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Preliminary appraisal of the new preparations for protection
of the white button mushroom against fungal diseases

Wstepna ocena przydatnosci nowych srodkéw
do ochrony pieczarki dwuzarodnikowej przed chorobami

Czestaw Slusarski', Zbigniew Ulinski', Joanna Szumigaj-Tarnowska®, Artur Miszczak?

Summary

In two experiments with artificial inoculation, the efficacy of imazalil (Fungazil 100 SL) and biopreparation Serenade” (Bacillus
subtilis QST 713) for protection of mushroom culture against green mould (Trichoderma aggressivum f. europaeum) and cobweb
disease (Cladobotryum dendroides) was evaluated. Biopreparation Serenade used at different rates for treatment of mushroom grain
spawn or introduced into phase Il mushroom compost, was totally ineffective in controlling the green mould disease. This product,
applied at the dosages of 1, 2 and 4 g/m2 as a drench on the surface of the casing soil, also failed to control the cobweb disease. Also
imazalil, used for treatment of mushroom spawn, was not effective against the green mould disease. Moreover, this application
technique of imazalil had strongly inhibited the growth of mushroom mycelium. In contrast, the application of imazalil at the rates of
0.6and 1.2 g/m2 on the surface of the casing provided a good efficacy in controlling C. dendroides, 71 and 93%, respectively, and did
not affect the development of mushroom mycelium. Following the application of this fungicide by drench method, imazalil residues in
sporocarps were below the maximum residue level (MRL).
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Streszczenie

W doswiadczeniach infekcyjnych oceniano przydatnosé fungicydu Fungazil 100 SL (imazalil) oraz biopreparatu Serenade” (Bacillus
subtilis QST 713) do ochrony upraw pieczarki przed zielong plesnig (Trichoderma aggressivum f. europaeum) oraz przed chorobg
daktylium (Cladobotryum dendroides). Srodek Serenade, stosowany w réznych dawkach do zaprawiania grzybni pieczarki lub
wprowadzany do kompostu Il fazy, okazat sie nieskuteczny w zwalczaniu T. aggressivum f. europaeum. Srodek ten uzyty do
opryskiwania powierzchni ziemi okrywowej, w dawkach 1, 2 i 4 g/mz, okazat sie rowniez nieskuteczny w zwalczaniu C. dendroides.
Nieskuteczny w ograniczaniu objawow zielonej plesni byt takze imazalil w przypadku uzycia go do traktowania ziarniakéw grzybni
pieczarki, a ponadto hamowat jej rozwdj. Imazalil wykazat natomiast przydatnos¢ do ochrony przed daktylium. Jego skutecznosé
w zwalczaniu C. dendroides po zastosowaniu do opryskiwania okrywy w dawce 0,6 lub 1,2 g/mz, wynosita odpowiednio 71 i 93%. Przy
tym sposobie stosowania, pozostatosci imazalilu w owocnikach pieczarki byty nizsze od najwyzszego dopuszczalnego poziomu.

Stowa kluczowe: Agaricus bisporus, Bacillus subtilis, Cladobotryum dendroides, imazalil, pozostatosci, Trichoderma aggressivum
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Wstep / Introduction

W towarowej produkcji pieczarek w réznych regio-
nach $wiata najwazniejszymi chorobami grzybowymi sa:
sucha zgnilizna (Verticillium fungicola), daktylium (Cla-
dobotryum  dendroides), biata zgnilizna (Mycogone
perniciosa) oraz zielona plesn, wywotywana w Europie
przez Trichoderma aggressivum f. europaeum (Grogan
2008; Largeteau i Savoie 2010). Bezposrednie zwalczanie
chordb infekcyjnych w uprawach pieczarki nastrecza
powazne trudno$ci, co wynika zaréwno z bardzo specy-
ficznej technologii ich uprawy, jak 1 z niezwykle
ograniczonej liczby fungicydow dopuszczonych do
stosowania w tej uprawie. Jeszcze kilkanascie, czy nawet
kilka lat temu do ochrony pieczarek przed chorobami
grzybowymi mozliwe Dbylo stosowanie benomylu,
chlorotalonilu, karbendazymu, iprodionu, tiabendazolu
oraz tiofanatu metylowego (Grogan 2008; Gea i wsp.
2010). W Polsce, podobnie jak w innych krajach Unii
Europejskiej, od kilku lat jedynym fungicydem dopusz-
czonym do stosowania w pieczarkarstwie jest prochloraz
Mn (Sporgon 50 WP). Oddzielny i znany od dawna
problem stanowi do$¢ szybkie uodparnianie si¢ pato-
genicznych grzybow na stosowane fungicydy. Przykladem
moze by¢ niedawne znalezienie odpornosci na benomyl
itiofanat metylowy ws$rdd izolatow T. aggressivum
f. aggressivum, pochodzacych z komercyjnych pieczar-
karni w USA (Romaine i wsp. 2005, 2008), czy tez
stwierdzenie wyst¢gpowania odpornos$ci na prochloraz Mn
wérod  krajowych  izolatow  Verticillium  fungicola
(Damigcka 2007).

