleret
ved pladespredning og jordvask og i muligt omfang identificeret.
Gennem mange Ar har der varet rejst kritik af pladespredning som
metode til brug ved undersggelser af svampe (Chesters, 1949;
Harley, 1971; Pugh, 1980). Kritikken begrundes prim@rt med, at de
fleste kolonier, som vokser frem ved pladespredning, stammer fra
konidier. En svamps metabolisk aktive stadium er ikke dens koni-
dier, men dens mycelium. Bestemmelse af antal svampe i jorden ved
pladespredning ({(soil dilution plate-counting technique) bygger pa
en metode, der oprindeligt blev udviklet til telling af bakterie-
kolonier. Siden er metoden ogsd i vid udstr®kning anvendt til
telling af svampekolonier, bla. i forbindelse med undersegelser
af fungicideffekter p4d jordens svampeflora (Hofer et al., 1971;
Foster & McQueen, 1977; Smiley & Craven, 1979; Smith & Pugh,
1984; Atlas et al., 1978; Domsch et al., 1983).

For at kunne undersege, hvilke svampe der er metabolisk aktive péa
et givent tidspunkt, har man forsegt at udvikle metoder, hvor
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svampene isoleres fra hyfer i stedet for konidier. En forholdsvis
enkel metode, foresldet af Chesters (1949), anbefaler, at man
"vasker" jorden grundigt for at fjerne konidier og derefter
lazgger jordpartikler direkte pd agar. Denne metode er videre-
udviklet og kaldes idag jordvask (soil washing technique) (Wil-
liams et al., 1965; Gams & Domsch, 1967). Jordvask er en meget
mere arbejdskr®vende metode end pladespredning og er bla. derfor
kun sjeldent anvendt i forbindelse med pesticidundersegelser
(Elmholt, 1985). Det var derfor nedvendigt af foretage enkelte
metodeundersegelser til forbedring af forsegsteknikken.
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2. METODIK

Samtlige undersegelser er foretaget pa& grundlag af 2 markforseg,
et i varbyg og et i vinterhvede. Markforsegene har varet placeret
pa Plantev@rnscentret i Flakkebjergq.

I begge forseg valgtes som fungicid Tilt 250EC, hvis aktive
ingredient er propiconazol (l1- (2-(2,4-dichlorophenyl)-4-propyl-
1,3-dioxolan-2-yl-methyl)-1H-1,2,4-triazol)}). Det s#lges som Tilt
250EC, men forhandles idag primart i blanding med andre aktiv-
stoffer. Propiconazol er et systemisk fungicid, dvs. at det kan
translokeres i planten. Dets hovedvirkning er en hemning af
ergosterolbiosyntesen i svampe (Schwinn, 1983). Ergosterol, som
ikke dannes af planter, anses for at vare den vigtigste sterol i
de fleste svampe (ikke Oomycetes og Zygomycetes) og en forudset-
ning for dannelse af svampenes cellemembran. Propiconazol er et
bredspektret fungicid. I den anbefalede dosering pad 125 g a.i./ha
har det en meget god virkning over for obligat patogene svampe
(Erysiphe gramines og Puccinia spp.) samt en rakke fakultativt
patogene svampe (Septoria spp., Rhynchosporium secalis,
Drechslera teres og Helminthosporium sativum). Over for Fusarium
spp. er effekten variabel. Propiconazol har desuden god virkning
over for Cladosporium spp. (Schwinn, 1983; Latham & Hammond,
1983).

2.1 MARKFORS@G I VARBYG

Markforseget blev udlagt som blokforseg med 4 behandlinger, 7
fellesparceller og tilfaeldig parcelfordeling. Sadskifte: 1981
Varbyg. 1982 Vinterhvede. 1983 Varbyg. 1984 Varraps. Forsegsare-
alet var aldrig tidligere behandlet med Tilt. Jorden blev plejet
om efterdret og inden saning faldet og harvet. Arealet blev
tilsdet den 26/4 1985 med 190 kg (Harry-byg)/ha og godsket med
435 kg NPK (21:4:10)/ha (nedharvet). Der blev ikke foretaget
insekticid- eller herbicidbehandling af arealet. Parcellerne blev
handluget.
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Fungicidbehandling med Tilt 250EC blev foretaget den 18/6 pa
Feekes stadium 8 med en hé&ndbaret spreojte (Dyse: 4110-16. Ydelse:
1,09 1/min. Tryk: 3 bar. Hastighed: 4,0 km/t).

Forsegsled 1. Ubehandlet

Porsegsled 2. 0,20 1/ha

Forsegsled 3. 1,00 1/ha

Forsegsled 4. 5,00 1/ha

Forseget blev hestet den 30/8. Kerneudbyttet blev ma&lt i samtlige
parceller, og det gennemsnitlige resultat udregnet.

Til t®lling af kolonier af Cladosporium spp. pad de 3 sverste
blade blev reprasentativt udtaget 30 kraftige, ensartede, aks-
berende skud fra hvert forsegsled den 22/7. Antallet af Clado-
sporium kolonier blev talt pad 0,1% maltekstraktagar (Appendix 2)
ved hjelp af bladaftryk (“Leaf Print"-metoden) (Tolstrup, 1984).
Antallet af Cladosporium kolonier blev talt under mikroskop pé et
areal 4 0,38cm2. Ved stor forekomst var det vanskeligt at fore-
tage en opte®lling. Det skennedes, at flere end 25 kolonier pr.
bladstykke ikke lod sig t®lle, og disse resultater er registreret
som 25, Resultaterne blev beregnet som antal kolonier/cm2 blad-
overflade. P& de 3 overste blade undersegtes foruden antallet af
Cladosporium kolonier ogsd forekomst af eovrige svampe. Til under-
sogelse af bladsvampe pd de nedre, nekrotiske blade anvendtes
ligeledes bladaftryk (bladstykker ca. 2 cm). Desuden udlagdes 6
cm lange bladprever, udtaget som ovenfor den 5/8, pad fugtet
filtrerpapir. Bladstykkerne blev undersegt under mikroskop.

2.2 MARKFORSZG I VINTERHVEDE

Markforseget blev udlagt som blokforseg med 3 behandlinger, 6
fellesparceller og systematisk parcelfordeling. Sadskifte: 1982
Varbyg. 1983 Raps. 1984 Varbyg. 1985 Erter. Forsegsarealet blev i
1984 behandlet med 0,3 1 Tilt 250EC/ha. Jorden blev plejet og
harvet inden sadning. Arealet blev tilsdet den 26/9 1985 med 210
kg (Kraka-hvede)/ha og gedsket den 21/4 1986 med 714 kg NPK
(21:4:10)/ha (nedharvet). Der blev foretaget herbicidbehandling
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den 17/5 med 3,5 1 Herbalon 620 (MCPA+mechlorprop+clopyralid)/ha
og vekstregulering den 13/5 med 1,6 1 Cycocel extra (chlormequat-
chlorid+cholinchlorid)/ha. Ingen insekticidbehandling.

Fungicidbehandling med Tilt 250EC blev foretaget feorste gang den
27/5 p& Feekes stadium 6 med traktorbéret sprejte (Dyse: 4110-16.
Ydelse: 1,09 1/min. Veskemangde: 300 1/ha. Tryk: 3 bar. Hastig-
hed: 4,0 km/t. Sprejtedouche: Lodret). En tilsvarende sprejtning
blev udfert anden gang den 17/6 pa Feekes stadium 9. Doseringerne
var felgende:

Forsegsled 1. Ubehandlet + ubehandlet

Forsegsled 2. 0,25 1/ha + 0,25 1/ha

Forsegsled 3. 2,50 1/ha + 2,50 1/ha

Forseget blev hestet den 4/9. Kerneudbyttet blev mdlt i 5 af 6
fellesparceller, og det gennemsnitlige resultat udregnet.

Til t®lling af kolonier af Cladosporium spp. p& de 3 gverste
blade blev repre®sentativt udtaget 10 aksbzrende skud 5 gange i
perioden 24/6-11/8 i een af fallesparcellerne. Antallet af Clado-
sporium kolonier p& bladene blev opgjort, som beskrevet i afsnit
2.1.

2.3 METEOROLOGISKE OBSERVATIONER OG JORDBUNDSANALYSER

Samtlige meteorologiske observationer er foretaget ved klimasta-
tion 'Flakkebjerg', 100-500 m fra forsegsarealerne. Vandbalancen
er udregnet som nedber (mm) minus fordampning (mm) fra fri vand-
overflade (evaporimeter HL 315). Den gennemsnitlige lufttempe-
ratur ses i Appendix la og 4. Nedbegren ses i Appendix lb og e.
Den gennemsnitlige,  ugentlige vandbalance ses i Appendix lc og f.

Jordbundsanalyser er foretaget pd Centrallaboratoriet i Foulum i
henhold til metodeforskrifter, udarbejdet af Landbrugsministeriet
(1972). En beskrivelse af jordtypen fra markforseg i varbyg og
vinterhvede ses i Appendix 1g og h. I begge tilfelde drejer det
sig om lerjorder med humusindhold pa mellem 2 og 3% og et C/N
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forhold p& omkring 10.
2.4 AFSETNING AF SPRAJTEVESKE

For at male afs®tning af Tilt 250EC pa& jorden blev sprejtevesken
tilsat et fluorescerende sporstof (UVITEX) i m#ngden 2g/100 ml
Tilt 250EC. Ved hj®lp af fotofluorometer kan man male UVITEX-
indholdet i sprejtevesken og pd fx. plantedele og filtrerpapir og
omregne resultaterne til ml afsat propiconazol. Som "opsamlere"
er i de foreliggende forseg anvendt filtrerpapir, fastgjort pa
petriskédle, som var anbragt p& pinde lige over planterne samt pa
jorden mellem rzkkerne. Ved markforseget i varbyg blev UVITEX
tilsat sprojtevaesken til et af forsegsleddene, ved markforseget i
vinterhvede til samtlige forsegsled ved begge sprgjtninger. Ana-
lysemetoden, som er udarbejdet pd grundlag af Fischer (198l1), er
beskrevet i Elmholt (1986b).

2.5 UDTAGNING AF JORDPROVER

I Fiqur 2.1 ses det udstyr, som er anvendt til udtagning af jord-
prever. a viser den type bor, som normalt anvendes til preve-
udtagning ved bestemmelse af fysisk/kemiske parametre (Landbrugs-
ministeriet, 1972). Boret er 'slidset op' i ca. 1/3 af omkredsen,
hvilket umuligger udtagning af uforstyrrede jordprever. Derfor

[ 2 2322322222222 3322332222222 32 2333222222222 222 22X 2222 222 22 2 2 2 & J

Figur 2.1.

Udstyr til udtagning af jordprever til kemiske og mikrobiologiske
undersggelser. a, Abent jordbor (ikke fraktionerede preover). b.
Lukket jordbor (fraktionerede prover). c. Skovle (fraktionerede
prever).

Figure 2.1.

Sampling tools for the collection of soil samples for mycological
and chemical analyses. a., Open soil sampler (non-fractionated
samples). b. Closed soil sampler (fractionated samples). c.

Shovels (fractionated samples).
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fremstilledes p& Analyselaboratoriet et jordbor, hvormed man kan
udtage uforstyrrede, fraktionerede prever til en dybde af 15 cm
(k). Preven kan drejes ud ved hjelp af et gevind og derefter
"ska&res op” i mindre prever af snsket langde. H&ndvagten giver
mulighed for at “stampe" boret ned i jorden om sommeren, hvor
agerjorden i terre perioder er meget hard. Ulempen er, at der
sker en sammenpresning af jorden i boret, og at der skal udtages
et meget stort antal preover, hvis der skal va@re jord til bade
mikrobiologiske og kemiske analyser. I markforseget i vinterhvede
anvendtes derfor i stedet et system af 2 skovle, hvormed det var
muligt med en rimelig arbejdsindsats at udtage forholdsvis store,
uforstyrrede jordprever fra de everste 2 cm (g).

Udtagning af jordprever i varbyg blev foretaget inden fungicidbe-
handling (17/6) og derefter den 21/6, 5/7 og 16/8. Jordprever
blev blandet omhyggeligt og derefter sigtet (maskevidde 2 mm).
Den 17/6 blev der udtaget 40 parallelle jordprever reprasentativt
i forsegsarealet. Den 21/6 blev 4 prover fra samtlige parceller
sammenblandet til 28 prever. Den 5/7 og 16/8 blev de 7 prever fra
hvert forsegsled derpd sammenblandet og delprever heraf udtaget
til jordbundsmikrobiologiske underseégelser. Proverne blev udtaget
i 0-3 cm, den 5/7 desuden i dybderne 3-5 cm og 5-10 cm, med
almindeligt jordbor (Figur 2.1a). Jordprever til restkoncen-
trationsbestemmelse af propiconazol blev udtaget 1/8 i 0-1, 1-2,
2-3, 3-4 og 4-5 cm's dybde med det bor, som er afbildet i Figur
2.1b.

Udtagning af jordprever i vinterhvede blev foretaget 10 gange i
perioden fra den 22/5 til den 11/8. Der blev udtaget 6 preover i
hver parcel i 5 af fellesparcellerne i dybderne 0-1 cm og 1-2 cm
med smd skovle (Figur 2.1¢). Jordpreverne blev blandet grundigt
og sigtet (2 mm). Af de sammensatte jordprever blev udtaget del-
preover til mikrobiologiske undersogelser.

Vandindholdet i jordpreverne blev bestemt for at kunne udregne
resultater pad basis af ter jord. Dobbeltprever & ca. 10 g blev
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afvejet pd grovvagt og terret 1 degn ved 105°C. Vagttabet blev
udregnet i pct. af vadvagt. I Figur 2.2 ses hvorledes jordens
vandindhold, bestemt gravimetrisk, varierede i leobet af perioden
22/5 - 11/8 1986. I perioden fra 22/5 til 2/7 var vandprocenten i
1-2 cm ca. 2% hojere end i 0-1 cm, dog var de nasten ens den
11/6, hvor vandprocenten var steget med 5% i forhold til fore-
gdende preveudtagning. Bortses fra denne stigning 14 vandprocen-
ten i perioden fra 2/6 til 2/7 under 10%, den 2/7 var vandprocen-—
ten i everste cm under 5%. Nar undtages den 16/7, hvor vand-
procenten 14 mellem 8 og 10%, var der i perioden fra den9/7 til
den 11/8 et forholdsvis ensartet vandindhold i jorden pa 13-14% i
0-2 cm's dybde.

2.6 ISOLERING AF JORDSVAMPE (jordvask)
2.6.1 Generel metodebeskrivelse

Jordprover & 359 blev homogeniseret med 350 ml postevand i 3
minutter pd Waring blender ved lav hastighed (8000 omdrejnin-
ger/minut). I forsegene blev anvendt sigter med fwelgende, opgivne
maskevidder: 2,0 mm, 0,9 mm, 0,55 mm, 0,25 mm og 0,125 mm. Jord-
suspensionen blev haldt igennem dette sigtesystem. Tilbageholdte
partikler af den eonskede storrelse blev vasket pé& sigten 5
minutter med bruser, og enkeltpartikler overfort til fast na-
ringssubstrat, tilsat antibiotika (100 ppm penicillin og 150 ppm
streptomycin jvf. Appendix 2). Petriskdlene blev inkuberet i
morke i 2 dage ved 249C og derp& i inkubationsrum i skiftevis UV-
lys/merke (12t/12t) ved 24°C i 8 dage.

2.6.2 Metodeforseg
2.6.2.1 Svampeflora i parallelt udtagede jordprever
40 parallelle jordprever blev udtaget representativt den 17/6 i

varbyg i 0-3 cm's dybde. Fra hver preove blev udlagt 5 organiske
og 5 mineralske partikler (0,55-0,9 mm) p& V8-agar (Appendix 2).
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2.6.2.2 Svampeflora i jordprever, udtaget i forskellig dybde

Fire jordprever blev udtaget den 21/6 i varbyg i 0-3 ¢cm, 3-5 ¢cm
og 5-10 cm's dybde i samtlige parceller. Proverne blev blandet
til en sammensat prove, hvorfra der blev udtaget 1 delpreve. Fra
26 af disse delpreover fra hver dybde blev udlagt 10 organiske
partikler (0,55-0,9 mm) p& V8-agar.

