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NORMA BRANZOWA
Pestycydy BN 65
WYROBY PRZEMYStU Oznaczanie biologiczne skutecznosci 6052-05
CHEMICZNEGO owadobéjczych fostoroorganicznych

koncentratéw emulgujacych o dziataniu
vkladowym na przedziorku chmielowcu
(Tetranychus urticae Koch.) Grupa katalogowa X 16

i, WSTEP

1,1, Przedmiot normy. Przedmiotem normy Jest biologiczne oznaczanie skutecznosci
owadobh6jezych fosforoorganicznych koncentratéw emulgujqeych o dziataniu uktadowym na
przedziorku chmielowcu (Tetranychus wurticae Xoch.).

1,2, Rodzaje oznaczania, Rozréznia sie¢ dwa rodzaje oznaczania:

a) pelne - stosowane przy badaniu nowych $rodkéw importowanych i krajowych, decy-
dujgcym o dopuszczeniu do obrotu, oraz w przypadku badain arbitrazowych,

b) skrécone - stosowane w przypadkach reklamacji, uptywu daty waznosci 1lub przy
okresowych badaniach kontrolnych preparatu,

1,3, Dokumenty zwigzane

St. Byrdy, K. Gérecki: Metoda badania skutecznos$ci preparatéw ukladowych(Materia-
ty do metodyki badan biologicznej oceny $rodkéw ochrony roélin., Czesé 1I), Instytut
Ochrony Ro$lin, Poznari 1961, str, 183 & 197,

2, METODA OZNACZANIA PEINEGO

2,1. Zasada oznaczania polega na okreslaniu $miertelnosci przedziorka ochmielowca
zerujgcego na lidciach fasoli traktowanej $rodkiem ukladowym. Pelng ocen¢ stanowi
okreslenie szeregu réznych wtasciwosci., Nalezy oznaczaé 5 najbardziej istotnych cech

$rodka ukladowego:
a) wchtanianie $rodka przez korzenie,
b) przemieszczanie sie $rodka z gérnej powierzchni liscia na dolng,
¢) rozchodzenie sie¢ $érodka wzdiuz liscia,
d) dtugotrwatoéé dziatania trujgcego Srodka w tkankach roéliny,
e) dzialanie kontaktowe $rodka,

Zjednoczenie Przemystu Organicznego i Tworzyw Sztucznych ,Erg”
Ustanowiona przez Dyrektora Zjednoczenia Przemystu Organicznego i Tworzyw Sztucznych ,Erg”
dnia 12 kwietnia 1965 r. jako norma obowiazujaca w zakresie metod badan
od dnia 15 lipca 1965 r. (Mon. Pol. nr 36/1965 poz. 210)
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2.2, Przyrzady
a) Mikroskop stereoskopowy (binokular).
b) Mikroopryskiwacz laboratoryjny drobnokroplisty.

¢) Wanienka testowa ze szkta organicznego wg rysunku,
$2

d) Wycinak metalowy s$rednicy 2,5 cm do wycinania qudew z liscia.
e) Pipeta pojemmodci 2 ml,
f) Precik szklany.

2,3. Materialy

a) Bioindykator; dojrzaly przgedziorek chmielowiec (Tetranychus urticae Koch,)
hodowany w warunkach szklarniowych na fasoli,blizej podanych na str, 187 < 188 pracy po-
wotanej w 1,3.

b) Roélina testowa; fasola ( Phaseolus wvulgaris L.) odmiany Saxa Gold w fazie roz-
winiecia dwéch lisci, hodowana w szklarni, w doniczkach érednicy 6 cm. .

c) Podloze; gleba z 1 czesci piasku, 1 czeéci torfu, 3 czesci gliny,

d) Preparaty wzorcowe; do oznaczai preparatéw importowanych nalezy stosowaé odpo-
wiedniki zagraniczne, a w przypadku preparatéw krajowych - wzorce ustalone wg przyje-
tego sposobu postepowania,