Sytuacja ta powoduje, ze w wielu krajach trwaja
poszukiwania nowych mozliwosci walki z chorobami
pieczarki, obejmujace sprawdzanie przydatnosci dostgp-
nych fungicydow (Potocnik i wsp. 2008; Shamshad i wsp.
2009; Gea i wsp. 2010), biopreparatow (Gyo6rfi i Gedsel
2008; Védie i Rousseau 2008) oraz srodkéw pochodzenia
roslinnego (Sharma i Jandaik 1994; Gorski i wsp. 2008).
Jednym z fungicydéw stosowanym od dawna do ochrony
roslin rolniczych i ogrodniczych, lecz stosunkowo nowym
w pieczarkarstwie jest imazalil, bedacy substancja aktywna
srodkoéw Fungaflor 200 EC i Fungazil 100 SL. Fungicydy
zawierajace imazalil uwazane sa jako skuteczna alter-
natywa dla fungicydéw benzimidazolowych w zwalczaniu
agresywnej zielonej plesni (Romaine i1 wsp. 2007;
Coupland 2008) i innych choréb pieczarki (Shamshad
i wsp. 2009). Védie i Rousseau (2008) pozytywnie ocenili
skuteczno$¢ biopreparatu Serenade”, zawierajacego Bacil-
lus subtilis QST 713, w ochronie pieczarki przed agresyw-
na zielong plesnia. Badania te sprawily, ze $rodek ten jest
obecnie zalecany we Francji do zwalczania T. aggressivum
w uprawie pieczarki. Biopreparat Serenade wykazuje
bardzo szerokie spektrum dziatania w stosunku do
fitopatogenicznych grzybow i bakterii (Edgecomb i Man-
ker 2006) i obecnie jest zarejestrowany w okoto 25 krajach
do stosowania w produkcji ros$linnej. W roku 2006
B. subtilis QST 713 zostal wiaczony do Aneksu I Dyrek-
tywy 91/414 EEC.

Celem badan byla ocena przydatnosci fungicydu
Fungazil 100 SL (imazalil) i biopreparatu Serenade do

ochrony upraw pieczarki przed agresywna zielona ple$nia
i choroba daktylium.