2.6.2.3 Svampeflora pa organiske og mineralske partikler

Til undersegelse af svampefloraen pd organiske 0g mineralske par-
tikler blev kun anvendt jordprever fra det ubehandlede forswegsled
i 0-3 cm (varbyg). Den 17/6 blev fra 40 prever udlagt hhv. 120
organiske og 120 mineralske partikler. Den 5/7 og 16/8 blev fra 3
delprever udlagt hhv. 60 organiske og 90 mineralske partikler,
alle pd V8-agar. Samtlige partikler var i sterrelsesordenen 0,55-
0,9 mm. Der l®#gges hejest 2 organiske partikler/petriskal og
hejest 4 mineralske partikler/petriskal.

Ved overforsel af organiske partikler neddyppes sigten i en Kkry-
stallisationsskdl med 400 ml sterilt fortyndingsmedium (Winograd-
sky 1:20). Organiske partikler svemmer pgra. deres lave vagtfylde
ovenpd og kan derefter overferes med en pasteurpipette til agar.
P& den made kan man handtere meget smd partikler. Ved overforsel
af mineralske partikler er denne metode uanvendelig. Her anvendes
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Figur 2.2,

Sesonsvingninger i jordens vandindhold (%) i dybderne 0-1 cm og
1-2 c¢m. Proverne er udtaget i vinterhvede i perioden 22/5 til
11/8 1986.

Pigure 2.2.

Moisture content (%) in soil samples, taken in winter wheat in
the period from May 22nd to August 11lth 1986 in depths of 0-1 cm
and 1-2 cm.
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en pincet, og det er derfor umuligt at arbejde med partikler, som
er opfanget pa sigter med meget sm& maskevidder (<0.55 mm).

2.6.2.4 Svampeflora pa partikler af forskellig sterrelse

40 jordprever blev udtaget den 3/1 1986 under vedvarende graes i
0-10 cm's dybde og sammenblandet. Heraf blev udtaget 4 delpreover,
som blev vasket gennem sigtesystemet. Fra hver delprove blev
udlagt 10 organiske partikler af storrelserne 0,9-2 mm, 0,55-0,9
mm, 0,25-0,55 mm og 0,125-0,25 mm pad V8-agar.

2.6.3 EFFEKT AF BEHANDLING MED TILT 250EC PA ISOLERING AF JORD-
SVAMPE (MARKFORS@G I VARBYG)

I 1985 blev effekten af Tilt 250EC blev undersegt den 21/6 og 5/7
i prever fra 0-3 cm's dybde. Den 21/6 blev fra 3 delprever udlagt
ialt 60 eller 70 organiske partikler fra hvert led, den 5/7 blev,
ligeledes fra 3 delpreover, udlagt 60 organiske partikler fra
hvert led p& V8-agar. Samtlige partikler var af sterrelsen 0,55-
0,9 mm.

2.6.4 EFFEKT AF BEHANDLING MED TILT 250EC PA ISOLERING AF JORD-
SVAMPE (MARKFORS@G I VINTERHVEDE)

Fra hver af 5 delpreover (een fra hver parcel) blev 10 organiske
partikler af sterrelsen 0,25-0,55 mm udlagt pa jordekstraktagar
(JEA) (Appendix 2). Udlagning af partikler blev foretaget 10
gange i lebet af forar og sommer 1986 (22/5, 28/5, 2/6, 11/6,
25/6, 2/7, 9/7, 16/7, 29/7, 11/8) fra hver af de everste 2 cm.

2.7 ISOLERING AF JORDSVAMPE (pladespredning)

2.7.1 EFFEKT AF BEHANDLING MED TILT 250EC PA ISOLERING AF JORD-
SVAMPE (MARKFORS@G 1 VINTERHVEDE)

Fra hver af 5 prever (een fra hver parcel) blev afvejet delprever
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4 6 g jord med 3 decimalers nejagtighed. Preoverne blev blendet
med 500 ml fortyndingsmedium (Winogradsky 1:20) ved laveste has-
tighed i 2 minutter (Appendix 2). 1 ml af den omrystede jord-
suspension blev overfert til 9 ml sterilt fortyndingsmedium (for-
tynding 10-3) og 1 ml heraf overfort til 9 ml sterilt fortyn-
dingsmedium (fortynding 10~4). Fra hver fortynding blev pa v8-
agar udpladet 0,1 ml pad 3 petriskédle, ialt 30 skdle/forsegsled
for hver dybde. Petriskalene blev inkuberet ved 24°C i merke, og
optalling af totalt antal g#r- og skimmelsvampe foretaget efter 3
dage. Cladosporium spp. og Penicillium spp. blev optalt efter
yderligere 7 dages inkubation.

2.8 IDENTIFIKATION AF JORDSVAMPE
2.8.1 Jordvask

Svampe, isoleret ved jordvask, er undersegt ved hjalp af tape-
preparater (Flegel, 1980) og bestemt i henhold til Barron (1968)
og Domsch et al. (1980). For isolater af Fusarium er der i en vis
udstraekning foretaget artsbestemmelse ved rendyrkning pad PSA og
SNA agar (Appendix 2) og bestemmelse i henhold til Booth (1977)
0g Burgess & Liddell {(1983). Artsbestemmelserne af Fusarium er
udfert i samarbejde med lic. tech. U. Thrane, DTH.

Fplgende kommentarer skal knyttes til jordvaskunderssgelserne:

-~ Begrebet "kolonisationskvotient" defineres som antal fremvok-
sede svampe/antal undersegte jordpartikler (Gams & Domsch,
1967).

~ Det forekommer ikke sjzldent, at langsomtvoksende svampe over-
vokses af hurtigere voksende. I tilf#lde hvor dette har umulig-
gjort identifikation, er anvendt benavnelsen "overvoksede iso-
later™.

- "Sterile isolater" omfatter isolater med septerede hyfer, som
ikke er sporuleret under de givne inkubationsbetingelser.

- Til Phycomycetes er henregnet sterile isolater med usepterede

hyfer.
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- Til formorden Sphaeropsidales er henregnet isolater, hvis koni-
dier dannes i pyknider. Langt de fleste isolater har l-cellede
ellipsoide, morke konidier og tilherer sandsynligvis slagten
Phoma Sacc.

- Cephalosporium-lignende isolater er defineret i henhold til
Gams (1971).

- Til prim@re saprotrofe svampe er medregnet folgende:
Alternaria, Botrytis ciperea, Cladosporium spp., Epicoccum
purpurascens (= E., nigrum Link ex Link), Stemphylium botryosum
og Ulocladium.

- Kun f& isolater er bestemt til artsniveau. Autornavne pad sleg-
ter og arter findes i Appendix 3, men er for overskuelighedens
skyld ikke medtaget i resten af teksten.

- Inden for slagterne Fusarium og Penicillium er der foretaget
flere artsbestemmelser end det fremgdr af efterfelgende. Disse
resultater vil blive publiceret andetsteds, néir de er fer-
digtbearbejdede.

2.8.2 Pladespredning

I forbindelse med pladespredningsforsegene er opgjort antal skim-
melsvampe og antal g@rsvampe. Blandt skimmelsvampene er foretaget
optalling af Cladosporium spp. og Penicillium spp. Enkelte repra-
sentative g®rsvampe er identificeret af professor A. Stenderup,
Afd. for Medicinsk Mykologi, Arhus Universitet.

2.9 EFFEKT AF BEHANDLING MED TILT 250EC PA DEN MIKROBIELLE
RESPIRATION I JORDPROVER, UDTAGET FRA MARKFORSOG I VINTERHVEDE

I jordprever, udtaget den 22/5, 3/6, 9/7 og 11/8 1986 blev der
foretaget bestemmelse af respiration (COz—udvikling) i laborato-
rieforseg efter en metode, modificeret efter Petersen (1926).
Forsegene blev udfert med jord, tilsat 0,5% lucernemel. Pa
grundlag af vandbestemmelsen blev udregnet hvor meget jord (vad-
vegt), der skulle tages i anvendelse for at svare til 50 g ter
jord. Jord og lucernemel blev blandet grundigt, og en mangde
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svarende til 50,3 g ter jord + lucernemel blev afvejet i 1 liter
flasker. Hver flaske blev vandet op til en vandprocent (vad-
vegtsbasis) pd 17, svarende til mellem 80 og 90% af jordens
markkapacitet. Flaskerne blev inkuberet ved 25°C. COj;-udviklingen
blev m&lt efter 1, 2, 3, 4, 7, 10, 14, 18, 23 og 29 dage péa
gaschromatograf (GC) med varmetradsdetektor og Porapak R kolonne
(Bridge current: 150 mA; Detektortemperatur: 250 grader; He~-Flow:
2 ml/min; Injektion: 1.0 ml). P& grundlag af en standardkurve (1,
2 0g 3 % COp V/V) blev den udviklede C0/50 g ter jord bestemt
efter forst at vere korrigeret for blindvardi ved maling af CO, i
tom flaske. Flaskerne blev efter maling beluftet, og nar CO3~
indholdet i flaskerne var som i atmosfaren, blev jorden vandet op
til begyndelsesvagten, og flaskerne inkuberet til naste maling.

2.10 STATISTISK RESULTATBEHANDLING

Resultater af mikrobiologiske populationsundersegelser, som pla-
despredning og jordvask, er ikke normalfordelte (Parkinson et
al., 1971; Atlas & Bartha, 1981). I sadanne tilfzlde kan man
anvende fordelingsfri statistik. Til jordvaskforsegene er saledes
brugt x2-test (chi square) (2 x 2 contingency tables med Yates'
korrektion) (Campbell, 1974). Gennemsnitsresultaterne af plade-
spredningforsegene er testet med en t-test (forudsztter normal-
fordelt talmateriale), efter at det forst blev eftervist, at
variationen mellem antallene af svampe/g ter jord fra de 5
fellesparceller ikke var statistisk signifikant, s& hele materia-
let (n=15) kunne samles. Til at teste dette kan der foretages en
variansanalyse pa& logaritmen til tallenes standardafvigelse. Nar
antallet af observationer i det enkelte forsegsled er s& hejt som
15, er det rimeligt at antage, at gennemsnitsvardierne er normal-
fordelte (Kendall & Stuart, 1977 p.206).
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3. RESULTATER

3.1 MARKFORSYG I VARBYG

Byggen var kun meget svagt angrebet af patogene bladsvampe. Det
gennemsnitlige kerneudbytte ses i Tabel 3.1. Ved behandling viser
resultaterne en udbyttestigning, som dog ikke er statistisk sig-
nifikant. LSD va®rdien er forholdsvis stor, hvilket skyldes en
signifikant blokeffekt, som ikke kunne fork’ares. Ved den hoje
dosering (5,0 1/ha) s&s nogen svidningsskade og et fald i udbyt-
KRAKRKKKKRRKRKRKRKRKKRARKRR R KRR KRKRRRKRKKRRRRKRRRKRKRRRRAK KRR RRRKRRRkkhkkhkkkkkkkkkxhkkk
Tabel 3.1.

Kerneudbytte ved spreojtning med Tilt 250EC i véarbyg 1985 og
vinterhvede 1986 (hkg/ha). LSD: mindste, signifikante forskel
(p<0,05) (ANOVA).

Table 3.1.

The yield in spring barley 1985 and winter wheat 1986 (hkg/ha) by
application of Tilt 250EC. LSD: Least significant difference
(p<0,05) (ANOVA).

Dosering Varbyg vinterhvede
Ubehandlet 67,22 78,9P
0,2 1/ha 69,82

0,5 1/ha 83,52
1,0 1/ha 72,32

5,0 1/ha 71,12 84,62
LSD 5,5 3,9

RERARRRRR R AR KRR AR AR A AR R R R R R R RRRREXA AR R R RRRR KRR KRR AR ARRR KRR AR XXX Ak Rk X
tet i forhold til det led, som blev behandlet med 1,0 1 Tilt
250EC/ha. I Figur 3.1 ses forekomsten af Cladosporium spp. pa de
3 pverste blade. P& blad 2 og 3, som var fuldt udviklede ved
sprejtning, ses en meget kraftig effekt i form af et mindre
antal/cm?2 efter behandling. Der ses ingen tydelig effekt pa
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Cladosporium péd& fanebladet, som kun akkurat var synligt og
sammenrullet pa sprojtetidspunktet. Resultater af eovrige under-
sogelser vedrorende forekomst af bladsvampe er omtalt i Elmholt
(1986b). Folgende konklusioner medtages her:

- Cladosporium spp. var meget hyppigere forekommende i led 1
(ubehandlet) og 2 (0,2 1/ha) end i led 3 (1,0 1/ha) og 4 (5,0
1/ha), ogsd pd de nedre, nekrotiske blade.

- Ved behandling sé&s en stigende forekomst af Mucor bade pa
grgnne og - is@r - pa& nekrotiske blade.

- I led 3 og 4 sds en forpvget forekomst af Sporobolomyces, Epi-
coccum purpurascens og Aureobasidium pd de grenne blade samt af

Epicoccum purpurascens pd de nekrotiske blade.
- Fusarijum spp. blev fundet hyppigst p& nekrotiske blade i led 2

og 3.

- Alterparia blev isoleret hyppigt, is®r fra nekrotiske blade,
undtagen i led 4.

- Helminthosporium blev kun fundet i led 1.

3.2 MARKFORS@G I VINTERHVEDE

Hveden blev i nogen grad angrebet af meldug og bladlus i lebet af
sommeren. Da det faldt uden for forsegets formé&l, er der ikke
foretaget vurdering af angreb. Det gennemsnitlige kerneudbytte
ses 1 Tabel 3.1. Resultaterne viser en statistisk signifikant
forskel mellem det ubehandlede og de behandlede forsegsled, men
ikke mellem de behandlede indbyrdes. I Figur 3.2 ses forekomst af
Cladosporium spp. pd hvedens 3 overste blade. I mods#®tning til
byggen blev hveden sprejtet 2 gange, sidste gang ved begyndende
skridning, hvor fanebladets overside var fuldt eksponeret, Effek-
ten pad forekomst af Cladosporium spp. pd fanebladet i hvede er
storre end i varbyg. P& blad 2 og - is@r - pa& blad 3 er der en
meget stor effekt; sdledes blev der i de fleste tilfalde talt 3-5
gange s& mange Cladosporium spp./cm? i led 1 (ubehandlet) som i
led 3 (5,0 1 Tilt 250EC/ha).
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Tabel 3.2.

Afsetning af Tilt 250EC (pg a.i./cm?) pad jord og over planted®kke
ved 1. sprejtning 27/5 og 2. sprejtning 17/6 1986 (gennemsnit med
s.d., s.e.m. og ¢.v.). l=ubehandlet. 2=0,5 1/ha. 3=5,0 1/ha.

Table 3.2.

Deposition of Tilt 250EC (pg a.i./cm?) above the crop (winter
wheat) and on the so0il at the first application on May 27th and
the second application on June 6th 1986 (means with s.d., s.e.m.,
and c.v.). l=control. 2=0.5 1/ha. 3=5.0 1l/ha.

Gennemsnitlig
afs#tning
Led n ng a.i./cm? s.d. s.e.m. cC.V.
Treatment Deposition
1. sprejtning
(27/5)
1 36 0,00 0,00 0,00 -
Over = —ommem s m e eo— oo —oeoo——o—
plantedzkke 2 36 0,47 0,12 0,02 0,26
above crop === ----m-memmmmmmmmm e
3 36 5,49 0,88 0,15 0,16
1 36 0,00 0,01 0,00 -
P& jord = = @ memm e
on soil 2 36 0,23 0,07 0,01 70,30
3 36 2,06 0,67 0,11 0,33
2. sprejtning
(17/6)
1 36 0,00 0,01 0,00 -
Over = —ommmemm s e e m—e— o m e
plantedakke 2 36 0,44 0,09 0,02 0,20
above crop == —----—-——-m—memmmrmm e e
3 34 4,28 0,65 0,11 0,15
1 34 0,00 0,00 0,00 -
P& jord = = = = mmmeeme e e —m———ee
on soil 2 36 0,07 0,03 0,01 0,43
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3.3 AFSETNING AF SPROJTEVESKE

I afsztningsforseget i varbyg blev i gennemsnit pad jorden afsat
22% af den ma&ngde, som blev opsamlet over planted®zkket. Resul-
taterne er mere udferligt beskrevet i Elmholt (1986b). I forseget
i vinterhvede blev mdlt afsa@tning i samtlige forsegsled ved begge
sprejtninger hhv. over plantedazkket og p& jorden (Tabel 3.2). Ved
begge disse sprejtninger 14 vindhastigheden mellem 3,4 og 5,4
m/sek. Udsprejtning af 0,25 1 Tilt 250EC/ha giver en teoretisk
afsetning af 0,62 pg a.i./cm? over planted®zkket i led 2. Ved 1.
sprejtning blev der i gennemsnit i led 2 fundet 0,47 pg a.i./cm?
over plantedzkket og 0,23 pg a.i./cm? pa& jorden, hvilket vil
sige, at 49% blev afsat pa jorden. I led 3 blev der afsat 5,49 ng
a.i./cm? over planted®zkket mod 2,06 ug a.i./cm? p& jorden (afset-
ning pa jord 38%). Ved 2. sprojtning blev der i led 2 fundet 0,44
pg a.i./cm? over plantedzkket og 0,07 pg a.i./cm? pd jorden
(afsetning 16% pd jord), mens der i led 3 blev fundet 4,28 pg
a.i./cm? over plantedzkket mod 0,57 pg a.i./cm? pd jorden (afsat-
ning 13% p& jord). Over plantedzkket blev sdledes genfundet
mellem 70 og 90% af den teoretisk udregnede, udsprejtede mangde
propiconazol. Den laveste genfindelse blev fundet i led 3 ved 2.

sprejtning.