2.4, Wchlanianie $rodka przez korzenie

2.4.1, Przygotowanie emulsji $rodka badanego i wzorcowego

2,4,1.1, Stezenia emulsji, Do oznaczan uzywaé wodne emulsje badanego érodka iwzor-

ca co najmniej w 4 stezeniach przygotowanych wg postepu geometrycznego, 1liczonych w
stosunku de sktadnika czynnego i tak dobranych, Zeby dzialtanie trujace emulsji o ste-
zeniu najnizszym powodowalo po 48 godz $mieré okoto 20% przedziorkéw, a dzialtanie
emulsji o steZeniu najwyzszvm - émieré okoto 90% przedziorkéw, Tak np., dla $rodka
uktadowego X ustalone stezenia emulsji wynosza: 0,1%, 0,05%, 0,025%, 0,0125% sktadni-
ka czynnego,

2.4,1,2, Sposéb przygotowania, Odwazyé po 3 g badanego érodka i wzorca w naczynku
wagowym, z doktadnoscig do 0,0002 g, Z odwazki drodka i wody destylowanej przygotowal
w cylindrze pomiarowym pojemnosci 100 lub 250 ml (zaleznie od ilodei substancji ak-
tywnej w badanych preparatach) emulsj¢ o zawartodéci 1% sktadnika czynnego (1 g na
100 ml emulsji), :

Emulsj¢ o stezeniach potrzebnych do oznaczania przygotowaé przez kolejne objeto-
$ciowe rozciericzanie.Kazdy roztwér nastepny otrzymaé przez odpowiednie rozciernczenie
roztworu poprzedniego,
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2,4,1,3, Przyklad przygotowania emulsji 50-procentowego érodka X , Postepujgc wg
2,4,1.2 sporzgdzié emulsje z 3 g édrodka badanego, wzorca i 147 ml wody. Emulsje o po-
trzebnych stezeniach 0,1%, 0,05%, 0,025% 1 0,0125% skiadnika czynnego przygotowaé wg
tablicy w cylindrach pomiarowych odpowiedniej pojemnosci,

SteZenie emulsji Emulsja, ktdrs nalesy usyé do przygotowania Woda destylowa-
otrzymywanej, % stetenie, % =y na, ml
0,1 1 10 90
0,05 0,1 50 50
0,025 0,05 50 50
0,0125 0,025 50 50

2,4.2, Wykonanie oznaczania, W doniczce z rbélinq testowg, w polowie odlegltosci
miedzy Yodygg rosliny a brzegiem doniczki, przygotowaé¢ precikiem szklanym gruboseci
0,5 cm 5 otworéw wokét rodygi, glebokosSci 4 cm, Do kazdego otworu wprowadzid pipetg
2 ml emulsji $rodka badanego o najnizszym stezeniu (tacznie 10 ml emulsji na 1 do-
niczke¢). W taki sam sposéb wprowadzié kolejno do nastepnych doniczek po 10 ml emulsji
$rodka badanego i wzorcaowego w pozostalych dalszych stezeniach. Emulsje¢ w kazdym ste-—
zeniu wprowadzié¢ do 2 doniczek.

Roéliny oznakowaé i przez 8 godz oswietlaé Swiatlem jarzeniowym 5000 1x, utrzymu-
Jac w pomieszczeniu temperature 24% 1 wilgotnoéé wzgledng 60%. Po uplywie 24 godz
wycigé z kazdego lidcia po jednym krgzku $rednicy 2,5 cm i ulozyé dolng strong do gé-
ry na paskach bibuly w wanience testowe]j. Przy uzyciu pedzelka na kazdym krgzku 1id-
cia umiescié po 25 przedziorkéw, Dla kazdego stezenia i kombinacji kontrolnej prowa-
dzié oznaczania na 4 krgzkach,

Wanienke¢ z krgzkami i przedziorkami przechowywaé w temperaturze 2400 i wilgotno-
éci wzglednej 60%.Po uplywie 48 godz od umieszczenia przedziorkdéw na kragzkach lisci
dokonaé obserwacji. Policzyé przy pomocy mikroskopu. martwe przedziorki na wszystkich
krazkach,

2.4.3, Obliczanie wynikdw

2.4,3,1. Zasada obliczania, Obliczanie skutecznoéci badanego $rodka przeprowadzid

metodg logarytmiczno-probitows.