Materialy i metody / Materials and methods

W pierwszym doswiadczeniu oceniano skutecznos¢
trzech fungicydow oraz $rodka Serenade WP (7,3 x 10° jtk/g
Bacillus subtilis QST 713) w ograniczaniu wystgpowania
choroby daktylium, w warunkach sztucznej infekcji
grzybem C. dendroides. Doswiadczenie przeprowadzono
w doniczkach o $rednicy 22 cm, zawierajacych 1,7 kg
podioza III fazy (przerosnigtego grzybnig pieczarki),
przykrytego warstwa ziemi okrywowej o grubosci 4 cm.
Sztuczne zakazanie ziemi okrywowej polegato na umiesz-
czaniu w centrum doniczki wycinka kultury C. dendroides
($rednicy 5 mm) w okrywie na glgbokosci okoto 1 cm.
Wycinki pobierano z brzegéw rosnacej kultury grzyba na
pozywce ziemniaczanej z glukoza (PDA — Potato Dextrose
Agar). Inokulacj¢ przeprowadzano w dniu naktadania
okrywy. W badaniach uzyto Fungazil 100 SL (imazalil),
Sporgon 50 WP (prochloraz-Mn) oraz Topsin M 500 SC
(tiofanat  metylowy) stosowane do opryskiwania
powierzchni ziemi okrywowej na komposcie fazy IIL
W przypadku wszystkich s$rodkow dawka cieczy
uzytkowej wynosita 1 1/m*. Oprocz kontroli niezakazanej
i kontroli zakazanej, 1 dzien po zakazeniu ziemi
okrywowej stosowano Topsin M 500 SC — 1,8 ml/m’
(0,9 g tiofanatu metylowego/m”) jako $rodek pordw-
nawczy; Sporgon 50 WP — 3 g/m’ (1,5 g prochlora-
zu Mn/m?); Fungazil 100 SL — 6 ml/m* (0,6 g
imazalilu/m®). Ponadto Fungazil 100 SL — 6 ml/m* (0,6 g
imazalilu/m®) stosowano 2 razy — dzien po zakazeniu i po
14 dniach (przed rozpoczgciem szoku), Fungazil 100 SL —
12 ml/m? (1,2 g imazalilu/m®), 1 raz — dzien po zakazaniu
oraz Serenade WP dzien po zakazeniu w dawkach: 1, 2
i 4 g/m’, co odpowiadato dawkom B. subtilis w ilosci:
7,3 x 10°, 1,46 x 10" 12,92 x 10" jtk/m*. Ocena porazenia
polegata na pomiarach $rednicy koloni grzyba rozrastajace;j
si¢ na powierzchni ziemi okrywowe;.

W drugim doswiadczeniu sprawdzono przydatnosc
Fungazilu 100 SL (imazalil) i biopreparatu Serenade WP
do ochrony upraw pieczarki przed =zielona plesnia,
wywolywana przez T. aggressivum f. europaeum. Dos-
wiadczenie przeprowadzono z wuzyciem kompostu
pieczarkowego fazy II. Srodek Fungazil 100 SL stosowano
do zaprawiania handlowej grzybni pieczarki (na ziar-
niakach pszenicy), rasa AlS5, bezposrednio przed
wysiewem grzybni do kompostu. Dawki substancji
aktywnych imazalil (1,9; 3,8 i 5,7 g/kg grzybni) oraz
tiofanat metylowy (0,9 g/kg grzybni), jako Topsin M
500 SC, ustalono na poziomie zblizonym do poziomu
dawek uzytych w badaniach amerykanskich, przepro-
wadzonych przez Romaine i wsp. (2007). Zabieg polegat
na opryskiwaniu ziarniakow grzybni niewielka iloscia
cieczy uzytkowej. Srodek Serenade WP, wymieszany
z gipsem, stosowano do zaprawiania ziarniakow grzybni
pieczarki w takiej iloSci, aby liczebno$¢ B. subtilis
wynosita 5 x 10° lub 1 x 107 jtk na gram grzybni pieczarki.
Drugi sposob stosowania tego Srodka polegal na wpro-
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wadzaniu go do kompostu pieczarkowego II fazy w ilosci:
1,5x 10°, 1 x 10°1 5 x 10° jtk/g kompostu.

Do zakazania kompostu fazy II uzyto wysoce pato-
genicznego izolatu SP22.07 T. aggressivum f. europaeum.
Miano inokulum wynosito 10* jtk na gram kompostu.
Zakazanie polegato na doktadnym wymieszaniu zawiesiny
zarodnikow z kompostem (100 ml zawiesiny na 10 kg
kompostu). Kompost zakazano w dniu wysiewu grzybni.
Intensywno$¢ wzrostu zaré6wno grzybni pieczarki, jak
i T. aggressivum okreslano jako procent kolonizacji po-
wierzchni kompostu w skali 0-5, gdzie 0 = brak kolo-
nizacji, 1 = do 10%, 2 = 11 do 25%, 3 = 26 do 50%,
4 = 51 do 80% oraz 5 = powyzej 80% skolonizowanej
powierzchni. Doswiadczenie przeprowadzono w donicz-
kach o $rednicy 22 cm, zawierajacych 1,7 kg podioza 11
fazy. Oba doswiadczenia przeprowadzono w klimatyzo-
wanej hali uprawowej, w czterech powtorzeniach.