3.4 ISOLERING AF JORDSVAMPE

3.4.1 Metodeforseg (jordvask)

Resultater af metodeforseg er samlet i Appendix 4.

3.4.1.1 Svampeflora i parallelt udtagede jordprever

Ialt blev undersegt 400 partikler fra 40 prover (Appendix 4a).
Den gennemsnitlige kolonisationskvotient var 0,7940,3 (varia-
tionsbredde 0,0-1,4). Isolater tilherende slagten Fusarium blev

fundet i 80% af preverne, E, culmorum i 43%. Isolater af slagten
Penicillium blev fundet i 50% af preverne, Acremonium i 30%,
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Figur 3.1.
Forekomst af Cladosporium spp./cm? p& byggens 3 gverste blade
(gennemsnit med s.e.m., n=30). Prgver udtaget 22/7 1985.

Figure 3.1.
Occurrence of Cladosporium spp./cm? on the upper 3 leaves of barley
(means with s.e.m., n=30). Samples were taken on July 22nd 198S.

4 Cladosporium spp./cm?
[] Ubehandlet 'k
1 N0,2 1/ha
so | B0/ [
Ms,0 1/na
bo +
30
20
10

Faneblad Blad 2
Flag leaf Leaf 2
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Cylindrocarpon i 25%, Microdochium i 33%, Mortierella i 43%.
Sterile isolater (incl. Phycomycetes) blev fundet i 78% af pro-
verne.

3.4.1.2 Svampeflora i jordprever, udtaget i forskellig dybde

Fra hver af de 3 dybder blev undersegt 260 organiske partikler
(Appendix 4b). Kolonisationskvotienten var ca. 1 for de gverste 3
cm, mens den var en smule lavere for de underliggende dybder. Det
sterre antal svampe i det overste jordlag skyldes en steorre
forekomst af phycomyceter (Absidia, Mucor, Mortijierella samt ste-
rile Phycomycetes), som udgjorde 30% i 0-3 cm's dybde og 24% i 3-
10 cm. Isolater af Fusarium udgjorde 9% i 0-3 cm og <5% i de 2
andre dybder. Penicillium udgjorde 10-12% af isolaterne i alle
dybder. Sterile, septerede isolater udgjorde 18% i preverne ind-
til 5 cm's dybde og 22% i 5-10 cm's dybde. De ovrige svampe
(herunder primare saprotrofe svampe) blev fundet med meget lave

frekvenser.
3.4.1.3 Svampeflora pd organiske og mineralske partikler

Til belysning af svampevakst fra forskellige slags partikler blev
undersegt 240 organiske og 300 mineralske partikler (Appendix
4c). Der er meget stor forskel pa kolonisationskvotienten, som
for organiske var 1,31 og for mineralske 0,70. Desuden er der
store forskelle i svampefloraens sammensetning. Sdledes udgjorde
Fusarium 31% af isolaterne fra organiske partikler mod 4% for

A AR KRR R AR KRR KRR KR AR AR KRR RRR AR KRR AR A ARNARR ARk Ak hkhkhkhkkhkkdhhkkhkhhhkhhhhkkhkkkk

Figur 3.2.

Forekomst af Cladosporium spp./cm? p& hvedens 3 overste blade
efter behandling med Tilt 250EC (gennemsnit med s.e.m., n=10).
Prover udtaget i.perioden 27/6 til 11/8 1986.

Figure 3.2.

Occurrence of Cladosporium spp./cm? on the upper 3 leaves of
wheat (means with s.e.m., n=10). Samples were taken during the
period of June 24th to August 1lth 1986.
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mineralske. G@#rsvampe blev ikke fundet p& de organiske partikler,
mens de udgjorde 8% af isolaterne fra mineralske partikler.
Phycomycetes udgjorde 20% af isolaterne fra organiske partikler
mod 3% fra mineralske. Primere saprotrofe svampe udgjorde 10% af
isolaterne frd organiske partikler mod 3% fra mineralske partik-
ler. Fra mineralske partikler blev isoleret en r@kke langsomtvok-
sende svampe, fx. Exophiala jeanselmei, Fusarium merismoides,
Ramichloridium schulzeri, Tetracladium setigerum, Verticillium
tenerum og Volutella ciliata.

3*
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3.4.1.4 Svampeflora pd partikler af forskellig sterrelse

Til undersogelse af den isolerede svampefloras sammens@tning som
funktion af partikelsterrelse blev undersegt 40 organiske partik-
ler af 4 storrelsesordener (Appendix 4d). Der ses en tydelig
stigning i kolonisationskvotient med 0,95 for partikler p& 0,125-
0,25 mm, 1,08 for partikler pa& 0,25-0,55 mm, 1,48 for partikler
p& 0,55-0,9 mm og 1,68 p& partikler pd 0,9-2 mm. Ligeledes steg
andelen af overvoksede isolater fra <5% for de 2 mindste maske-
vidder til 25-30% for de sterste. Langsomtvoksende svampe som
Ramichloridium schulzeri, Beauveria bassiana, g®rsvampe, og Phia-
lophora blev kun isoleret fra partikler <0,55 mm, mens phyco-
myceter kun udgjorde 3% af svampene p& disse partikler mod 70% pa
partikler >0,55 mm. Fusarium udgjorde 5% af isolater fra partik-
ler <0,55 mm, 20% af isolater pd partikler af sterrelse 0,55-0,9
mm og 25% af isolater pd partikler af storrelse 0,9-2 mm, Sterile
isolater udgjorde 36% af isolater p&d partikler <0,55 mm mod 21%
af isolater pd partikler >0,55 mm. Penicillium udgjorde 3% af
isolater pa& partikler <0,55 mm mod 10% af isolater pad partikler
>0,55 mm.

3.5 EFPEKT AF BEHANDLING MED TILT 250EC I VARBYG PA JORDSVAMPE

Effekten af Tilt 250EC blev undersegt 3 dage efter sprejtning
(21/6) og 17 dage efter sprejtning (5/7). Den 21/6 14 kolonisa-
tionskvotienten mellem 0,93 i led 1 (ubehandlet) og 1,30 i led 2
(0,2 1/ha) (Appendix 4e). En Xx2-test viser, at kun forskellen i
antal partikler med svampevakst mellem led 1 og 2 er statistisk
signifikant (p<0,05), jvf. Appendix 5. Hvad angar svampefloraens
sammensatning er der ingen isjnefaldende forskelle. Den 5/7 var
kolonisationskvotienten generelt hejere, varierende fra 1,38 i
led 2 til 1,85 i led 3 (1,0 1/ha) (Appendix 4f). I ingen til-
felde var forskellene mellem leddene mht. antal partikler med
vekst signifikant (Appendix 5). Antallet af phycomyceter synes
korreleret til behandlingseffekt, sdledes udgjorde de 25% af
isolaterne i led 1, 28% i led 2, 38% i led 3 og 47% i led 4 (5,0



- 37 -

1/ha).

3.6 EFFEKT AF BEHANDLING MED TILT 250EC I VINTERHVEDE PA
JORDSVAMPE

3.6.1 Jordvask

Jordvask blev brugt til at isolere jordsvampe fra alle 3 for-
segsled i 0-1 cm og 1-2 cm's dybde i perioden 22/5 (inden
sprejtning) til 11/8 1986. Resultaterne ses i Tabel 3.3 og 3.4.
Garsvampe forekom hyppigst i juni og ferste halvdel af juli.
Gersvampe udgjorde 14% af isolaterne i 0-1 cm mod 10% i 1-2 cm. I
det ubehandlede forsegsled kan effekt af udtagningstidspunkt og
dybde vurderes. Der ses ingen tydelig sammenha&ng mellem udtag-
ningstidspunkt og kolonisationskvotient, hverken i egverste eller
ne&steverste cm. Der var vakst fra 87% af partiklerne i 0-1 cm,
fra 81% i 1-2 cm. Denne forskel er signifikant ((p<0,01) ved x}—
test. De primare saprotrofe svampe udgjorde 5% af isolaterne i
gverste cm mod 3% i nesteverste, og de forekom fortrinsvis i

AERKRKERAR KRR KRR A KRR R AR R KRR AKRRR R RKRRRRKKXRRKRN Rk ARk Rkkhkkhkkkkkhkhkhkkkx%k

Tabel 3.3.

Effekt af sprojtning med Tilt 250EC i vinterhvede pé& forekomst af
svampe, isoleret ved jordvask. Proverne er udtaget i perioden
22/5 til 11/8 1986 i 0-1 cm og 1-2 cm. a Antal undersogte jord-
partikler. b Antal partikler m/ vakst af svampe. ¢ Partikler m/
vekst af svampe (%). d Antal isolerede svampe. € Kolonisations-
kvotient.

Table 3.3.

Effect of application of Tilt 250EC in winter wheat on the
occurrence of fungi, isolated by soil washing. The soil samples
were taken during a period from May 22nd to August 11th 1986 in
depths of 0-1 cm and 1-2 cm. a Number of examined soil particles.
b Number of particles with fungal growth. ¢ Particles with fungal
growth (%). d Numbers of isolated fungi. e Quotient of coloniza-

tion.
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Udtagning 22/5 28/5 2/6 11/6 25/6 /7 97 16/7 29/7 11/8 lalt
------------------------- R o T EES R
Forsogsled 1 a 50 50 S50 50
-1 cm
b 43 42 45 a4 a6 a3 46 40 43 45 437
c 86 84 90 88 92 86 92 80 86 90 87
d 50 42 57 56 57 53 64 a7 54 59 539
e 1.00 0.84 1.14 1.12 1.14 1.06 1.28 0.94 1.08 1.18 1.08
Forsogsled 1 a S50 S50 50 S0 50 50 50 50 50 S0 500
1-2 cm LT R L
b
-
c
d
e
Udtagning 22/5 28/5 2/6 11/6 25/6 2/7 9/7 16/7 29/7 11/8 lalt
Forsogsled 2 a 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 500 -‘
L S et
b 46 44 44 44 a1 45 41 48 36 43 438
[ 92 L 8B 88 94 90 B2 96 72 86 88
d 57 57 56 58 60 50 57 59 42 56 552

Forsogsled 2 a S50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 500
1-2 cm B et e el
b 45 45 45 42 45 43 46 38 33 30 412
c 90 90 90 B84 90 86 92 76 66 60 B2
d 57 53 55 a4 55 49
e 1.14 1.06 1.10 0.88 1.0 0.98
udtagning 22/5 28/5 2/6 11/6 25/6 2/7 9/7 16/7 29/7 11/8 Talt
......................... [P SO N O DU SR S SUNREY PP PR
Forsogsled 3 a 50 50 50 50 50 S0 S0 S0 50 50 500
0-1 cm
b 41 47 a4 40 43 43 34 42 40 45 419
c 82 94 a8 80 86 86 68 84 80 90 B84
] 48 56 58 51 64 53 44 58 a6 67 545
e 0.96 1.12 1.16 1.02 1.28 1.06 0.88 1.16 0.92 1.34 1.09
_________________________ S U PSS SO JQUPU U JUVIU U SO [ -—
Forsegsled 3 a 50 50 50 50 50 S50 50 50 50 50 500
1-2 cm
b 36 43 46 42 42 a4 36 44 40 46 413
c 72 86 92 84 84 88 72 88 80 92 84
d 43 54 61 52 52 61 46 62 524
e 0.86 1.08 1.22 1.04 1.04 1.22 0.92 1.24 1.05

sidste halvdel af vekstsasonen. Aureobasidium udgjorde 7-8% af
isolaterne i begge dybder og udviser ingen sasonvariation. Det

gjorde heller ikke fx. Penicillium, Acremonium, Fusarium,
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Cylindrocarpon, Mucor, Mortierella og Sphaeropsidales. Fusarium
(excl. F. tabacinum) udgjorde 11% af isolaterne i 0-1 cm, 10% i
1-2 cm.

Sammenlignes for hvert udtagningstidspunkt de 3 forsegsled ind-
byrdes ved hj®lp af en xz—test ses, at der kun i ganske fa
tilfelde er statistisk signifikante forskelle i antallet af par-
tikler m/ vekst (Appendix 5). Den 22/5 blev i 1-2 cm isoleret
signifikant f#rre svampe i led 3 (5,0 1/ha) end i led 1 (ubehand-
let) og led 2 (0,5 1l/ha) (p<0,05). Denne preveudtagning blev
foretaget inden behandling, hvor man ikke forventer en forskel. I
den efterfplgende periode indtil 9/7 blev der ikke registreret
signifikante effekter. Den 9/7 ses i everste cm en dosisafhengig
effekt, idet der var vakst fra 92% af partiklerne i led 1, fra
82% i led 2 og fra 68% i led 3. Forskellen mellem led 1 og 3 er
statistisk signifikant (p<0,01). I nesteverste cm blev der
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Tabel 3.4.

Effekt af sprejtning med Tilt 250EC i vinterhvede péa
sammensetning af svampe, isoleret ved jordvask.

a. Ubehandlet (dybde 0-1 cm).

b, Ubehandlet (dybde 1-2 cm).

<. 0,25 + 0,25 1/ha (dybde 0-1 cm).

d. 0,25 + 0,25 1/ha (dybde 1-2 cm).

e, 2,50 + 2,50 1/ha (dybde 0-1 cm).

f£. 2,50 + 2,50 1/ha (dybde 1-2 cm).

Table 3.4.

Effect of application of Tilt 250EC in winter wheat on the
composition of soil fungi, isolated by soil washinag. '
a. Control (depth 0-1 cm)

b. Control (depth 1-2 cm)

C. 0.25 + 0.25 1/ha {(depth 0-1 cm)

d. 0.25 + 0.25 1/ha (depth 1-2 cm)

e, 2.50 + 2.50 1/ha (depth 0-1 cm)

£. 2.50 + 2.50 1/ha (depth 1-2 cm)
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ligeledes isoleret signifikant fe#rre svampe fra led 3 end led 1.
P4 de efterfelgende udtagningstidspunkter var der i nogle til-
felde vakst fra flere partikler i de behandlede forsegsled end i
det ubehandlede, forskelle der i enkelte tilf®lde ogsd var sta-
tistisk signifikante (p<0,05).

For ingen af de identificerede svampe ses totalt en dosisafhengig
effekt. Der er dog enkelte, som blev isoleret lidt hyppigere fra
led 1 end fra de behandlede led: Det drejer sig om Cladosporium,
som i 0-1 cm udgjorde 4% af isolaterne mod 2% i led 2 og 3. I 1-2
cm udgjorde den 2% i led 1 mod 1-2% i led 2 og 3. Fusarium (excl.
F. tabacinum) udgjorde i 0-1 cm 11% af isolaterne i led 1, 5% i
led 2 og 7% i led 3. I 1-2 cm udgjorde Fusarium 10% i led 1, 7% 1
led 2 0g 10% i 1led 3. Gersvampe udgjorde i 0-1 cm 14% i1 led 1 mod
12% i led 2 og 3. I 1-2 cm udgjorde gazrsvampe 10% i led 1 og 5-8%
i led 2 og 3. Blandt de svampe, som helt sikkert ikke synes
padvirket af behandling er Sphaeropsidales, Mucor, Mortierella,
Acremonium, Paecilomyces, Penicillium og Fusarium tabacinum. En
del arter blev isoleret i s& ringe antal, at det ikke Kkan
vurderes, om de var pavirket eller ej (Absidia glauca, Beauveria
bassiapa, Cochliobolus, Dendryphion nanum, Epicoccum purpur-
ascens, Hormiactis candida, Myrothecium verrucaria, Periconia
macrospinosa og Ramichloridium schulzeri).