2,4.3.2. Obliczanie stezenia emulsji powodujgcego 50% Smiertelnosci,Sporzadzié ta-

blice, a w niej zestawié w pionowych kolumnach nast¢pujgce wartosci:
A - stezenie stosowanych emulsji badanego $rodka, mg/1,
X - logarytmy stezei (lg A),
L - é$rednie $miertelnosci przedziorkdw dla kazdego stosowanego stezenla emulsji
skorygowane o Smiertelnos$é naturalng obliczona w procentach wg wzoru Abbota

g = 100 * Popuer = Prontr
100 - P
w ktérym: kondx
P e = $miertelno$é obserwowana po zastosowaniu badanego srodka, %,
4 4 LA
Ronte smiertelno$é kontrolna, %,

y — probit $miertelnosci (probit B),
x? - kwadrat logarytmu stezen,
TY --iloczyn logarytmu stezeil i probitu $miertelnoséci (iloczyn 1lg A i probi-
tu B).
Dla wartosci x, v, xg, xy obliczyé sumy,
Dla logarytmu stezen x i probitu $miertelnodci y obliczyé érednie T, .
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Na podstawie powyzszych danych obliczyé wspdrozynnik regresji b wg wzoru

Txy -2 Ly
b = e (1)
w ktéry-m: Tt =% * L%
Yr - suma logarytméw stezer,
Yx? - suma kwadratéw logarytméw stezei,
Yy - suma probitdéw smiertelnosci,

Yxy - sumy iloczynu logarytmu stezen i probitu émiertelnoseci,
r - drednia lagarytméw stezen,
Logarytm stezenia emulsji powodujgcego 50% smiertelnodci (lg LCSO) obliczyé wg

wzory g LCy,= =¥ v2 (2)
w ktérym:

5 - probit odpowiadajgcy 50% $miertelnosci,

Yy - Srednia probitéw Smiertelnodci,

b - wspbéieczynnik regresji,

T - $rednia logarytméw stezer,

Z

otrzymanego 1lg L050 odczytaé w tablicach logarytmicznych stezenie emulsji bada-
nego srodka, wyrazone w miligramach substancji czynnej zawartej w 1 1 rozpuszczalnika,
powodujgce 50% $miertelnosci przedziorkéw.

W taki sam sposéb wykonaé obliczenia LC50 dla preparatu. wzorcowego.

2,4,3,3, Obliczanie skutecznosci. Skutecznoéé badanego érodka T obliczyé w pro-

centach wg wzoru LC50 wzorca
T = < 100 (3)
LC50 badanego $rodka

Przykzad obliczania, Wykonano obliczenia dla srodka ukiadowego X i sporzgdzono nastepujgca ta~
blice.

Stetenie skiad-| Logarytm steser Smiertelnosé Probity smier-| Kwadrat loga-| Tloczyn loga~
nika czynnego osobnikéw telnosci rytmu stezerd | rytmu stezed
2 i probitu smiex
4 - B y x telnosci
mg/1 % Ty
1000 3,0000 89 6,23 9,0000 18,6900
500 2,6990 69 5,50 7,2846 14,8445
250 2,3979 47 4,92 5,7499 11,7977
125 2,0965 19 4,12 ) 4,3970 8,6392
Tx = 10,1938 Yy = 20,77 Ixr?s 26,4315 Yxy = 53,9714
‘i - 2,5484 —’g = 5’1925 - -

Wspbiczynnik regresji b obliczony wg wzoru (1)

_ 53,9714 - 2,584 . 20,77, 5952
26,4315 - 2,5484 . 10,1938

1g LCSO obliczony wg wzoru (2)

5 - 5,1925
2,2952

1gLC, ;) = 2,4645
LC50 odczytane z tablic logarytmicznych dla 2,4645 wynosi 291,4 mg/l.
W taki sam sposéb wykonano obliczenia dla-preparatu wzoroowego,ktéregoLCso wynosi. 243,5 mg/1.