Material do badan pozostatosci imazalilu stanowita
okoto 1 kg proba pieczarek, pobranych z pierwszego
zbioru w pierwszym rzucie owocnikow. Probe wstepnie
rozdrabniano, zamrazano i mielono w suchym lodzie tak,
aby uzyskaé reprezentatywna probe laboratoryjna. Z tego
materialu pobierano dziesigciogramowe nawazki, ktore
nastgpnie poddawano dalszemu przygotowaniu, zgodnie
z procedura opisana przez Anastassiades i wsp. (2003).
Oznaczenia pozostato$ci wykonywano za pomoca chroma-
tografu gazowego 6890N Network GC System, firmy
Agilent, wyposazonego w wieloczynnosciowy podajnik
probek MPS-2 i pojedynczy detektor masowy 5975B inert
XL MSD. Analizy wykonywano przy uzyciu kolumny
chromatograficznej DB-5MS.

Uzyskane wyniki poddano analizie wariancji. Statys-
tyczng istotnos¢ réznic migdzy $rednimi oceniano testem
Newmana-Keulsa, przy poziomie istotnosci 5%.

240

Wyniki i dyskusja / Results and disussion

Tiofanat metylowy (0,9 g/m?) oraz biopreparat Serena-
de WP w dawkach: 1, 2 i 4 g/m’ czyli 7,3 x 10°,
1,46 x 10" i 2,92 x 10" jtk B. subtilis/m?, wykazaty cat-
kowity brak skutecznosci w zwalczaniu C. dendroides
(rys. 1), natomiast prochloraz Mn (1,5 g/m?) ograniczat
chorobg daktylium w 61,4%. Skuteczno$¢ imazalilu
uzytego jeden raz w dawce 0,6 g/m> wynosita 70,5%,
a zastosowanego w dawce 1,2 g/m’ 93,2%. Wprawdzie
dwukrotne uzycie imazalilu w nizszej dawce zapewnilo
uzyskanie 100% skutecznosci, lecz ten sposob stosowania
spowodowal  widoczne  ograniczenie zawiazywania
i wzrostu owocnikéw pieczarki. Efektem tego byta reduk-
cja plonu handlowego owocnikow pieczarki w pierwszym
rzucie o okoto 36 1 69% w drugim rzucie, a plonu tacznego
0 52% w stosunku do kontroli niezakazanej (tab. 1). W wa-
riantach obejmujacych kontrolg zakazang oraz stosowanie
tiofanatu metylowego i B. subtilis wystapit calkowity brak
plonu. Ponadto, wszystkie sposoby stosowania imazalilu
op6znity termin pojawienia si¢ objawow porazenia o 5 dni
w porownaniu z kontrolg zakazang (rys. 1). Uzyskana po
zastosowaniu prochlorazu Mn redukcja nasilenia objawow
choroby daktylium na powierzchni ziemi okrywowej
(61%), pokrywa si¢ z podawanym przez Grogan (2006)
zakresem skuteczno$ci tej substancji w ograniczaniu
daktylium (45-65%). Wyjasnienia przyczyny zmniejszania
si¢ fungitoksyczno$ci prochlorazu Mn, obserwowanego od
pigtnastego dnia po zabiegu, dostarczaja wyniki badan
Grogan i Jukes (2003). Autorzy ci dowiedli, ze
koncentracja prochlorazu w ziemi okrywowej zmniejsza
si¢ istotnie po okoto 21 dniach. Wykazano rowniez, ze
koncentracja prochlorazu w ziemi okrywowej w trakcie

Kontrola — Control

Tiofanat met. 0,9 g/m?
Prochloraz 1,5 g/m2
Imazalil 0,6 g/m? 1x

. Imazalil 0,6 g/m? 2x
Imazalil 1,2 g/m? 1x
B. subtilis 7,3 x 10 jtk/m?

B. subtilis 1,46 x 10" jtk/m?
B. subtilis 2,92 x 10" jtk/m?

Srednica kolonii — Colony diameter [mm]

Dni po inkulacji — Days after inoculation

Rys. 1. Wplyw stosowania fungicydow: tiofanat metylowy, prochloraz i imazalil oraz B. subtilis QST 713 (biopreparat Serenade WP)
na dynamik¢ wzrostu koloni grzyba C. dendroides na powierzchni ziemi okrywowe;j

Fig. 1. Influence of the application of the fungicides: methyl thiophanate, prochloraz, imazalil and B. subtilis QST 713 (biofungicide
Sernade WP) on the growth rate of C. dendroides colonies on the surface of the casing soil
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cyklu uprawy moze si¢ zmniejszy¢ do mniej niz 20%
zastosowanej dawki, z uwagi na obecno$¢ w okrywie
mikroorganizméw zdolnych do degradacji tej substancji
(Grogan 2008). Mozna zatem przypuszczaé, ze podobne
mechanizmy mogly by¢ odpowiedzialne za uzyskanie
w naszych doswiadczeniach do$¢ ograniczonej skutecz-
noéci zwalczania C. dendroides po jednorazowym zastoso-
waniu imazlilu w mniejszej dawce (0,6 g/m?).