3.6.2 Pladespredning

Pladespredning blev brugt til at isolere jordsvampe fra alle 3
forsegsled i 0-1 cm og 1-2 cm's dybde i perioden fra 22/5 (inden
sprejtning) til 11/8 1986. Resultaterne i Figur 3.3 og 3.4 er
udregnet som antal kolonidannende enheder (colony-forming units,
CFU)/g ovnter jord. Resultater for 2 forskellige fortyndinger 10~
3 og 1074 er vist. Gennemsnitsresultater ses i Appendix 6 med
angivelse af s.e.m. 0g resultater af en l-sidet variansansanalyse
for effekt af fungicidbehandling. Det antal svampe, som beregnes
pPr. g jord ved fortynding 1073, er generelt lavere end det tal,
som beregnes pa grundlag af samme preve ved fortynding 10-4,
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Figur 3.3.

Sesonsvingninger og effekt af fungicidbehandling pd skimmelsvam-
pe, isoleret ved pladespredning (CFU x 105/g tor jord) (gennem-
snitsverdier med s.e.m., n=15)}.

a Skimmelsvampe Fortynding 1:103 Dybde 0-1 cm.

b " " 1:103 *1-2 0t
< " “ 1:104 “ 0-1 "
d " " 1:104 oo1-20t
e Cladosporium spp. " 1:103 "0-1
£ " : 1:103 “1-20
g " " 1:104 "0-1
h " . 1:104 "o1-20t
i Penicillium spp. " 1:103 “ o 0-1 "
i " “ 1:103 “1-2
k " " 1:104 " 0-1 "
1 " " 1:104 “o1-2 0"

Figure 3.3.

Seasonal fluctuations and effect of application of Tilt 250EC on
the number of mycelial fungi, isolated by plate dilution (CFU x
10°/g dry soil) (means with s.e.m., n=15).

a Hyphomycetes Dilution 1:103 Depth 0-1 cm.
b " " 1:103 1.2 0
c " " 1:104 " 0-1 "
d " " 1:104 “o1-2 0t
e Cladosporium spp. 1:103  * 0-1 "
£ " " 1:103 1.2
g . " 1:104 "0-1 "
h " " 1:104 + 1-2 ¢
i Penicillium spp. " 1:103 " 0-1 "
i “ " 1:103 1.2
k " " 1:104 “  0-1"
1 " " 1:104 "o1-2 0t
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Omvendt ses, at usikkerheden, udtrykt som standardfejlen pé&
middeltallet (s.e.m.) er sterre ved 10~4 end ved 1073,

Der blev foretaget opt®lling af skimmelsvampe, ialt (incl. Clado-
sporium spp. og Penicillium spp.) (Figur 3.3a-d), Cladosporium
spp. (Figur 3.3e-h), Pepicillium spp. (Figur 3.3i-1) samt af
gersvampe (Figur 3.4). Antallet af skimmelsvampe 14 mellem
200.000 og 1.200.000 i 0-1 cm og mellem 200.000 og 900.000 pr.
gram jord i 1-2 cm. Antallet af gazrsvampe var en del hajeré:
mellem 500.000 og 3.500.000 i 0-1 cm og mellem 100.000 og
1.000.000 i 1-2 cm. Der blev sdledes for badde gzr- og skimmel-
svampe isoleret flere i 0-1 ¢m end i 1-2 cm, et resultét som
kunne reproduceres gennem hele szsonen. Der er forskelle mellem
skimmelsvampene, idet Cladosporium spp. blev fundet i storst
antal i 0-1 cm, hvorimod Penicillium blev fundet 1 storst tal i
1-2 cm (se ogsd Appendix 6). Resultaterne viser meget store
s@sonvariationer. For skimmelsvampe er disse variationer i
perioden 11/6 til 9/7 tydeligt korreleret til svingningerne i
jordens vandindhold (Figur 2.2). Den 11/6 og 9/7 ses>séledes
stigninger i antallet af isolerede svampe pa& nasten 100%, mens
antallene i perioden med meget tert vejr (25/6 og 2/7) faldt til
omtrent samme niveau som i perioden 22/5 til 2/6. Fra den 9/7 til
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Figur 3.4.

Se@sonsvingninger og effekt af fungicidbehandling pd g@rsvampe,
isoleret ved pladespredning (CFU x 105/g tor jord) (gennemsnits-
verdier med s.e.m., n=15),

a Garsvampe Fortynding 1:104 " 0-1 cm.

b . " 1:104 "2

Figure 3.4.

Seasonal fluctuations and effect of application of Tilt 250EC on
the number of yeast fungi, isolated by plate dilution (CFU x 10°/g
dry soil) (means with s.e.m., n=15),.

a Yeast fungi  Dilution  1:104 " 0-1 cm.

b " " 1:104 “1-2



55

Garsvampe, ialt (CFU«x 105/9 jogd)

o Blastomycetes, sum of (CFUx107/g soil)

a. 0-11cm, fortynding 1 :10“
35

30

25 -

20 —

e ubehandlet
== = 0.25 + 0.25 I/ha
=t 250 4 2.50 I/ha

Gersvampe, ialt ( CFU«x 105/g jogd)
40

b. 1-2 cm, fortynding 1 :10“
35 -
30 —

25 -

20

Blastomycetes, sum of (CFUx10”/g soil)

Dato
Date

ubehandiet
= = = 0.25 + 0.25 I/ha
=== 2,50 + 2.50 !/ha

Dato
Date




- 56 -

den 11/8 1& antallet af skimmelsvampe generelt 100-200% hejere
end i forste del af perioden. I perioden 11/6-9/7 viser antallet
af garsvampe samme korrelation til jordens vandindhold i bade 0-1
cm og 1-2 cm. Derudover ses en markant stigning i antallet af
garsvampe i 0-1 cm den 28/5. Der ses ikke for garsvampene en
stigning i antallet mod slutningen af perioden, tvaertimod. Bade i
0-1 cmog il-2 cm ses et drastisk fald i antallet, til et niveau
som ligger lavere end ved periodens begyndelse. 21 reprasentativt
udvalgte isolater af gar fra pladespredningsforseg blev arts-
bestemt. Heraf udgjorde Cryptococcus laurentii 10, ¢, albidus 8,
Rhodotorula flavus 1 og R, glutipnis 1. Derudover blev der i
jorden fundet isolater, tilherende den ballistosporedannende
slagt Sporobolomyces. Sasonsvingning i antallet af Cladosporium
spp. svarer ngje til svingningerne i det totale antal svampe,
hvorimod antallet af Penicillium spp. hverken 0-1 cm eller 1-2 cm
viser nogen s#sonsvingninger overhovedet.

Variationer i antallet af isolerede svampe som felge af behand-
ling fremgar af figurmaterialet, og kun de vigtigste forskelle
skal trzkkes frem: I perioden fra den 22/5 til den 2/6 registre-
redes ingen behandlingseffekt pé& det totale antal skimmelsvampe.
Den 11/6 blev der isoleret dobbelt sd& mange svampe i led 1 som i
led 2 og 3, en statistisk sikker behandlingseffekt (Figur 3.3c).
I perioden fra 9/7 til 11/8 blev der ligeledes fundet en statis-
tisk sikker behandlingseffekt i led 3 (Figur 3.3a). Effekten var
storst i 0-1 cm. For Cladosporium spp. er der en tydelig dosis-
afhengig effekt, selv om tallene er sma. I 0-1 cm ses effekten i
hele perioden fra 2/6 til 11/8. I 1-2 cm ses effekten fra den 9/7
(Figur 3.3e-f).For Penicillium spp. var der ingen behandlings-
effekt. Gersvampene Kkunne ikke ta®lles ved 10~3 (for mange
kKolonier!). Bortset fra den 28/5, hvor der i 0-1 cm ses en tyde-
lig dosisafha®ngig behandlingseffekt, synes der at vare en svag
tendens til en foregelse i antallet af gersvampe i led 2 i bade
0~1 cm og 1-2 cm's dybde. Det generelle billede af pladesprednin-
dgerne er, at behandlingseffekterne - is@r i ferste halvdel af den
undersogte periode - er relativt smd i forhold til s@sonsving-
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ningerne.
3.6.3 Mikrobiel respiration

Til undersogelse af mikrobiel aktivitet i jordprever, udtaget i
vinterhvede, blev der foretaget méling af respiration i form af

COy-udvikling. Malinger blev foretaget i 0-1 cm og 1-2 cm den
22/5 (Figur 3.5a-b), den 3/6 (Figur 3.5¢c-d), den 9/7 (Figur 3.5e-
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Figur 3.5.

Effekt af Tilt 250EC pé& respiration i jordprever, udtaget i
vinterhvede 1986. Resultaterne er angivet som daglig udskillelse
atf CO, (mg) {(gennemsnitsvaerdier med s.e.m., n=4) samt total
udskillelse af COp, (mg) i 30 dage.

Jordprever udtaget 22/5 i 0-1 cm's dybde.

Jordprever udtaget 22/5 i 1-2 cm's dybde.

0-1 cm's dybde.

1-2 cm's dybde.

0-1 cm's dybde.

1-2 cm's dybde.

0-1 cm's dybde.

1-2 cm's dybde.

Jordprever udtaget 3/6
Jordprever udtaget 3/6
Jordprever udtaget 9/7
Jordprever udtaget 9/7
Jordprever udtaget 11/8
Jordprever udtaget 11/8

Bbla e oo o
[ N T = N W

Figure 3.5.

Effect of Tilt 250EC on soil respiration in samples from winter
wheat 1986. The results are shown as daily evolution of COp (mg)
(means with s.e.m., n=4) and total evolution of C02 (mg) during a
period of 30 days.

Sampling at 22/5 in 0-1 cm's depth.

Sampling at 22/5 in 1-2 cm's depth.

Ssampling at 3/6 in 0-1] cm's depth.

Sampling at 3/6 in 1-2 cm's depth.

Sampling at 9/7 in 0-1 cm's depth.

Sampling at 9/7 in 1-2 cm's depth.

Sampling at 11/8 in 0-1 cm's depth.

Sampling at 11/8 in 1-2 cm's depth.
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f) og 11/8 (Figur 3.5g-h). I Figur 3.5 er vist savel den gennem-
snitlige, daglige respiration som den totale, kumulerede udskil-
lelse af COp i lebet af méleperiodens 30 dage. Resultaterne er
beregnet som mg CO,/50 g ovnter jord. I 0-1 cm 1& den totale
udskillelse mellem 225 og 250 mg COp, mens den for 1-2 cm i det
meste af perioden 1a& lidt lavere, mellem 200 og 250 mg. Efter
tilsetning af lucernemel méltes i de forste 4 dage udskillelser
p4d mellem 10 og 70 mg CO,, mens den gennemsnitlige daglige
udskillelse i resten af perioden var meget lav (2-10 mg). Den
22/5 (inden behandling) var der ingen forskelle i mikrobiel
aktivitet mellem forsegsleddene. Den 3/6 var der i 0-1 cm og 1idt
tydeligere i 1-2 cm en svagt nedsat mikrobiel aktivitet i led 3.
Forskellene var dog meget sma og ikke malelige efter 1 uge. Den
9/7 var der ingen forskelle at male. Den 11/8 blev m&lt en svagt,
forheojet aktivitet i led 3, tydeligst i 0-1 cm.
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4. DISKUSSION

4.1 METODEVALG
4.1.1 Mikrobiel respiration

Malinger af mikrobiel respiration blev foretaget i laboratoriet,
efter at prever af jord var hjemtaget fra markforseget i vinter-
hvede for og efter sprejtning. I laboratoriet kunne jordpreverne
sigtes og blandes, og temperatur og vandindhold kontrolleres, s&
risikoen for indirekte effekter, forarsaget af plantevakst, kli-
matiske forhold og jordens heterogenitet, kunne minimeres.

Respiration er méalt som CO,-udskillelse efter en metode, som er
beskrevet af Petersen (1926): Efter tilsetning af vand og en
passende kulstofkilde til luftterret jord, afvejes 50-100 g jord
i metaltraddnet, som oph®nges i gummipropper i lufttztte kolber.
Den udviklede CO, opsamles i Ba(OH),, hvorved der dannes BaCO3.
Den udviklede mangde CO; bestemmes ved at titrere den tilbageva-
rende Ba(OH), med 0,045 N HCl. I forbindelse med de foreliggende
undersegelser blev metoden modificeret pd felgende punkter: jor-
den blev ikke luftterret, da dette medforer en delvis sterilisa-
tion og dermed en &ndring af mikrofloraens sammensatning. COjp
blev malt gaschromatografisk i stedet for titrimetrisk, idet GC
er en simpel, folsom og nejagtig metode til bestemmelse af COjp
(Anderson, 1982). Metoden er desuden hurtig, da retentionstiden
for CO, er mindre end 2 minutter. Da toppene ved brug af anbefa-
lede kolonner er symmetriske, kan toph#jden benyttes til en
kvantitativ bestemmelse (Anderson, 1982). Som yderligere arbejds-
besparelse blev jorden placeret i bunden af flaskerne, hvilket er
vist at give samme resultat som ophangt i metaltradnet (Pedersen,
1926). Jorden blev vandet op til omtrent 90% af markkapacitet.
Ved s& hejt vandindhold kan det ikke undgas, at jorden "klumper".
Det har dog ingen indflydelse pd& resultaterne, idet Petersen
(1926) har vist, at selv ved sterk sammenpresning af en sver

5%
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lerjord, sker der en tilfredsstillende frigivelse af CO, til den
omgivende atmosf®#re. For at stimulere den mikrobielle aktivitet
valgtes at tilsatte lucernemel til jordpreverne (substratinduce-
ret respiration), som anbefalet i Somerville et al. (1985).
Forseg har vist, at lucernemel omszttes med meget stor hastighed,
hvilket formodentlig skyldes dets heoje indhold af kvalstof
(Petersen, 1926).

Flaskerne blev inkuberet ved 25°C. Forseg i havejord med tilsat-
ning af 1% glucose har vist, at ved temperaturer under 17°C er
COy-produktionen ringe. I intervallet fra 22° til 32° steg COp-

produktionen pa& forsegets forste dag fra 70 til 153 mg CO3
(Petersen, 1926). Jo hojere temperaturer, man anvender, desto

stoerre del at den mikrobielle aktivitet kan tilskrives bakterier,
idet temperaturoptimum for de fleste almindelige jordsvampe lig-
ger omkring 25°C, Da det i det foreliggende forseg var formalet
at undersoge effekt pd svampefloraen, valgtes at inkubere ved
25°C, selv om metodens felsomhed derved nedsattes.

4.1.2 1Isolering af jordsvampe

Den afgerende faktor i forbindelse med forekomst og livsform hos
svampe er deres heterotrofi, dvs. deres krav om adgang til orga-
nisk materiale fra deres umiddelbare omgivelser. Dette organiske
materiale, som danner grundlag for svampenes energi- og narings-
stofskifte findes enten i levende eller dede substrater, hvilket
har muliggjort en opdeling af svampene i 3 grupper: 1) Saprotrofe
svampe, som udnytter dedt, organisk materiale, som ikke er drazbt
af svampen selv. 2) Nekrotrofe svampe, som er meget tat relate-
rede til foregdende gruppe, men som udnytter dedt, organisk
materiale, som svampene selv har drebt. De nekrotrofe svampe kan
opdeles i a) obligat nekrotrofe svampe, hvis saprotrofe levevis
hovedsageligt indskr@nker sig til "overlevelse" i dedt, inficeret
plantevav, og b) fakultativt nekrotrofe svampe, som ern&rer sig
nekrotroft i det parasitiske stadium, men ellers saprotroft. 3)

Biotrofe svampe, hvor organisk materiale, primaert i form af
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sukker og aminosyrer, udvindes af levende vaertsceller (Cooke &
Rayner 1984; Webster, 1984). Det er sandsynligt, at de fleste
nekrotrofe svampe er i stand til at ern®re sig saprotroft; derfor
vil der ikke i denne tekst blive skelnet mellem disse grupper.

