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Wstep i cel badan

Rozpatrywanie zdrowotno$ci roslin w rolnictwie ekologicznym powinno opiera¢ si¢ na
catosciowym podejsciu do uprawy, ktora jest dynamicznym uktadem ekologicznym
sktadajacym si¢ z zespotu organizmoéw potaczonych relacjami troficznymi oraz srodowiska, w
ktérym one wystepuja. Poznanie interakcji migdzy roslinami, szkodnikami, patogenami roslin
1 organizmami pozytecznymi odgrywa kluczowa rol¢ w zapewnieniu skutecznych zabiegow w
uprawie ekologicznej.

Szeroko badanymi mikroorganizmami pomagajacymi rozwigzywac problemy ochrony
wielu upraw przed szkodnikami i patogenami sg grzyby entomopatogeniczne (EPF) nalezace
do workowcow (Ascomycota). Najczesciej wykorzystywane w ochronie roslin nalezg do
rodzajow Beauveria i Metarhizium.

Wystepujace w glebie EPF odgrywaja znaczaca role w ekosystemach. Przede wszystkim sg
one pasozytami owadow. Dzigki enzymom, ktore chemicznie trawig oskorek zaatakowanego
owada grzyby przenikaja do jamy ciala Zzywiciela. Tam produkuja mykotoksyny, ktore
zaburzaja reakcje obronne owada. Uszkodzenia mechaniczne narzadow spowodowane przez
rozrastajaca si¢ grzybnie, wyczerpanie skladnikow odzywczych oraz nagromadzenie toksyn
powoduja $mier¢ zywiciela (Zimowska & Krol 2019). Dalszy rozwoj grzybow na martwym
osobniku prowadzi do tworzenia znacznej ilosci zarodnikow konidialnych zdolnych do
infekowania kolejnych owadow. W przypadku braku zywiciela EPF rozwijaja si¢ w fazie
saprotroficznej w bogatych w materi¢ organiczng powierzchniowych warstwach gleby (Ortiz-
Urquiza 2022).

Siedliskiem zarodnikow jest gleba. W warunkach naturalnych EPF z fatwo$cig porazaja te
stadia rozwojowe stawonogow, ktore rozwijaja si¢ w srodowisku glebowym. Czgsto obserwuje
si¢ infekcje grzybowe pedrakéw, drutowcoOw i rolnic oraz zimujacych w glebie osobnikéw
stonki ziemniaczanej (Wasilewska-Nascimento 2021). Dzigki dotacji MRiIRW w 2022 roku
udowodniono patogeniczno$¢ rodzimego szczepu Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill.
wyizolowanego w Jadwisinie w odniesieniu do wszystkich stadiéw rozwojowych stonki
ziemniaczanej.

Innym szkodnikiem, ktory jest szczegolnie niepozadany na plantacjach nasiennych oraz w
uprawie sadzeniakow sg mszyce (Aphidoidea). Znaczenie gospodarcze mszyc, podobnie jak
innych szkodnikow wysysajacych soki z roslin, takich jak maczliki (Aleyrodidae), wciornastki
(Thysanoptera) i przedziorkowate (Tetranychidae), bedzie wzrasta¢ w kolejnych latach z
powodu zachodzacych zmian klimatycznych.

Do najczesciej] wystepujacych na ziemniaku mszyc naleza: mszyca brzoskwiniowo-
ziemniaczana (Myzus persicae), mszyca szaktakowo-ziemniaczana (Aphis nasturtii), mszyca
kruszynowo-ziemniaczana (Aphis frangulae). W wyniku Zerowania mszyc liscie skrecajg sig,
70tkng 1 zasychajg; obserwuje si¢ zahamowanie wzrostu ro$lin. Podczas naktuwania lisci
mszyce czesto wprowadzaja do ro$lin wirusy wywolujace grozne choroby ziemniaka,
przyczyniajac si¢ tym samym, w sposob posredni, do obnizenia plonowania bulw.
Najgrozniejsze wirusy to: wirus liSciozwoju ziemniaka (PLRV), smugowatos$ci ziemniaka
(PVY) oraz mozaiki kedzierzawej (PVM). Porazone wirusem sadzeniaki stajg si¢ zrodlem



rozprzestrzeniania chorob na catej plantacji. Obecnie notuje si¢ brak srodkéw do zwalczania
mszyc w uprawie ekologicznej.

Badania Lopez Castillo i in. (2014) oraz Rasool i in. (2020) wykazatly, ze wzrost populacji
mszyc mozna ograniczy¢ wykorzystujac endofityczne wlasciwosci EPF.

Grzyby owadobdjcze sa zdolne do kolonizacji roslin endofitycznie przez co stymuluja ich
wzrost 1 indukujag w nich odpornos¢ (Zimowska & Krél 2019). Endofity zyja przynajmniej
przez czg$¢ swego zycia w przestrzeniach miedzykomorkowych roslin lub wigzkach
przewodzacych, nie uszkadzajac tkanek roslin zywicielskich (Francis i in. 2022).