Biopreparat Serenade WP, niezaleznie od dawki i spo-
sobu stosowania, byt catkowicie nieskuteczny w zwalcza-
niu T. aggressivum f. europaeum, efektem czego byt brak
wzrostu grzybni pieczarki (tab. 2). Wynik ten jest dos¢

zaskakujacy, zwlaszcza uwzglgdniajac fakt, Zze jedna z da-
wek Serenade WP zastosowanych do traktowania kompos-
tu pieczarkowego (1 x 10° jtk/g) odpowiadata dawce
srodka w ilosci 13,7 g/100 kg kompostu, a wigc byta
podobna do dawki zalecanej we Francji (10 g/100 kg
kompostu) do zwalczania zielonej plesni (Védie i Rous
seau 2008). Uzycie imazalilu do traktowania grzybni
pieczarki ograniczalo wprawdzie wzrost T. aggressivum
w porownaniu z kontrola zakazana, ale jednocze$nie
catkowicie zahamowalo rozwdj grzybni pieczarki. Brak
skuteczno$ci w ochronie przed zielona plesnia wykazal

Tabela 1. Wptyw stosowania fungicydéw w warunkach sztucznej infekcji ziemi okrywowej grzybem C. dendroides na plon handlowy

owocnikow pieczarki (g/0,038 m®)

Table 1. Influence of fungicide application under conditions of an artificial inoculation of the casing soil with C. dendroides on
marketable yield of the white button mushroom (g/0.038 m?)

Wariant — Treatment I rzut II rzut Lacznie % kontroli
Ist flush 2nd flush Cumulative yield % control

Prochloraz Mn — 1,5 g/m2 390,8 a 0d 390,8 b 56,0

. 2
Imazalil - 0,6 g/m"1 raz 39594 109,9 be 505.8 b 72,5
Single application

. 2
Imazalil ~0,6 g/m"2 razy 288,02 75,0 cd 363,0b 52,0
Two applications

. 2
Imazalil - 1,2 g/m"1 raz 502,0 a 177,4 ab 6794 a 97,4
Single application
Kontrola niezakazana 452,42 24522 697.6 a 100
Uninoculated control

Srednie oznaczone jednakowymi literami nie roznia si¢ istotnie wedtug testu Newmana-Keulsa przy p = 0,05
Means followed by the same letter are not significantly different according to the Newman-Keuls test at p = 0.05

Tabela 2. Wplyw stosowania fungicydow do zaprawiania grzybni pieczarki na kolonizacj¢ kompostu pieczarkowego przez T. ag-

gressivum f. europaeum i grzybnig pieczarki (skala 0-5)

Table 2. Effects of fungicides used for spawn or compost treatments on colonization of mushroom compost by T. aggressivum f. euro-
paeum and A. bisporus mycelium (assessment on a 0—5 scale)

Wzrost grzybni pieczarki Wzrost Trichoderma
Mushroom spawn run Expansion of Trichoderma
Wariant . - : -
Treatment liczba dni od wysiewu grzybni
number of days after spawning
15 21 15 21
Kontrola niezakazana — Uninoclated control Sa 5 0b 0b
Kontrola zakazana — Inoculated control 0d 0 475 a 325a
Tiofanat metylowy — 0,9 g/kg grzybni
Methyl thiophanate — 0.9 g/kg of grain spawn 3,25b 0,25 3,252 I'b
Imazalil — 1,9 g/kg grzybni — of grain spawn 1,75 ¢ 0,25 1b 1,25b
Imazalil — 3,8 g/kg grzybni — of grain spawn 1,75¢ 0 0,75b 1b
Imazalil - 5,7 g/kg grzybni — of grain spawn 1,0 cd 0 0,5b 1,5b
B. subtilis QST 713 5 x 10°jtk/g grzybni — cfu/g of grain spawn 0,25 cd 0 4,5a 425a
B. subtilis QST 713 1 x 10 jtk/g grzybni — cfu/g of grain spawn 0,5d 0 45a 425a
B. subtilis QST 713 1,5 x 10° jtk/g kompostu — cfu/g of compost 0d 0 S5a 45a
B. subtilis QST 713 1 x 10°jtk/g kompostu — cfu/g of compost 1,5¢ 0 35a 325a
B. subtilis QST 713 5 x 10° jtk/g kompostu — cfu/g of compost 1,0 cd 0 425a 375a