Som omtalt i indledningen blev der i tidligere undersegelser
rejst sporgsmal ved, om de isolerede svampe var reprasentative
for jordens levende, saprotrofe svampeflora (Elmholt, 1985). Jor-
dens saprotrofe svampe kan meget generelt - og analogt med heojere
planter og dyr - inddeles efter deres livsform ("life strategy"):
enten udnytter organismen sin energi i en kort, hurtig vakst,
ledsaget af en kraftig konidieproduktion, eller den har en lang-
varig, langsom vakst og en lav reproduktiv evne (Pugh, 1980). Om
et milje favoriserer den ene eller den anden livsform bestemmes
af en rzkke faktorer, som kan opdeles i "stress" og "forstyrrel-
se" ('disturbance'). Stress defineres som ydre begr@nsninger, der
hzmmer vakst (fx. naringsmangel, vandmangel, suboptimal tempe-
ratur). Forstyrrelse defineres som mekanismer, der hammer eller
stimulerer svampen ved at fordrsage hel eller delvis destruktion
eller pludselig opblomstring, som fx. angreb af pradatorer og
parasiter, pludselige @®ndringer i neringsindhold (gedskning,
halmnedmuldning)eller sprejtning med pesticider (Swift, 1984).

En svamps metabolisk aktive stadium er dens mycelium; derfor kan
man stille sporgsmé&l ved, om tellinger af svampe har mening. Pugh
(1980) pointerer, "at det er p& tide, man ser myceliet for bare
konidier", primart fordi der er en stor risiko for, at man over-
ser de svampe, som er aktive i1 jorden som mycelium. For at fa et
billede af, hvilke svampe der er metabolisk aktive pa et givent
tidspunkt, har man forsegt at udvikle metoder, hvor svampene
isoleres fra hyfer i stedet for konidier. En meget arbejdskre-
vende metode er beskrevet af Warcup (1957), som overferte hyfe-
stykker direkte fra jord til agarsubstrat. En forholdsvis enkel
metode er, som nevnt i indledningen, foresléet af Chesters
(1949). Han anbefalede, at man "vasker" jorden grundigt for at
fjerne konidier og derefter laegger jordpartikler direkte p& agar.
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Denne metode blev videreudviklet og kaldes idag jordvask (soil
washing technique) (Williams et al., 1965; Gams & Domsch, 1967).
Kvarts- og feldspatkorn, leraggregater og sméd, organiske partik-
ler i form af mere eller mindre nedbrudte planterester er eksemp-
ler pd sé&danne partikler. Jordvask giver et mere konstant billede
af svampefloraen end pladespredning (Gams & Domsch, 1969), hvor-
ved metoden ogsé& bliver mindre folsom over for bade naturlige
stresseffekter og fungicideffekter.

Bade ved pladespredning og jordvask vil svampene primert dekke
deres behov for energi og n@ring via dyrkningssubstratet, even-
tuelt suppleret med det dede organiske materiale, som ved udlag-
ning af organiske partikler sd at sige "feplger svampen". Der er
s&ledes tale om en udpreget saprotrof levevis, og ydermere om, at
kun de svampe, som er i stand til at vokse og konkurrere med
andre svampe, vil blive talt. Begge metoder er saledes bdade
indirekte, fordi kun svampe som er i stand til at danne en synlig
koloni registreres, og selektive, fordi de favoriserer svampe med

saprotrof og fakultativ nekrotrof levevis.
4.1.2.1 Pladespredning

Pladespredning er en meget kontroversiel metode, fordi den favo-
riserer svampe, som har en hurtig vakst og stor konidieproduk-
tion. Dette er i og for sig ikke overraskende, fordi svampene
forsynes med en pludselig og ofte rig neringskilde i form af
agarsubstratet. Disse svampes normale rolle i jord er i felge
Pugh (1980) at overleve som konidier i jord, spire og vokse
hurtigt for derved at udnytte nye substrater effektivt - de er
"flygtige kolonisatorer" af "flygtige substrater”, som er til-
passet forhold med lav stress og hej forstyrrelse. I marken ved
man, at sddanne forhold kan forekomme i rhizospharen og i den
omgivende jord efter gedskning og nedmuldning af halm, hvor der
sker en pludselig opblomstring af mikrofloraen. Nyere undersegel-
ser tyder p&, at disse svampe er vigtigere for jordens aktive
biomasse end hidtil antaget, idet S8derstr8m og Erland (1986) i
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undersogelser af skovjord fandt, at sddanne svampe (Deuteromy-
cetes og Zygomycetes) blev isoleret meget hyppigere end forven-
tet, badde ved hyfeisolering (levende hyfer) og jordvask. For-
fatterne konkluderer derfor, at i den jord udgjorde de faktisk en
vigtig del af den levende svampebiomasse. En s&dan undersegelse
er ikke foretaget for landbrugsjord, men muligvis betyder de
svampe, man isolerer med gangse teknikker, som fx. pladespred-
ning, mere end man hidtil har regnet med. Dels derfor og dels
fordi metoden er s& enkel, er den anvendt sidelobende med jord-
vask. For yderligere at favorisere de hurtigtvoksende svampe,
blev pladespredningerne foretaget pd et nerings- og energirigt,
naturligt substrat, V8-juice agar. Som fortyndingsmedium blev
valgt Winogradsky's saltoplesning. Den har vist sig, pa& linie med
andre fortyndingsmedier, at give CFU-tal (bakterier), som var
omkring 15% sterre end ved fortynding i destilleret vand (Olsen &
Bakken, 1986). Det er normalt passende ved totaltzllinger af
svampe i jord at valge fortyndingerne 10-3 og 10-4. Ved 1073
bliver t®llingerne mindre end ved 104, fordi en del svampe
skjules ved overvoksning. Derfor kunne gersvampe ikke talles ved
denne fortynding. P& den anden side medferer det storre antal
svampe ved 1073 en sterre statistisk sikkerhed, hvilket ses af en
lavere s.e.m. (Figur 3.3; Appendix 6). Ved pladespredning blev
kun de hurtigstvoksende svampe talt med, idet alle optellinger
blev foretaget efter 4 dage.

4.1.2.2 Jordvask

Jordbundsmiljeer, herunder ogsd landbrugsjord, udviser betingel-
ser, som svinger mellem he¢j stress/lav stress og hej for-
styrrelse/lav forstyrrelse. Efterhdnden som eventuelle substrater
udtommes, vil organismer, der kan tale stress i form af narings-
knaphed favoriseres. Disse svampe forventes at nedbryde sverttil-
gengelige materialer, som cellulose, lignin og huminsyre, samt
substrater af dyrisk oprindelse, som kitin og keratin (Pugh,
1980). De har i felge Pugh (1980) en lav reproduktiv evne og vil
primert forefindes i jorden som mycelium, hvorfor jordvask burde



- 72 -

vere en mere hensigtsma#ssig madde til at isolere dem. Da disse
svampe ydermere konkurrerer bedst under forhold med narings-
begrensning valgtes det forholdsvis n®ringsfattige jordekstrakt-
agar som substrat.

Det betyder ikke meget for det talte antal organismer, hvilken
jord der anvendes til ekstraktet (Smith & Worden, 1925). Derimod
har en ny undersegelse vist, at koldekstraktion giver 3-5 gange
s& heje Dbakterietal som autoklaveret jordekstrakt, der blev an-
vendt i det foreliggende forseg (Olsen & Bakken, 1986). Det vides
dog ikke, hvor stor en rolle dette spiller ved svampeunder-
spgelser. Der blev ogsd isoleret flere bakterier fra koldekstra-
heret JEA end fra medier, som kan sammenlignes med V8-agar. Dette
er fundet for, og man har ment, det kan tilskrives stoffer i
jordekstrakter, som er essentielle for nogle jordboende mikro-
organismer, fx. forskellige vitaminer (Smith & Worden, 1925),
Mange af disse stoffer md& dog forventes at blive nedbrudt ved
autoklavering, hvilket kan ve#re en af forklaringerne pa, at
koldekstraheret JEA giver hejere kimtal end autoklaveret JEA.

Olsen & Bakken (1986) mener, at rige substrater har et stort
naringsoverskud, der kan give nogle mikroorganismer et fysio-
logisk "chok”, som kan hamme deres fremspiring og dermed deres
isolering. Det har nemlig vist sig, at mange mikroorganismer, som
er vanskelige af isolere pd rige medier, vokser villigt pad det
samme medium efter ompodning fra et naringsfattigt substrat
(Olsen & Bakken, 1986). I de foreliggende forseg er brugt en
substratopskrift fra Kjéller & Struwe (1979), hvor der foruden
jordekstrakt og K,HPO4 er tilsat 1 g pepton, 1 g ga@rekstrakt og 1
g glucose/1 substrat. Der findes beskrevet mange typer af JEA
(Smith & Worden, 1925; Olsen & Bakken, 1986). I feolge Olsen &
Bakken (1986) kan JEA med et s& hejt indhold af organisk mate-
riale som lg glucose/1 rubriceres blandt naringsrige substrater,
og det kan derfor ikke forventes, at der pga. substratvalg iso-
leres andre fysiologiske typer af svampe fra JEA end fra V8.
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Mange af de svampe, som kun stiller sm& naringskrav (stresstole-
rante) forventes at v@re sterile i kultur. Williams et al, (1965)
fandt, at ved udlegning af uvaskede jordpartikler stammede 68-87%
af kolonierne fra konidier, ved udlagning af vaskede partikler
stammede 52-65% fra konidier. Kun 0~2% stammede fra hyfer, I de
foreliggende forseg blev det ikke undersegt, hvor mange svampe,
der voksede frem fra hhv. hyfer og konidier, men det blev kon-
trolleret, at vaskeproceduren var effektiv, idet kun meget fa
konidier blev fundet i det "sidste" vaskevand. NA&r s& mange
svampe sandsynligvis spirer fra konidier, selv om partiklerne er
vaskede, skyldes det, at mange sporer skjules i organiske partik-
ler, fx. klamydosporer af Fusarium (Gams & Domsch, 1969).

Ved en isoleringsmetode, som ikke favoriserer kraftigt sporule-
rende svampe, kan man forvente et steérre antal sterile svampe.
S&ledes fandt Warcup (1957) ved udlegning af hyfer fra land-
brugsjord, at 70% af svampene var sterile. Blandt disse vil man
forvente at finde de stresstolerante svampe. Det har generelt
vist sig vanskeligt at reproducere Warcups resultater. Sbderstrbm
& Erland (1986) fandt ved isolering af levende, FDA-aktive hyfer,
at 5% var sterile, mens 3% var sterile ved jordvask (partikler af
storrelsen 0,2-0,5 mm). Williams et al. (1965) fandt i forskel-
lige jorder mellem 5 og 30% sterile isolater. Mere end 80% af de
isolerede svampe sporulerede villigt i de foreliggende forsgog,
hvilket heller ikke tyder pa, at metoden har favoriseret stress-
tolerante arter. Resultaterne tyder alts& pé&, at hverken
substratvalg eller isoleringsteknik har veret optimal for stress-
tolerante svampe. Man mangler derfor stadig et svar pé&, hvor stor
en rolle svampe med lave naringskrav, som beskrevet i Pugh
(1980), spiller i agerjord, og hvor feglsomme disse er over for

pesticider.

I forbindelse med mikrobiologiske jordbundsundersggelser er det
almindeligt at udtage en rakke jordprever reprasentativt eller
systematisk, sammenblande jorden grundigt og undersegge delprever
af disse sammensatte jordprever. Ved en sidan fremgangsmade mind-
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skes de forskelle, der er mellem jordprever, udtaget forskellige
steder i marken (Parkinson et al,, 1971). For at f& et indtryk af
denne naturlige heterogenitet i svampefloraens sammensatning blev
svampe isoleret fra 40 parallelle, sm& jordprever. Der blev kun
undersegt 10 partikler pr. prove. De sm& prover bestod af halvt
organiske og halvt mineralske partikler. Varjabiliteten var
storst for de mineralske partikler (resultater ikke medtaget). Et
sd lille provemateriale medferer en stor statistisk variabilitet.
Men da der i effektundersogelserne skulle isoleres svampe fra
flere forsegsled, fra flere dybder og helst s& mange gange i
lgbet af s®@sonen som muligt, kre@vede praktiske hensyn, at den
enkelte preove skulle vare lille. Ved underseggelse af homogenitet
viste det sig, at nogle prever var domineret helt af en enkelt
art. Derfor valgtes i markforseget i hvede i 1986 at blande en
sammensat jordpreve for hver parcel og for hver dybde og under-
soge een delpreve & 10 partikler herfra, dvs. 50 partikler/for-
sggsled. Selv om dette materiale er lille, sammenlignet med andre
undersegelser (Williams et al., 1965; Gams & Domsch, 1967, 1969;
Elmholt, 1985), skennedes det, at virkelige @ndringer i svampe-
floraens sammensztning ville afsleres ved de hyppige preveudtag-
ninger. Ialt blev fra hver behandling undersegt 1000 partikler
fordelt pé& 100 prever.

Gams & Domsch (1969) fandt, at nogle af de arter, som isoleres
hyppigt fra organiske partikler, optradte med sterre regelmassig-
hed pa& mineralske partikler. Desuden fandt de, at svampefloraen
P4 mineralske partikler tilsyneladende er mere divers med mange
karakteristiske, langsomtvoksende jordsvampe og f@rre hurtigtvok-
sende, prim@re saprotrofe svampe, muligvis fordi de langsomtvok-
sende svampe udkonkurreres pd organiske partikler. De undersegte
200 partikler/preve. Kolonisationskvotient for organiske partik-
ler er ofte 2-4 gange hejere end for mineralske partikler (Wil-
liams et al., 1965), jvf. Appendix 4c. Jo sterre partikler, man
undersegger, desto sterre er kolonisationskvotienten (Williams et
al,, 1965), og desto sterre bliver ogsad frekvensen af hurtigtvok-
sende svampe (mange arter af Fusarium og phycomyceter), mens
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frekvensen af langsomvoksende svampe, heriblandt flere karak-
teristiske jordsvampe, stiger ved valg af mindre partikler. I
stedet for at valge mineralske partikler, valgtes at underswoge
organiske partikler med en diameter pd& 0,25-0,55 mm. Mindre par-
tikler var for vanskelige at handtere i praksis.

Selv for de forholdsvis smd organiske partikler, der er anvendt
ved jordvask, 1ligger kolonisationskoeffecienten over 1, hvilket
er sd hejt, at mange langsomtvoksende svampe udkonkurreres. Even-
tuelle forskelle mellem pladespredning og jordvask kan derfor
udelukkende tilskrives en forskydning af balancen mellem kraftigt
og mindre kraftigt sporulerende arter. Garsvampe samt skimmel-
svampe, der danner deres konidier i store mengder i et luftmyce-
lium, som Cladosporium og Penicillium, vil blive kraftigt repre&-
senteret ved pladespredning. Isolater, der danner klamydosporer,
som F, culmorum, A. bolleyi og isolater af Cylindrocarpon, eller
arter hvis sporer fx. findes i pyknider, favoriseres ved jord-
vask, fordi s&danne sporer ikke s& let vaskes af partiklerne
(Gams & Domsch, 1969). Denne hypotese stottes af de foreliggende
resultater. Sadledes udger Cladosporium i 0-1 cm den 16/7 i det
ubehandlede led 30% af skimmelsvampene ved pladespredning, mod
7% ved jordvask. Den samme tendens ses for Penicillium, dog med
meget store variationer. Garsvampe forekommer totalt ved plade-
spredning med betydeligt sterre hyppighed end skimmelsvampe
totalt, mens de ved jordvask udger mindre end 15% af det totale
antal svampe. Jordvask har sdledes veret en meget effektiv metode
til fjernelse af Cladosporium spp. 0g gersvampe, sandsynligvis
fordi disse svampe kun har varet meget lest bundet til jord-
partiklerne eller har befundet sig i jordvasken.

Hvad angar udtagningsdybde var der ingen iejnefaldende forskelle.
De prim#re saprotrofe svampe blev fundet i meget lave tal, fordi
proverne blev udtaget s& tidligt i sesonen. Den lidt sterre
forekomst af hurtigtvoksende svampe (phycomyceter, fusarier) i 0-
3 cm's dybde kan muligvis tilskrives et eventuelt foreget indhold
af letomsatteligt organisk materiale i dette jordlag, idet mange
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af disse svampe médske ber henregnes til de primare saprotrofe
svampe. Karakteristiske sekundare jordsvampe, som Penicillium
spp., forekommer lige hyppigt i de 3 dybder.