Skutecznosé badanego srodka T obliczona w procentach wg wzoru (3) wynosis

1g I‘CSO = + 2,5484

T.%%%:.%.mo.w,s
’
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2,5, Przemieszczanie sig¢ drodka z gdérnej powierzchni liscia na dolng

2,5,1, Przygotowanie emulsji $rodka badanego 1 wzorcowego

2,5.,1,1, Stezenia emulsji - wg 2,4.1.1 z tym, ze dla $rodka ykadowego X stezenia
emulsji wynoszg 0,05%, 0,025%, 0,0125% i 0,00625% skladnika czynnego,

2,54,2, Sposdb przygotowania - wg 2.,4.1.2,

2,5,1,3, Prazyklad przygotowania emulsji 50-procentowego Srodka X, Potrzebne ste-
zenia przygotowaé wg tablicy podanej w 2,4.1.3.

2,5.2, Wykonanie oznaczania, Gérng powierzchnie¢ lidcia fasoli opryskad odpowied-
nim stezeniem emulsji za pomocg mikroopryskiwacza, dozujgc 0,002 g cieczy na 1 cm

opryskiwanej powlerzchni, Kazdym ste¢zeniem opryskiwaé 2 roéliny. Roéliny oznakowaé
i przez 8 godz odwietladé $wiatlem jarzeniowym 5000 lx,utrzymujgc w pomieszczeniu tem—
perature 24°C i wilgotno$é wzgledng 60%. Po uplywie 24 godz wyciaé z kazdego 1liscia
po Jednym krazku $rednicy 2,5 cm i ulozyé dolng strong do géry na paskach bibuly
w wanience testowej. Pe¢dzelkiem umiescié na kazdym krazku lisScia po 25 przedziorkdw,

Dla kazdego stezenia i kombinacji kontrolnej prowadzié oznaczania na 4 krgzkach,

Po uptywie 48 godz od umieszczenia przedziorkéw na krazkach lisei poliezyé przy
pomocy mikroskopu martwe przedziorki na wszystkich krgzkach.

2,5,3. Obliczanie wynikéw

2,5,3.1, Zasada obliczania - wg 2,.4,3.1.

2,5,3,2, Obliczanie stezenia emulsji powodujgcego 50% Smiertelnosci - wg 2.4.3.2,

2,5,3,3, Obliczanie skutecznosci - wg 2,4,3,3,

2.6, Rozchodzenie sie érodka wzdtuz ligcia

2,6.,1, Przygotowanie emulsji srodka badanego i wzorcoewego

2,6,1,1, Stezenia emulsji., Do oznaczan uzywaé wodna emulsje badanego drodka
i wzorca w jednym stezeniu ustalonym uprzednio w badaniach wstepnych, np, dla sSrodka
uk¥adowego X stezenie to wynosi 0,025% sktadnika czynnego,

2,6,1,2, Sposdéb przygotowania - wg 2.4.1.2. Potrzebne do oznaczania stezenia uzy-
skaé przez objetosciowe rozciericzenie emulsji o zawartodci 1% skladnika czynnego.

2,6,1,3, Przyktad przygotowania emulsji 50-procentowego $rodka X, Potrzebne do

oznaczania stezenie przygotowaé wg thblicy podanej w 2.4,1,.3,

2,6.,2, Wykonanie oznaczania, Gérng potowe liscia fasoli os¥onié w poprzek papie-
rem pergaminowym. Opryskaé 1isé odpowiednim stezeniem emulsji, dozujac 0,002 g cieczy
na 1 om2 opryskanej powierzchni, Ostong 2z pergaminu zdjaé. Emulsja danego $Srodka

i wzorca opryskiwaé 2 roéliny. Ros§liny oznakowaé i przez 8 godz oswietlaé swiatlem
Jarzeniowym 5000 1x, utrzymujgc w pomieszczeniu temperature 24°% 1 wilgotnosé wzgled-
. ng 60%.