Srednie oznaczone jednakowymi literami nie roznia si¢ istotnie wedtug testu Newmana-Keulsa przy p = 0,05
Means followed by the same letter are not significantly different according to the Newman-Keuls test at p = 0.05
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Tabela 3. Wyniki badan pozostatosci imazalilu (Fungazil 100 SL) w owocnikach pieczarki z pierwszego zbioru, w pierwszym rzucie
Table 3. Residues of imazalil (Fungazil 100 SL) in fruiting bodies of the white button mushroom from the first harvest, in the first flush

Wariant stosowania — Treatment mode

Poziom pozostatosci
Residue level [mg/kg]

Imazalil — 0,6 g/m’ 1 raz — dzien po zakazeniu—once, 1 day after inoculation

0,013+0,002*

Imazalil — 0,6 g/m’ 2 razy — dzien po zakazeniui po 14 dniach
Twice, 1 day after inoculation and after 14 days

0,17+0,025

Imazalil — 1,2 g/m’ 1 raz — dzien po zakazeniu—once, 1 day after inoculation

< 0,01 $lady — traces

*Najwyzszy dopuszczalny poziom pozostatosci 0,05 mg/kg — MRL 0.05 mg/kg

rowniez tiofanat metylowy. Wystapienie negatywnej re-
akcji grzybni pieczarki na imazalil jest w sprzecznosci
z wynikami badan Romaine i wsp. (2007). Jest to praw-
dopodobnie zwigzane z odmienna technika traktowania
grzybni oraz rozna formulacja uzytych fungicydow.
Cytowani autorzy zaprawiali grzybni¢ na sucho, stosujac
Fungaflor 75 SP (proszek rozpuszczalny) wymieszany
z gipsem, natomiast w naszych do$wiadczeniach, z uwagi
na niedostgpno$¢ w Polsce fungicydu w formie proszku
zawierajacego imazalil, ziarniaki grzybni opryskiwano
rozcienczonym S$rodkiem Fungazil 100 SL (koncentrat
rozpuszczalny). Catkowicie bezpieczne dla grzybni pie-
czarki okazato si¢ natomiast jednorazowe stosowanie
(w pierwszym doswiadczeniu) imazalilu do opryskiwania
powierzchni ziemi okrywowej, co pokrywa si¢ z wynikami
badan Shamshad i wsp. (2009). Niemniej jednak nalezy sig
liczy¢ z potencjalng szkodliwoscia tej substancji dla
grzybni pieczarki, gdyz Challen i Elliot (1985) w dos-
wiadczeniach in vitro wykazali, ze imazalil w dawce
10 pg/ml catkowicie hamowat jej wzrost.

Analiza pozostatosci imazalilu w owocnikach pieczarki
wykazata, ze przekroczenie maksymalnego dopuszczal-
nego poziomu pozostalosci tej substancji (0,05 mg/kg)
wystapito tylko w przypadku dwukrotnego zastosowania
imazalilu w nizszej dawce (tab. 3). Najprawdopodobniej
ma to zwiazek z wykonaniem drugiego zabiegu dopiero
14 dni po pierwszym zastosowaniu S$rodka. Uzyskanie
wysokiej skutecznosci (93,2%) zwalczania C. dendroides
po jednorazowym zastosowaniu imazalilu w dawce
1,2 g/m?, przy jednoczesnym niewykryciu pozostatoéci tej
substancji w owocnikach pieczarki, wskazuje na celowos¢
dalszych badan w tym zakresie i ewentualnego podjgcia
dziatan zmierzajacych do zarejestrowania imazalilu w pol-
skim pieczarkarstwie.
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