4.2 RISIKO FOR DIREKTE EFFEKTER PA JORDENS SVAMPEFLORA VED
SPROJTNING UNDER MARKFORHOLD

Som forventet er den mzngde sprojtevaske, der afs@ttes pd jorden,
meget afha#ngig af plantens udviklingstrin, dvs. af afgredens teaet-
hed. Ved tidlig sprejtning (hvede stadium 6) blev afsat 40-50%,
mens der ved sen sprejtning (vadrbyg stadium 8; hvede stadium 9)
kun blev afsat 15-25% pa& jorden. I 1985 s&s et markant fald i
restindholdet af propiconazol med stigende dybde (Elmholt,
1986b). 6 uger efter sprejtning blev der i 1-2 cm fundet 13% og i
2-3 cm's dybde 5% af den m#ngde, som blev fundet i 0-1 cm.
Vardierne for 3-4 og 4-5 cm var under detektionsgransen. Der er
sandsynligvis flere &rsager til dette: For det forste adsorberes
propiconazol kraftigt til jordpartikler. For det andet fremgar
det af Appendix la, at vandbevagelsen i det pdgzldende tidsrum
helt overvejende var opadgdende. Resultaterne af disse under-
sogelser giver s&ledes ikke grund til frygt for direkte effekter
pd jordens mikroorganismer som fwlge af heje restindhold af
propiconazol i jorden.

Til at underbygge disse resultater gennemfertes méalinger af
mikroorganismernes aktivitet (mikrobiel respiration). Figur 3.5
viser, at ved tils®tning af en letomsattelig kulstofforbindelse
(lucernemel) sker der en kraftig udskillelse af COy i de forste
1-3 degn. Efter yderligere 2-3 degn antager kurverne en fladere
karakter. Dette er dog ikke ensbetydende med, at de tilsatte
kulstofforbindelser er fuldstandigt omdannet til CO, og H0. En
del af de organiske stoffer nedbrydes kun delvist under dannelse
af organiske syrer eller andre forbindelser, som danner grundlag
for en yderligere omsatning, muligvis iverksat af en helt anden
mikroflora end den, der oprindelig dominerede i den pagaldende
jord (Petersen, 1926). De behandlingsforskelle, der er mé&lt ved
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COp-udvikling er sd sma, at de med stor sikkerhed kan tilskrives
naturlig variation.

4.3 RISIKO FOR INDIREKTE EFFEKTER PA JORDENS SVAMPEFLORA VED
SPRAJTNING UNDER MARKFORHOLD

4.3.1 Effekt pad planternes overjordiske dele

Et af de bedste indicier for betydningen af indirekte effekter
var korrelationen i tidligere forseg mellem den saprotrofe svam-
peflora pa kornets gronne blade og i jorden (Elmholt & Smede-
gaard-Petersen, 1988). For at undersege, om denne sammenhazng
kunne reproduceres, blev der i 1985 og 1986 foretaget enkelte
undersegelser af svampefloraen pd& bladene. Resultaterne i Figur
3.1 og 3.2 blev opndet med bladaftryksmetoden, som ifelge Parbery
et al. (1981) er en hurtig og simpel metode til isolering af
bladsvampe. Metoden er dog indirekte og forbundet med en ret stor
usikkerhed, bla. fordi den forudsatter, at mikroorganismen (hyfe
eller konidie) "slipper" bladet og trykkes af pd& agaren, at den
kan vokse pd substratet, og at svampene er ensartet fordelt pé
bladene. Dette sidste er ikke tilfzldet, da mange svampe er
samlet i mikrokolonier (Tolstrup, 1984). Denne usikkerhed giver
sig udtryk i en stor variabilitet, som ses tydeligst i hveden,
hvor prever blev udtaget flere gange i lebet af s®sonen. Fane-
bladet blev ikke ramt ved sprejtning i varbyg. En eventuel effekt
pa fanebladenes svampeflora ma derfor tilskrives translokation af
sprojtevesken fra de behandlede dele af planten, men en sadan
effekt sds ikke. Dette er i overensstemmelse med Latham & Hammond
(1983) og Gisi et al, (1986), som heller ikke kunne registrere
nogen translokation af betydning fra behandlede til ubehandlede
blade. I hveden var fanebladet synligt ved 2. sprejtning, og der
sds en tydeligere efekt end pd fanebladet i varbyg. Effekten pa
fanebladet er dog lille sammenlignet med effekten p& blad 2 og 3
bdde i1 byg og hvede. Engelske undersegelser i vinterhvede har
vist, at ved sprejtning lige efter fanebladets frembrud, er
effekten pad aksenes svampeflora ikke stor, hvilket heller ikke
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tyder pa nogen stor translokation (Magan & Lacey, 1986).

I de forseg, som tidligere er udfert under danske forhold til
undersogelse af saprotrofe bladsvampes effekt pd& plantevakst og
udbytte indgik foruden et ubehandlet forsegsled ogséd et led, som
blev behandlet 2x med 0,5 1 Tilt 250EC/ha hhv. p& byggens stadium
7 og 10.5.4 (Tolstrup, 1984). Denne behandling modsvares af led 3
i varbyg (1985), som blev sprejtet med 1,0 1l/ha, dog i een
behandling. Antallet af Cladosporium spp./cm? var omkring 70/cm?
i de af Tolstrup beskrevne forsgg sammenlignet med <20/cm?2 i de
foreliggende undersegelser (Figur 3.2). Forskellen kan muligvis
forklares ved vejrforholdene, idet en ter, varm sommer er Kkorre-
leret til en hej forekomst af Cladosporium, mens en kold, vad
sommer uden megen sol er korreleret til en lav forekomst af
Cladosporium (Fokkema, 1981). I juli 1983 faldt der sdledes <10
mm regn pd Hejbakkegdrd (Tolstrup, 1984), mens der i juli 1985
faldt omkring 70 mm i Flakkebjerg (Appendix 1lc).

Der sé&s en tydelig effekt som felge af fungicidbehandling pé&
antallet af Cladosporium kolonier p& bladene. Forskellene mellem
det ubehandlede og de behandlede forsegsled er steorre end det
fremgar af Figur 3.1 og 3.2. Det skyldes, at der blev fastsat en
gvre granse for, hvor mange kolonier, der lod sig telle, og at
det antal ofte blev overskredet i det ubehandlede forsegsled. Der
skal ikke her geres forseg pad at forklare enkeltresultater, da
det falder uden for forsegets formdl.

Med udgangspunkt i hypotesen om den store betydning af indirekte
effekter, kan det pad grundlag af disse resultater forudses, at
antallet af Cladosporium i det everste jordlag vil vere mindre i
de behandlede end i det ubehandlede forsegsled.

Gaersvampefloraen pd vinterhvede blev i skotske undersggelser for-
uden Sporobolomyces roseus fundet at bestd primart af Torulopsis
ingeniosa, Cryptococcus laurentii, C. albidus, Rhodotorula
glutinis og Trichosporon cutaneum (Flannigan & Campbell, 1977).
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Fokkema (1981) har iagttaget, at g®rsvampe restitueres hurtigere
efter fungicidbehandling end hyfesvampe. Dette er i fuld overens-
stemmelse med de foreliggende resultater, hvor der pa& blade af
vadrbyg blev iagttaget en foroget forekomst af gersvampe ca. en
maned efter behandling med 1,0 1 Tilt. Effekten var endnu tydeli-
gere efter behandling med 5,0 1 Tilt. Tolstrup (1984) fandt
ligeledes, at skimmelsvampe (udtrykt som hyfel@ngde/arealenhed)
padvirkes kraftigere og is#r af l#ngere varighed af fungicid-
behandlingen end g@#rsvampe (udtrykt som garceller/arealenhed).
Blandt g@rsvampene fremgik det af hans undersegelser, at Sporo-
bolomyces blev udsat for en kortvarig hemning, men at der 3 uger
efter sprejtning findes flere af denne art i det behandlede
forsegsled end i det ubehandlede forsegsled.

Resultaterne for Epicoccum purpurascens og Aureobasidium, som
syntes at blive kraftigt opformeret ved behandling med 1,0 og 5,0
1 Tilt, stemmer ligeledes overens med tidligere erfaringer
(Tolstrup, 1984). Disse svampe synes ikke at blive hezmmet af
Tilt. Tolstrup fandt desuden, at Alternarijia alternata ikke var sé
felsom over for Tilt, som £x. Cladosporium spp. Det samme blev
fundet i det foreliggende forseg ved behandling med op til 1,0 1
Tilt. Ved behandling med 5,0 1 Tilt var forekomsten af Alternaria
spp. dog klart mindre. Alternaria arter synes generelt tolerante
over for en lang rakke fungicider, dog fandt Magan & Lacey (1986)
en effekt pad A, alternata pa fanebladet efter behandling med pro-
chloraz, et andet af de ergosterolhammende fungicider. I de
forseg, som er beskrevet i Tolstrup (1984) er kun medtaget
svampefloraen p& de grenne blade, og da der kun indgik een
behandling med Tilt, var der ikke muligt at undersege dosis-
respons af dette middel.

I de foreliggende forseg blev svampefloraen ogsd undersegt pa de
nedre, nekrotiske blade bla. for at klarlagge, om isolater af
Sphaeropsidales var hyppigt forekommende. Dette var ikke tilfel-
det. Det mA derfor antages, at denne gruppe svampe, som blev
fundet i stort tal i en tidligere undersegelse (Elmholt &



-~ 80 -

Smedegaard-Petersen, 1988), og som var udsat en kraftig behand-
lingseffekt, har varet jordsvampe, som sandsynligvis er blevet
direkte pavirket i jorden af den intensive behandling med Ortho-
Difolatan. Der kan dog ogsé& v@re tale om en ars- eller loka-
litetsbestemt variation, idet Sphaeropsidales heller ikke i det
ubehandlede forsegsled blev fundet med sd store frekvenser i
jorden pa Flakkebjerg som i jorden pd Hojbakkegard. P& de nekro-
tiske blade var effekten af Tilt over for Fusarium spp. variabel,
som ogsd beskrevet af Schwinn (1983). I de foreliggende under-
sogelser tyder resultaterne pa, at doser mindre end 5,0 1/ha kan
medfere en opformering af Fusarium spp. p& de nekrotiske blade,
mens 5,0 1l/ha virker hzmmende. Desuden fandtes en meget kraftig
opformering af Mucor spp. efter behandling, hvilket ikke er
overraskende, da mange lavere svampe er ufelsomme over for ergo-
sterolhammende fungicider (Sancholle et al., 1984).

N4r svampe som Epicoccum, Aureobasidium, Fusarium og Mucor opfor-
meres pa bladene efter behandling med Tilt, skyldes det enten,
som for Mucors vedkommende, at svampen er ufglsom selv over for
store me&ngder Tilt, eller at svampen er mindre folsom end dens
konkurrenter, primert Cladosporium spp., som i det meste af
veksts®sonen udger den helt dominerende del af skimmelsvampeflo-
raen p& blade (Fokkema, 1981; Tolstrup, 1984). De 3 hyppigst
forekommende arter af Cladosporium pd& bygblade (C, cladospo-
Lioides, C. herbarum og C. macrocarpum) er alle meget folsomme
over for propiconazol, selv i ganske sm& mangder. Der er dog ikke
nedvendigvis tale om en opformering pa& bladene af fx. Epicoccum
og Aureobasidium: Hvis en organisme forekommer i lavt antal
(<0,5-1,0% af den/de dominerende organismer) vil den ofte slet
ikke blive registreret i fx. pladespredning og leaf print (Flan-
nigan & Campbell, 1977). Derfor kan fx. Epicoccum purpurascens
have vaeret pd bladene i det ubehandlede led i lige sa& stort
antal som i de behandlede forsegsled, men vare udkonkurreret pa

petriskalene af Cladosporium spp.
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4.3.2 Naturlige stresseffekter

Variation i svampefloraens sammensatning som felge af s®sonsving-
ninger blev fulgt meget neje i 1986, idet der blev udtaget jord-
preover 10 gange i vinterhvede i1 leobet af de knapt 3 mé&neder,
forseget varede. En del af variationen kan skyldes svingninger i
lokale forhold (mikroklima).

Gersvampe blev isoleret i sterst antal bade ved pladespredning og
jordvask 1 forsegets forste halvdel, altsa i forsommeren. Dette
er 1 overensstemmelse med tidlige danske undersegelser, refereret
af Lund (1954). Heri fandt man, at dé stgrste sasonsvingninger
forekom i overfladejorden, hvor man fandt et steorre antal gzr-
svampe i forarsmanederne end i de efterfelgende sensommerméaneder.
Dette tilskrives effekt af solskin og terke, idet man fandt, at
mange garceller der ved forholdsvis lave temperaturer (35-45°C),
og at sollys ofte skader cellerne. Desuden fandt man, at mange
gerceller der ved vandindhold under 7%. Pa den médé‘kan faldet i
antallet af g#rceller med omkring 100% den 2/6 og 25/6 (Figur
3.4) forklares ved udterring af de sverste jordlag (vandindhold
5-7%), mens nedgangen i antal fra den 29/7 til den 11/8 snarere
skyldes et faldende antal garsvampe 1 jorden i sensommer-
manederne. Blandt de arter af gersvampe, som blev isoleret fra
jorden, dominerede Cryptococcus laurentii og C, albidus. Disse 2
arter findes som navnt ogs& i stort antal pa blade af hvede
(Flannigan & Campbell, 1977). Garsvampenes pludselige foregelse i
jorden den 11/6 og 2/7 kan derfor skyldes tilfersel med regnvand.
Herfor taler, at antallet er meget stgrre i 0-1 cm end i 1-2 c¢m,
samt at der blev isoleret flere gzrsvampe fra de behandlede end
fra det ubehandlede forsegsled, hvilket er i overensstemmelse med
resultaterne fra bladunders@geiserne. Den 29/7 ses ikke nogen
stigning i antallet til trods for, at der i perioden inden var
faldet mere end 30 mm regn. Det skyldes nappe, at garsvampene er
udkonkurreret af skimmelsvampe eller andre mikroorganismer i
jorden. S& burde de nemlig heller ikke vare fundet i s& stort
antal den 11/6 og 9/7, hvor skimmelsvampe fandtes i lige s& stort
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antal som den 29/7 og 11/8. En del af forklaringen kan vare, at
bladene er vasket rene for gerceller. Det er dog mere sand-
synligt, at temperaturforholdene i det overste jordlag har vearet
ugunstige i sensommeren, eller at der er sket betydende @ndringer
i vand-og/eller naringsforhold i jorden. Gunstige vand- eller
nazringsforhold i forsommeren er maske Arsagen til en opblomstring
af gersvampene i badde 0-1 og 1-2 cm. Resultaterne tyder pa det,
da den procentuelle foregelse den 11/6 og 9/7 er omtrent den
samme i begge dybder.

Resultaterne for skimmelsvampene folger i alt vesentligt resul-
taterne for garsvampene, dog stiger antallet i lebet af vakstse-
sonen, mens det falder for garsvampene. Resultaterne er ved
pladespredning ogsd for skimmelsvampenes vedkommende tat korrele-
ret til jordens vandindhold, idet der den 11/6 og 9/7 ses en
foreget forekomst, mens der isoleres farre svampe i den torre

periode herimellem.

4.4 EFFEKT PA JORDENS SVAMPEFLORA VED BEHANDLING MED TILT 250EC
UNDER -MARKFORHOLD

Retningslinierne for rutinemassige undersegelser af pesticiders
effekter pad jordens mikroorganismer foreskriver brug af anbefalet
dosering og l0x anbefalet dosering (Somerville et al., 1985).
Disse retningslinier er dog lavet m.h.p. laboratorieforseg, hvor
man uden vanskeligheder kan forege dosis. I et markforseg vil en
sd kraftig foregelse af doseringen ofte medfere bivirkninger for
plantevaksten. Det fald i udbyttet, som i 1985 blev registreret
ved behandling med 5,0 1/ha i forhold til 1,0 1/ha, kan sandsyn-
ligvis tilskrives svidningsskader. Lignende svidningsskader sés
ikke i hveden i 1986, hvor den samme dosis ( 5,0 1/ha) blev delt
over 2 sprejtninger.

I 1985 viste effektundersogelserne kun meget smd forskelle mellem
forsegsleddene. Kun for antallet af phycomyceter ses en dosis-
afhengig effekt, idet disse isoleredes i hejere tal, jo kraf-
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tigere behandlingen med Tilt 250EC havde varet. Dette er ikke
overraskende, da man ved, at phycomyceter generelt er ufplsomme
for propiconazol (Sancholle et al., 1984). Der ses endvidere en
stigning i kolonisationskvotienten fra den ferste til den anden
udtagning, sandsynligvis pa& grund af et stigende nzringsindhold i
jorden.