Po uptywie 24 godz z nie opryskanej polowy liscia wycigé krgzek s$rednicy 2,5 om
i umiedcié go dolng strong do géry na paskach bibuly w wanience testowej., Pedzelkiem
umiescié na kazdym krgzku po 25 przedziorkéw, Oznaczanie przeprowadzié na 4 krgzkach
wycigtych z 4 lisci. Obserwacje wykonaé po 24, 48, 72 i 96 godz od umieszczenia prze-
dziorkdéw na krgzkach lisci., Przy pomocy mikroskopu policzyé martwe przedziorki na
wszystkich krgzkach opryskanych emulsjg srodka badanego i wzorca oraz w kombinacji
kontrolnej,
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2,6,3, Obliczanie wynikéw

2,6,3,1, Zasada obliczania - wg 2.4,.3.1,

2,6,3,2, Obliczanie stezenia emulsji powodujgcego 50% Smiertelnosci wykonaé wg
2.,4,3.2 z tym, ze zamiast stezen emulsji i ich logarytméw wprowadzidé czasy obserwacii
i ich logarytmy.

2,6,3,3, Obliczanie skutecznosci, Skutecznodé badanego srodka T obliczyé w vro-
centach wg wzoru

LTBO wzorca

T=71r
5

o badanego érodka
w ktérym LT%O oznacza czas, po ktdérego uplywie zginie 50% przedziorkéw,

Obliczanie wykonaé wg przykladu podanego w 2.4.3.3 z tg rdéznica, ze zamiast ste-
zen emulsji i ich logarytméw wpisaé do tablicy okresy czasu, w ktérych wykonywano ob-
serwacje i ich logarytmy.

2,7, Dtugotrwalosé dziatania trujgcego srodka w_tkankach rosliny

2,7,1, Przygotowanie emulsji $rodka badanego i_wzorcowego

2,7T,1,1, Stezenia emulsji - wg 2,6,1,1,

2,7,1,2, Sposdéb przygotowania - wg 2.4.1.2, Potrzebne do oznaczania stezenia uzy-
skaé przez objetosciowe rozcienczenie emulsji o zawartosci 1% skladnika czynnego,

2,7.1,3. Przyklad przygotowania emulsji 50-procentowego srodka X, Potrzebne do
oznaczania stezenie przygotowad wg tablicy podanej w 2.4,1.3,

2,7.,2, Wykonanie oznaczania, Emulsje wodng badanego $rodka wprowadzié do gleby
w doniczce jak w 2.4,2, W ten sam sposéb wprowadzié kolejno po 10 ml emulsji srodka
badanego i1 wzorcowego do nastepnych 7 doniczek, Przez 8 godz na dobg odwietlaé rosli-
ny swiatlem jarzeniowym 5000 1x, utrzymujgc w pomieszczeniu temperature 2400 i wil=
gotno$é wzgledng 60%. Po uptywie 48 godz rodling wyjaé z doniczki, korzenie opkukaé
wodg 1 przesadzié do doniczek z ziemig nie traktowang preparatem,

Kolejno po 3, 6, 9 i 12 dniach od przesadzenia roéliny wyciaé z lidcia po jednym
krazku i ulozyé dolng strong do gdéry na paskach bibuly w wanience testowej.Pe¢dzelkiem
umiedécié na kazdym krazku po 25 przedziorkdéw, Kazdg kombinacje badaé na 4 krgzkach,Po
uptywie 48 godz od umieszczenia przedziorkdéw na krazkach lisci policzyé przy pomocy
mikroskopu martwe przedziorki na krazkach traktowanych srodkiem badanym 1 wzorcem

oraz kontrolnych,

2,7,3, Obliczanie wynikdw

2,7,3,1., Zasada_obliczania -~ wg 2,4.3.1,

2,7,3,2, Obliczanie stezenia emulsji powodujgcego 50% Smiertelnosci wykonaé wg
2,4,3,2 z tym, %¢ zamlast stezen i ich logarytméw wprowadzié czasy obserwacji 1 ich

logarytmy.