I vinterhvede sés ved jordvask en foregelse i forekomsten af
gersvampe den 28/5, og samtidigt en statistisk signifikant dosis-
afhengig effekt. Afgreden blev sprejtet den 27/5. Muligvis er der
her tale om en direkte effekt péd g®rceller pad jordoverfladen. Den
25/6 efter 2. sprejtning sa&s en tilsvarende, dog meget mindre og
ikke signifikant dosisafh®#ngig effekt. I 1-2 cm sas ingen dosis-
afh®ngig effekt. Ved jordvask sds Kkun ganske sma effekter pé&
gersvampe, som blev isoleret i ringe antal. Det viser, at garcel-
lerne har veret lost bundet til jordpartiklerne, maske har de
befundet sig p& overfladen af partiklerne og/eller i jordvasken,
hvilket stotter hypotesen om, at de er tilfert jorden i stort
antal fra de overjordiske plantedele, sandsynligvis med regnvand.

Den forewgede forekomst af skimmelsvampe sas Kkun ved pladespred-
ning, ikke i samme grad ved jordvask. Den kan tilskrives en
foroget forekomst af konidier, enten fordi kraftigt sporulerende
svampe er opformeret, eller fordi konidier er tilfert jorden. For
en tilfersel udefra taler, at langt de fleste svampe er isoleret
i 0-1 cm. Desuden ses, at Cladosporium spp. udviser en helt Kklar
dosisafhengig effekt, samt at denne slagts forekomst er tydeligt
korreleret til jordens vandindhold. Det vides, at Cladosporium
spp. spredes lettere med vanddrdber end med "ter" luft, at koni-
dier ofte frigeres i klumper fra plantemateriale, og at - der god
korrelation mellem regnmzngde og indhold af Cladosporium konidier
i luft (Harvey, 1967). Det er dog sandsynligt, at Cladosporium
spp., som sikkert andre af skimmelsvampene, desuden opformeres i
jorden, sandsynligvis som felge af et foreget indhold af nzrings-
stoffer i jorden (Swift, 1976). M&ske er en del lettilgzngelige
naringsstoffer skyllet af bladene med de intensive regnbyger.

6*
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Blandt de svampe, som ikke kan vare tilfert fra overjordiske
plantedele er Penicillium spp., som er karakteristiske sekundzre
saprotrofe svampe. Det er interessant at iagttage, at disse
svampe overhovedet ikke synes pavirket af behandlingen, hverken
direkte eller indirekte. Hvis en del af den indirekte effekt pa
det totale antal skimmelsvampe skyldes forskelle i jordens ind-
hold af neringsstoffer mellem det behandlede og det ubehandlede
forsegsled, kunne man ogsé& forvente en effekt p& Penicillium spp.
- dog med det "men", at disse svampe forst gadr ind i nedbryd-
ningsforlebet pd et senere tidspunkt, hvor det organiske mate-
riale er mere omsat og hvor konkurrencen fra primare saprotrofe
svampe er mindsket. Andre karakteristiske jordsvampe, som er
isoleret ved jordvask, fx. F, tabacinum, blev heller ikke
pavirket. Det tyder pé&, at disse svampe har befundet sig i
inaktive stadier i udtagningsperioden. Det er dog ikke nedvendig-
vis ensbetydende med, at de ikke spiller en vigtig rolle i det
videre nedbrydningsforleb af jordens organiske materiale, som
vist i nye underseogelser (SbBbderstrdm & Erland, 1986), men snarere
med, at deres betydning er steorre i efterars- og vintermanederne.
For Fusarium spp. (excl. F, tabacinum) s&s ved jordvask en svag
dosisafhengig effekt. For at vurdere, om det skyldes tilfeldig
variation eller om det kan tilskrives direkte eller indirekte
effekter, er det nedvendigt med artsbestemmelser af hvilke arter,
der dominerer p& bladene, og at sammenholde disse resultater med
artssammens@tningen i jorden. Disse undersogelser er for nr-
verende igang med den motivering, at flere arter af Fusarium kan
optrede som 'minor pathogens' p& redder af korn. En 2ndring i
artssammensatning af Fusarium p& halmen som felge af fungicidbe-
handling kan derfor f& konsekvenser for etablering af en efter-
folgende afgrede.
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KONKLUSION

Selv om nogle dvampe er meget fglsomme over for selv ganske sma
m&ngder af Tilt 250EC, der blev anvendt som representant for de
ergosterolhemmende fungicider, viste resultater af afs®#tnings-
forseg og malinger af mikrobiel aktivitet i jordprever, udtaget i
marken, at risikoen for eventuelle direkte effekter pd jordens
mikroorganismer som helhed som felge af kontakt med det udsprej-
tede fungicid er meget lille og hejest findes i de alleroverste
cm. Dette er i1 overensstemmelse med undersegelser af fx. herbici-
ders effekter pa& jordens mikroorganismer. Det stetter antagelsen
om, at indirekte effekter har stgrre betydning under markforhold.

En af de indirekte effekter fungicidsprejtningen kan f&, er at der
tilferes varierende mangder af svampe "udefra", i dette tilfazlde
fra det overjordiske plantemateriale (med regn, ved nedfald af
konidier eller ved tilforsel af planterester). Underseogelser af
bladsvampefloraen viste, at Cladosporium spp. blev kraftigt hezmmet
ved brug af Tilt 250EC, mens antallet af Epjicoccum purpurascens,
Aureobasidium, Mucor og specielt garsvampe var meget steorre i de
behandlede end i det ubehandlede led. Cladosporium konidier kan
transporteres med regndréaber, og det sé&s, hvordan stigninger i
jordens vandprocent faldt sammen med stigninger i antallet af
Cladosporium spp. i jorden. Da der samtidigt sa&s en kraftig
behandlingseffekt samt langt flere konidier af Cladosporium i den
gverste end i den nasteverste cm, er det sandsynligt, at disse
svampe var blevet tilfert ovenfra. Cladosporium forekommer nor-
malt heller ikke i s& stort tal i jorden. Effekten i jorden har
derfor veret indirekte i form af en afspejling af behandlings-
effekten p& de overjordiske plantedele. Det samme galder for
gersvampene, idet de arter, som blev fundet i jorden, ogs& fore-
kommer pd bladene. Garsvampene blev ogsé& fundet i langt det
storste antal i everste cm, 0g efter de kraftige regnskyl blev
der isoleret flere gzrsvampe fra de behandlede end fra det

ubehandlede forsegsled.
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Disse resultater stammer fra pladespredning. Ved jordvask, hvor
mange af de konidier, som befinder sig i jordvasken eller er lest
bundet til jordpartiklerne, bliver vasket af, var forskellene
mellem forsegsleddene i nesten alle tilfzlde s& smd, at de i vidt
omfang skyldes naturlig variation. Tendenserne svarede dog i nas-
ten alle tilf®lde til resultaterne fra pladespredningsforsegene.

Sandsynligvis skyldes det bla. en foregelse i na&ringsindholdet i
jorden, at der blev isoleret flere skimmelsvampe i sensommer end i
fordr og forsommer. Dette kunne kun vises ved pladespredning i det
foreliggende forseg, men er ogsad tidligere vist ved jordvask.

Et af de vaesentligste argumenter for, at de médlte effekter pa
netop nogle af de primare saprotrofe svampe var indirekte, er at
karakteristiske jordsvampe som Penicillium spp. og Fusarium
tabacinum ikke pad samme made blev fundet i sterst tal i everste
cm, for Penicilliums vedkommende blev der endog fundet flest i
nasteoverste cm. Disse svampe fandtes desuden med lige stor fre-
kvens hele sasonen, og de blev overhovedet ikke pavirket af fungi-
cidbehandlingen. Andre karakteristiske jordsvampe blev fundet i
for lille antal til at vurdere en eventuel effekt.

Sammenfattende kan det konkluderes, at det kunne lade sig gore at
male ganske store dosisafh#ngige effekter pd bla. Cladogporium og
garsvampe, isoleret fra jordprever, men at disse resultater
afspejlede behandlingen af de overjordiske plantedele. De gvrige
behandlingseffekter er sm& og kan sandsynligvis i stor udstr®kning
tilskrives naturlig variation. Fungicideffekterne var under alle
omstzndigheder meget sm& i forhold til de effekter, svampefloraen
er udsat for som fe#lge af naturlige stresseffekter, i det fore-
liggende forseg primart fordrsaget ved svingninger i jordens vand-
indhold.
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SAMMENDRAG

Med baggrund i det store forbrug af ergosterolhe#mmende fungicider
er der gennemfort forseg til belysning af disses effekt p& jor-
dens svampeflora under markforhold. Forsegene blev for hoved-
partens vedkommende udfert i et markforseg i vinterhvede (Flakke-
bjerg, lerjord) med Tilt 250EC. Foruden et ubehandlet kontrolled
indgik et forsegsled med anbefalet dosering (0,5 1/ha) og et led
med 10 x anbefalet dosering. Sprejtningerne blev delt med halv
dosis den 27. maj og halv dosis den 17. juni. Jordprever blev
udtaget 10 gange i perioden 22, maj til 11. augqust i dybderne 0-1
cm og 1-2 cm.

Effekter pd mikroorganismer kan vere direkte (kontakt mellem
midlet og organismen) eller indirekte (f£x. #ndringer i mikro-
organismens levevilkdr som folge af pesticidanvendelsen).
Specielt under markforhold kan inddirekte effekter spille en stor
rolle. Resultater af afs@tningsforseg og mdlinger af mikrobiel
aktivitet viste, at risikoen for en direkte effekt pd plejelagets
svampeflora som fglge af fungicidrester i jorden efter sprejtning
under almindelige forhold er meget lille.

Badde for g@#r- og skimmelsvampe sds meget store svingninger i
antallet i lebet af preveudtagningsperioden. I en vis udstrakning
for gazrsvampene, men is®r for skimmelsvampene, var disse sving-
ninger neje korreleret til svingninger i jordens vandindhold.
Garsvampe forekom hyppigst i forsommeren, mens antallet af
skimmelsvampe steg kraftigt mod hest. Ogsé& udtagningsdybden havde
stor betydning, idet der blev isoleret langt flere svampe i jord
fra 0-1 cm end fra 1-2 cm. Cladosporium, som er en dominerende
svamp pa plantemateriale, men mindre hyppig i jord, blev isoleret
i sterst tal i 0-1 cm og var tydeligt dosisafhangigt pavirket af
fungicidbehandlingen. Det samme var gersvampe omend i mindre
udstrakning. Forekomsten af karakteristiske jordsvampe som Peni-=
cillium spp. og Fusarium tabacipum blev til gengzld ikke pavirket
af fungicidet. Da bade Cladosporium og et stort antal garsvampe
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kan vare tilfert jorden, sandsynligvis med regnvand, er der grund
til at tro, at de fleste af de mdlte effekter er indirekte og
ikke forarsaget ved direkte kontakt mellem jordsvampe og fungicid
1 det overste jordlag. Sammenfattende kan det konkluderes, at
effekter som felge af fungicidbehandling gennemgdende har veret
smd sammenlignet med de svingninger, som kan tilskrives variation
fordrsaget af udtagningstidspunkt og dybde.

SUMMARY

The purpose of the present study was to elucidate the effect of
an EBI fungicide (Tilt 250EC) on non-target soil fungi under
field conditions. The fungi were isolated from a field trial in
winter wheat (Flakkebjerg, clay), to which Tilt had been applied
in recommended (0.5 1/ha) and 10x recommended doses. The fungi-
cide was applied on May 27th and June 17th (half dose each time).
Soil samples were taken in depths of 0-1 and 1-2 cm 10 times
during the period from May 22nd to August 11lth 1986.

Side-effects on microorganisms may be either direct (contact
between pesticide and organism) or indirect (e.g. habitational
changes due to the use of a pesticide). Indirect effects may be
very important especially under field conditions. Measurements of
spray deposits and microbial activity in soil, taken from the
field, showed that the risk of direct effects of fungicide appli-
cation is very small under normal conditions.

The seasonal fluctuations in the number of yeasts and Hyphomy-
cetes were big compared to effects due to fungicide application,
and the seasonal fluctuations were mostly correlated to' the soil
moisture content. Yeast fungi were isolated with great frequency
in the early summer, while the Hyphomycetes dominated in the late
summer. Fungi were isolated with much greater frequency from 0-1
cm than from 1-2 cm. A dose-response effect was seen on the
number of Cladosporium spp. and yeast fungi, while the number of
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characteristic soil fungi such as Penicillium spp. and Fusarjum
tabacipum was not affected at all.
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APPENDIX 1.

Meteorologiske data for perioden 1/6-31/8 1985, malt ved klima-
station 'Flakkebjerg’.

a. Vandbalance (nedber-korrigeret vandfordampning)

b, Temperatur (2m), malt kl. 8

¢, Nedbor

APPENDIX 1.

Meteorological data for the period of June lst to August 31st 1985,
measured at the meteorological station 'Flakkebjerg'.

a, Water balance (precipitation-evaporation)

b, Temperature (2m), measured at 8 a.m.

¢, Precipitation
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Meteorologiske data for perioden 1/5-31/8 1986, malt ved klima-
station 'Flakkebjerg’.

d. Vandbalance (nedbgr-korrigeret vandfordampning)

e, Temperatur (2m), mdlt kl. 8

£. Nedbor

Meteorological data for the period of May lst to August 31st 1986,
measured at the meteorological station 'Flakkebjerg'.

a. Water balance (precipitation-evaporation)

b. Temperature (2m), measured at 8 a.m.

¢, Precipitation
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Beskrivelse af jordtype fra markforseg (gennemsnitsverdier,

g Varbyg
h Vinterhvede

n=3).

Some characteristics of the soil type from the field trials

(means, n=3).
g Spring barley
h Winter wheat

Dybde, depth
PHeacg
Tekstur, texture
Grovsand
Finsand
Silt
Ler
Humus
Total N
C/N
Ft
Pt
CEC
Partikelmassefylde
(Particle density)

14,4
17,5

0,159

12-2 mm
,02-0,2 mm
,002-0,02 mm

< 0,002 mm

mekv./100 g jord
g/cm3

Enhed, unit

Dybde, depth
PHcacl
Tekstur, texture
Grovsand
Finsand
Silt
Ler
Humus
Total N
C/N
Ft
Pt
CEC
Partikelmassefylde
(Particle density)
Volumenvegt (0-15 cm)
{n=6) (bulk density)

23,3
0,175

9,9
5,8
18,85
2,628

24,7
23,2
2,4
0,167

9,3
4,4
19,60
2,628

< 0,002 mm

mekv./100 g jord
g/cm3

g/cm3



APPENDIX 2.
Substrater, anvendt ved isolering og rendyrkning af jordsvampe.

Vv8-juice agar (v8-agar)

v8-juice 200 ml (Campbell's V8-grentsagsjuice); CaCO3 3,0 g ("let fazldet");
Destilleret vand 800 ml; Ingredienserne blandes og gives et kort opkog, hvoref-
ter suspensionen filtreres gennem et osteklazde ned i en 1 liter flaske. Herefter
tilsattes: Agar 15 g (Difco 0140-01); Destilleret vand ad 1000 ml; Autoklavering
20 min, ved 121°C.

Jordekstraktagar (JEA)

Glucose 1,0 g (Merck 8342); Pepton 1,0 g Gerekstrakt 1,0 g (Difco 0127-01);
KoHPO4,3 Hy0 1,3 g (Merck 5099); Agar 15,0 g (Difco 0140-01); Jordekstrakt 400
ml*) Destilleret vand ad 1000 ml. Ingredienserne blandes, pH indstilles pad 6,5-
6,7 og agaren tilsazttes. Autoklaveres 20 min. ved 121°C

*) Jordekstrakt: 1 kg jord (skal stamme fra ikke-pesticidbehandlede omrdader) +
1000 ml postevand autoklaveres i 45 min. ved 121°. Henstand, helst til naste
dag, for at jorden kan bundfa®ldes. Filtreres gennem store filtre (30 ¢cm o) til
filtratet er klart.

Antibiotika

Som antibiotika til hamning af bakterieva#kst anvendes pr. liter substrat: 100
mg penicillin-G (benzylpenicillin) Sigma pen-na (1670 units/mg) og 150 mg strep-
tomycinsulfat Sigma S-6501 (750 units/mg).

Winogradsky's fortyndingsmedium

KoHPO4,3H20 6,5 g (Merck 5099); MgSO4,7H20 2,5 g (Merck 5886) NaCl 2,50 g (Merck
6404); FeSO4,7H70 0,05 g (Merck 3965); MnSO4,H0 0,03 g (Merck 5963); destille-
ret vand ad 1000 ml. Ingredienserne afvejes, og vandet tilsattes. Omrystes til
det hele er oplest. pH indstilles pA 7,2, og oplesningen stilles i keleskab, Til
fremstilling af Fortynding 1:20 tils®ettes 50 ml stamoplesning til 950 ml destil-
leret vand.

Potato Sucrose Agar (PSA)

Kartof felekstrakt 500 ml *); Sucrose 20 g; Agar 15 g; Destilleret vand ad 1000
ml; Ingredienserne blandes, og pH indstilles pa 6,5-7,0.

*) Kartoffelekstrakt er kogevand fra 1800 g skiveskarne, skrezllede kartofler,
son er indpakket i ostekl®de og kogt 10 min. i 4,5 1 vand. Ekstraktet kan efter
autoklavering 20 min. ved 121°C opbevares i kelerum.

Special Nutrient-low Agar (SNA)
KNO3 1,0 g (Merck 5063); Glucose 0,2 g (Merck 8342); Sucrose 0,2 g (Merck 7651);
KHpPO4 1,0 g (Merck 4873); MgSO4,7H20 0,5 g (Merck 5886); KC1l 0,5 g (Merck
4936); Agar 15 g {(Difco 0140-01); Destilleret vand ad 1000 ml; Blandes og
autoklaveres 20 min. ved 121°C.

0,1 % Maltekstraktagar (0,1 & MEA)

Maltekstrakt 1,0 g (Difco 0186-~01-5); Agar 15 g (Difco 0140-01); Destilleret
vand ad 1000 ml; Ingredienserne blandes og autoklaveres 20 min. ved 121°C. Efter
afkeling tilsezttes antibiotika.




APPENDIX 3.

Autornavne p& slagter og arter af svampe,

og Appendix 4.

g*

Ahsidia glauca
Hagem 1908

Acremonium
Link ex Fr. 1821

Blternaria
Nees ex Fr. 1821

Arthrinium
Kunze ex Fr. 1821

Aurecbasidium
Viala & Boyer 1891

Beauveria bassiapa
(Bals.) vuill. 1912

Botrytis cinerea
Pers. ex Nocca & Balb. 1821

Chrysosporium
Corda 1833

. merdarium
(Link ex Grev.) Carm. 1962

€. pannorum
(Link) Hughes 1958

Cladosporium
Link ex Fr. 1821
€. cladosporjoides
(Fres.) de vries 1952
L. herbarum
(Pers.) Link ex Gray 1821

Cochliobolus
Drechsler 1934

Cylindrocarpon
Wollenw. 1913

Dendryphion nanum
(Nees ex Gray) Hughes 1958

Epicoccum purpurascens
Ehrenb. ex Schlecht. 1824

Exophiala jeanselmei
(Langeron) McGinnis &
Padhye 1977

Eusarium

Link ex Fr. 1821
E. avepaceum
(Fr.) Sacc. 1886

E. culmorum

{W.G. Sm.) Sacc. 1895
E. dimerum

Penzig 1882

E. equiseti

(Corda) Sacc. 1886

E. flocciferum

Corda 1828

E. merismoides

Corda 1838

E. oxysporum
Schlecht. 1824 emend.
Snyd. & Hans. 1940

E. solani

(Mart.) Sacc. 1881

E. tabacinum

(Van Beyma) W. Gams 1968
E. tricinctum

(Corda) Sacc. 1886

Geotrichum candidum
Link ex Leman 1821

Gliocladium roseum
Bain. 1907

Hormjactis candida
Hohn. 1924

liumicola

Traaen 1914
H. grisea
Traaen 1914

Microdochium bolleyi
(Sprague) de Hoog &
Hermanides-Nijhof 1977

Mortierella
Coemans 1863

Mucor
Mich. ex St.-Am. 1821

Myrothecium verrucaria
(Alb. & Schw.)
Ditm. ex Steudel 1824

Paecilomyces

Bain. 1907
P. marquandii
(Massee) Hughes 1951

icilli
Link ex Fr, 1821

beskrevne i Tabel 3.4

Periconia macrospinosa
Lefebvre & A.G. Johnson 1949

Medlar 1915

Ramichloridium schulzeri
{Sacc.) de loog 1977

Scolecobasidium constrictum
Abbott 1927

Scopularjopsis
Bain. 1907

Stemphylium botrvosum
Wallr. 1833

Tetracladium setigerum
{Grove) Ingold 1942

Trichocladium opacum
(Corda) Hughes 1952

Irichoderma
pers. ex Fr. 1821

Trichosporiella cerebriformis
(de Vries & Kleine-Natrop)
W. Gams 1971

Ulocladium
Preuss 1851

Yerticillium

Neeg ex Link 1824
M. teperum
(Nees ex Pers.)
Link 1824: Fr. 1832

Yolutella ciliata
Alb. & Schw. ex Fr., 1832



APPENDIX 4. Metodeforseg (jordvask).

a.

Svampefloraen i parallelt udtagede jordprever. Preoverne er udtaget
i varbyg (17/6) i 0-3 cm's dybde.

a.

The composition of soil fungi in replicate soil samples. Samples
were taken in spring barley on June 17th from a depth of 0-3 cm.




""""" 28 20 30 31 32 33 34 35 38 37 38 39 40 Talt ]

i

. oxysporum

710 910 14 12 10°




b. .

Svampefloraen i jordprever, udtaget den 21/6-85 i dybde 0-3 cm, 3-5
cm og 5-10 cm.

b.

The composition of soil fungi, isolated fram depths of 0-3 cm, 3-5
cm, and 5-10 ¢m. Samples were taken on June 21st.

Partikler undersegt
Kolonisationskvotient




c.
Svampeflora pad organiske og mineralske partikler. Jordprever ud-
taget 17/6, 5/7 og 16/8.

c.

The composition of soil fungi, isolated from organic and mineral
soil particles. Samples were taken on June 17th, July 5th, and
August 16th.

Kolonisationskvotient




d.

Svampeflora pa partikler af forskellig sterrelse. Jordpregver ud-
taget 3/1 1986.

d.

The composition of soil fungi on soil particles of different size.

Samples were taken on January lst 1986.




e.

Effekt af sprojtning med Tilt 250EC i varbyg pad sammensatning af
svampeflora, isoleret ved jordvask. Jordprever udtaget den 21/6
1985 i dybde 0-3 cm.

e.

Effect of application of Tilt 250EC in spring barley on the
composition of fungi, isolated by soil washing. The soil samples
were taken on June 21st 1985 in 0-3 cm.

FORS@GSLED (Tilt250EC 1/ha) | Ubeh. 0,2 1,0 5,0 | Ialt
Absidia glauca 1 1
gggemonium ] - 3 3 6
Alternaria : 1 1 2
Aureobasidium : 1 3 2 2 8
Chrysosporium pannorum 1 1
Cladospor ium 1 2 37

C. herbarum 1 1 1
Cylindrocarpon __ 1 1 N
Fusarium 7 5 4 7 7] 23

F. _avenaceum ] 1 1

F._culmorum 2 2 1 2 7

F. dimerum 1 1

F. flocciferum 1 _ 1 p

F. merismoides | i 1 1

F. oxysporum 1 1

F. tabacinum 4 1 2 7
Gliocladium roseum 1 1
Gar 1 1 2
Humicola 2 1 37
Microdochium bolleyi 1 1
Mortierella 7 9 9 7 32
Mucor 6 1 4 3 14
Paecilomyces 1 1

P. marquandii 1 1
Penicillium spp. 6 5 8 6 25
Phycomycetes 6 13 7 6 32
Sphaeropsidales 1 1
Sterile isolater 4 21 8 13 46
Ulocladium 1 1
Verticillium 1 1 2
Uidentificerede isolater 1 2 2 5
Overvoksede isolater 7 6 4 8 25
IALT 56 78 61 67 262
Partikler undersegt 60 70 70 60 |_240
Kolonisationskvotient 0.93 1.11 0.87 1.12 1,09
Partikler m/ vakst 41 59 50 47 197




£.

Effekt af sprejtning med Tilt 250EC i varbyg pa sammensatning af
svampeflora, isoleret ved jordvask. Jordprever udtaget den 5/7 1985
i dybde 0-3 cm.

£.

Effect of application of Tilt 250EC in spring barley on the compo-
sition of fungi, isolated by soil washing. The soil samples were
taken on July 5th 1985 in 0-3 cm.

FORSOGSLED (Tilt250EC 1/ha) | Ubeh. 0,2 1,0 5,0 | 1alt
Absidia glauca 3 3
Acremonium 3 3 6
Alternaria 1 2 3 1 7
Aureobasidium 1 2 1 1 5
Botrytis cinerea 1 1 2
Cephalosporium-1ignende 2 2
Chrysosporium 1 5 6
Cladosporium 1 1 2
C. cladosporiocides 1 1 2
C. herbarum 1 2 3
Cochliobolus 2 2
Cylindrocarpon 4 3 4 3 14
Fusarium 13 6 16 13 48
F. culmorum 5 5 4 6 20
F. tabacinum 2 1 1. 5 2 10
Geotrichum candidum 172 2
Gliocladium roseum 1 1 2
Gar 1 1
Humicola 1 4 1 6
Microdochium bolleyi 2 5 4 2 13
Mortierella 5 1 7 3 16
Mucor 4 5 4 5 18
Myrothecium verrucaria 1 1
Paecilomyces 1 1
Penicillium spp. 5 2 4 4 15
Phycomycetes 6 12 9 10 37
Sphaeropsidales 2 3 3 8
Sterile isolater 6 8 3 6 23
Trichoderma 1 1 2___
Ulocladium 3 1 4
volutella ciliata 1 1 _ 6 12
Uidentificerede isolater 5 3 4 3 15
Overvoksede isolater 18 20 21 20 79
IALT 92 83 111 101 387
Partikler undersegt 60 60 60 60 240
Kolonisationskvotient 1.53 1.38 1.85 1.68 1,61




APPENDIX 5
a.

X*-tests til sammenligning af antal partikler med svampevakst mel-
(se afsnit
I skemaet er anfeort X*-verdier med signifikansniveauer: *
** p<0,01, *** p<0,001.

lem forsogsleddene indbyrdes i markforseg i varbyg

3.6.7.).
p<0,05.

Statistisk behandling af resultater af jordvask.

“K*-tests til sammenligning af antal partikler med svampevaekst mel-
lem forsegsleddene indbyrdes i markforseqg i vinterhvede (se afsnit

3.6.7.).
p<0,05. **

22/5

0-1

22/5

28/5

0-1

28/5

1-2

2/6

p<0,01l. *** p<0,001.

Led 1 2 11/6
2 0,41 1-2
k) 0.67 1,41

Led 1 2 25/6
2 0,11 0-1
3 4,16* 4,16*

Led 1 2 25/6
2 0,04 i-2
3 1,63 0,49

Led 1 2 2/7
2 ] 0-1
3 0 0,09

Led 1 2 2/
2 0 1-2
Led 1 2 9/7
2 0,61

3 0,18 o

Led 1 2 9/7
2 0,09 1-2
3 0,67 0,67

Led 1 2

2 0,07

3 g.07 0,07
Led 1 2

2 0

J 0,43 1,00
Led 1 2
2 0,11

k) 0,35 0,35
Led 1 2

2 0,09

3 0,08 0,09
Led 1 2

2 0,61

3 1,13 0
Led 1 2

2 1,41

3 7,56 1,92
Led 1 2

2 2,08

3 0,49 5,49¢

I skemaet er anfert xX?~-verdier med signifikansniveauer: *

16/7 Led 1 2
0-1 2 4,64*
3 .07 2,78

29/7 Led 1 2
0-1 2 2,17

3 0,28 0,49
29/7 Led 1 2
1-2 2 0

3 2,43 1,03
11/8  Led 1 2
0-1 2 0,09

3 0,11 0,09
11/8 Led 1 2
1-2 2 1,63

3 4,54+ 12,3400



APPENDIX 6.

Statistisk behandling af resultater af pladespredning. For de 3

forsegsled er vist gennemsnitsresultater (CFU x 105/9 tor jord) med

tidspunkt er resultaterne sam-

ings

15). For hvert udtagn

(n
menlignet indbyrdes med t-test, og for resultater efterfulgt af

s.e.Mm.

er forskellen statistisk sikker (p<0,05).

bogstaver,

forskellige
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CLADOSPORIUM 0-1 cm 1073

Dato 22/5 28/5 2/6 11/6 25/6 2/7 9/7 16/7 29/17 11/8

Lea 1  0,6%0,1  0.6%0,1 o0,8%0,1 1,0%0,1 0,4%0,1 o0,4%0,1 1,6%0,2 1,8%0,1 1,5%0,2 1,4%0,1
led2  0,7%0,1  0,7%0,1 0,5%0,1 0,9%,1 0,260,1 0,3%0,0 1,000,1 0,9%,1 1,3%0,4 1,2%0,2
Led 3 0,7%0,1  0,7%0,1 0,6%,1 0,6%0,1 0,3%0,1 0,3%0,1 0,5%0,1 0,5%0,1 0,5¢0,3 0,6%0,1

Dato 22/5 28/5 2/6 11/6 25/6 2/7 9/7 16/7 29/7 11/8

Led 1 0,8%0,2  0,7%0,1 0,8%0,2 1,5%0,3 0,4%0,2 0,3%0,2 1,9%0,4 2,5%0,4 4,642,3 1,8%0,4
Led 2 1,3%0,3  0,5%0,2 0,9%,3 0,8%0,2 0,6%0,2 1,060,3 1,9%,4 3,080,6 1,5%0,3 1,403
a3 0.8%,2  0,8%0,2 0,4%0,2 1,000,2 0,4%0,2 0,7%0,2 0,6%0,2 1,4%0,3 1,1%0,8 0,3%0,2

Dato 22/5 28/5 2/6 11/6 25/6 2/7 9/1 16/7 29/7 11/8

Led 1 0,2040,0 0,250,1  0,2¢0,0 0,2%0,1  ©0,2%0,0 0,1%0,0 0,7%0,1 0,5%0,1 0,7%0,1 0,6%0,1
Led 2 0,4%0,1  0,2%0,0 0,3%0,0 0,3%0,1  0,160,1 0,150,0 0,4%0,0 0,3%0,1 0,3%0,0 0,2%0,0
Lea 3 0,3%0,1  0,240,1 0,260,0 0,4%0,1 0,1%0,0 0,2%0,1 0,3%0,0 0,1%0,0 0,1%0,4 0,1%0,0

CLADOSPORIUM 1-2 cm 1074

bato 2275 28/5 26 e ase e 161 21 s
Led 1 0,4%0,2  0,3%0,1 o,2%0,1 o0,4%0,2 o 0,4%0,1  1,2%0,4 0,9%0,3 1,4%0,4 0,5%0,2
Led 2 0,550,  0,150,1  0,4%0,1  0,650,2 0,3%0,1 0,5%0,3 1,4%0,4 0,7%0,3 0,3%0,1 0,2¢0,1

Led 3 -0,3%0,1 0,4%0,2 0,3%0,1 o0,5%0,2 0,1*0,1 o0,l1%*0,1 0,6%0,4 0,1*0,1 0,5%0,2 0,3%0,1



Dato

Led 1

Led 2

Led 3

Dato

Led 1

Led 2

Led 3

Dato

Led 1

Led 2

Led 3

Dato

Led 1

Led 2

Led 3

PENICILLIUM 0-1 cm 1073




GER 0-1 cm 104

Dato 22/5 28/5 2/6 11/6 25/6 2/7 9/17 16/7 29/7 11/8

Lea 1 15,743,08 34,741,908 16,742,08 22,8%2,2811,242,23 6,041,00 24,0%3,9¢ 25,242,78 9,641,08 4,6%0,72
Led 2 20,261,738 29,6%3,23b1s, 182,23 27,9%2,23 8,541,28 11,441,43 33,5%2,13 34,343,62 12,040,683 5,4%0,89
Led 3 14,502,8% 24,8%2,3b 13,541,53 25,543,090 7,651,18 7,4%1,75 26,9%2,93D31,143 63 6,641,550 5,6%0,72

Dato 22/5 28/5 2/6 11/6 25/6 2/7 9/7 16/7 29/17 11/8
Led 1 7,3%2,52  4,9%1,038 4,2%1,12 5,4%0,85 1,5%0,33b 1,64%0,33b 9,0%1,3ab 7,1%1,18 4,740,982 2,2%¢,4?
Led 2 7,9%2,12  4,5%0,63 3,2%0,63 8,4%1,438 2,7%0,62 3,8*1,0b 13,1%¥2,028 5,6*0,92 2,5%0,5P '1,9%0,32

Led 3 3,1%0,5b  5,2%0,83 3,4%0,4a 5,3%0,9b 1,4%0,3b 2,9%1,1ab ¢,8%0,9P s5,8*1,32 2,6%0,7P 1,4%0,42
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