2,7,3,3, Obliczanie skutecznosci - wg 2,6,3,3,
Obliczanie wykonaé wg przyktadu podanego w 2,4,3.3 z tg réznicg, z2e w tablicy za-

miast stezed emulsji i ich logarytméw podaé okresy czasu, w ktérych wykonano obser-
wacje, 1 ich logarytmy.

2,8, Dziatanie kontaktowe $rodka

2,8,1, Przygotowanie emulsji sSrodka badanego i wzorcowego
2,8,1,1, Stezenia emulsji - wg 2.4.1.1,
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2,8,1,2, Sposéb przygotowania - wg 2,.4.1,2,
2,8,1,3, Przyklad przygotowania emulsji S50-procentowego Srodka X - wg 2,4,1.3,

2,8,2, Wykonanie obliczania, Li$é z hodowli matecznej opanowany przedziorkami za-
nurzyé na przecigg 5 sek w emulsji $rodka badanego 1 wzorcowego, Po okoko 15 min,kie~
dy prze¢dziorki zaczng si¢ poruszaé, przeniesé pedzelkiem 25 przedziorkéw na krazek
li$cia nie potraktowany preparatem, umieszczony uprzednio na pasku bibuly w wanience
testowej, Wanienke przechowywaé w temperaturze 24% 1 przy wilgotnosci wzgledne] 60%.

Oznaczanie kazdego ste¢zenia srodka badanego i wzoreowego oraz kombinacji kontrol-
nej wykonaé na 4 krgzkach lisScia. Po uplywie 48 godz od umieszczenia przedziorkéw na
krgzkach liscia policzyé przy pomocy mikroskopu martwe przedziorki na wszystFich
krazkach,

2,8,3, Obliczanie wynikéw

2,8,3,1, Zasada obliczania - wg 2.4.3.1.

2,8,3,2, Obliczanie stezenia emulsji powodujgcego 50% S$miertelnosci ---wg 2.4,3.2,

2,8,3,3, Obliczanie skutecznosci - wg 2,4.3.3,

3, METODA OZNACZANTA SKRECONEGO

3,1, Zasada oznaczania polega na okreslaniu émiertelnosci przedziorka chmielowca
zerujgcego na lisciach fasoli opryskanej wodnymi emulsjami $rcdka uktadowego., Wedlug
metody skréconej nalezy oznaczadé aktywnosé przemieszczania sie $rodka z gérnej po-
wierzchni lidécia na dolng.

3,2, Przyrzady
a) Mikroskop stereoskopowy (binokular),

b) Mikroopryskiwacz laboratoryjny drobnokroplisty.

¢) Wanienka testowa ze szkla organicznego,

d) Wycinak metalowy Srednicy 2,5 cm do wycinania krazkéw z lidecia,
3,3, Materialy - wg 2,3,

3,4, Przemieszczanie sie $rodka z gérnej powierzchni lidcia na dolng
3,4,1, Przyzotowanie emulsji Srodka badanego i wzorcowego

3¢4,1,1, Stezenia emulsji - wg 2,5,1.1,

3,4,1,2, Sposéb przygotowania - wg 2.4.1.2,

3,4,1,3, Przyktad przygotowania emulsji 50-procentowego $rodka X, Potrzebne stg-

zenia przygotowaé wg tablicy podanej w 2,.4,1.3,

3s4:2, Wykonanie oznaczania - wg 2,.5,2,
3,4,3, Obliczanie wynikéw - wg 2,5.3.

KONIEC
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