Prowadzone sg prace w kierunku poznania endofitycznego wptywu EPF na emisje lotnych
zwigzkow organicznych roslin zywicielskich. Potwierdzono, ze zmiany w zapachu roslin moga
prowadzi¢ nie tylko do zmniejszenia liczebnosci szkodnikow, ale takze do zwigkszonej
liczebno$ci naturalnych wrogdéw na roslinach skolonizowanych przez endofity, wptywajac tym
samym posrednio na obrong ro$lin (Francis 1 in. 2022; Vianna 1 in. 2018).

Najbardziej pozadane owady drapiezne w uprawie ziemniakéw to: biedronkowate
(Coccinellidae), bzygowate (Syrphidae) i ztotooki (Chrysopidae). Zaréwno doroste jak 1 larwy
tych owadow zywig si¢ mszycami. Jedna larwa moze zje$¢ w ciggu catego swojego rozwoju od
100 do 2000 mszyc w zalezno$ci od gatunku. Biedronki oraz larwy zlotookdéw moga zjadac
réwniez jaja stonki ziemniaczane;.

EPF rozpowszechnione w ryzosferze zdolne sg do bezposredniej interakcji z patogenami
glebowymi o przestrzen zyciowg i sktadniki pokarmowe (Zimowska & Krol 2019). Wyniki
badan prowadzonych w 2022 roku w ramach dotacji do rolnictwa ekologicznego sugeruja, ze
moga one by¢ konkurencyjne w stosunku do zasiedlajacego glebe patogena jakim jest
Rhizoctonia solani.

Rosliny ze swojej strony muszg szybko reagowac na r6zne warunki stresowe spowodowane
takimi czynnikami jak patogeny i szkodniki. Kwas abscysynowy (ABA) jest jednym z
klasycznych hormonow ro$linnych, koordynuje odpowiedzi roslin na czynniki stresogenne
zarOwno biotyczne jak 1 abiotyczne. Najczesciej obserwowang odpowiedzig roslin na dziatanie
czynnika stresowego jest obnizenie poziomu hormonéw tzw. stymulatoréw wzrostu roslin tj.
gibereliny czy cytokininy przy réwnoczesnym zwigkszeniu poziomu hormondéw zwykle
hamujacych wzrost elongacyjny komorek lub przyspieszajacych dojrzewanie i/lub starzenie si¢
tkanek, a wiec kwasu abscysynowego (ABA), etylenu czy kwasu jasmonowego. ABA jest
hormonem, ktory poprawia gospodarke¢ wodng ro$liny: z jednej strony zamyka aparaty
szparkowe, co zmniejsza transpiracj¢, z drugiej - moze przyczyni¢ si¢ do wydajniejszego
przewodzenia wody (Du i in. 2013).

Produkcja wtornych metabolitow grzybow w roslinach moze dziata¢ na szkodniki Zerujace
na cze¢$ci nadziemnej. Ostatnio jednak coraz czg$ciej pojawiajg si¢ informacje, ze EPF moga
by¢ odpowiedzialne za modulacj¢ maszynerii chemicznej rosliny, na przyktad zmiany w
produkcji zwigzkow zwigzanych z obrong ro$lin (Gange i in. 2019; Hu & Bidochka 2019).
Takie zwigzki jak alkaloidy byty ekstrakowane z grzybow endofitycznych oraz roslin
zakazonych endofitami (Yue i in. 2000).



W badaniach laboratoryjnych udowodniono, ze zastosowanie chitozanu zwigksza sporulacje
B. bassiana. Grzyb rosnacy na pozywce z chitozanem wykazal ponad 40-krotnie wyzsza
produkcje zarodnikéw niz w kontroli bez chitozanu. Wyprodukowane w obecnosci chitozanu

zarodniki konidialne zachowuja swoja zywotno$¢ i stopien patogenicznos$ci (Palma-Guerrero i
in. 2008).

W doswiadczeniach zastosowano chlorowodorek chitozanu, ktory jest substancjg
podstawowa, dopuszczong w rolnictwie ekologicznym do zaprawiania bulw ziemniaka przed
sadzeniem. Dziatajac jako elicytor ro§linny stymuluje on odpornos¢ roslin na grzyby i bakterie
chorobotworcze (https://rolnictwo-ekologiczne.ior.poznan.pl/wyniki-wyszukiwania).
Chlorowodorek chitozanu moze by¢ stosowany tacznie z innymi zabiegami ochronnymi
(Kowalska 2021).

Inng substancjg podstawowa jest talk stosowany w formie wodnej zawiesiny jako bariera
fizyczna dla owaddw, roztoczy oraz grzybowych ektopasozytow roslin nalezacych do rzedu
maczniakowcow (Erysiphales). Jest stosowany na drzewach owocowych, w gajach oliwnych i
winoroslach (Kowalska 2021).

Obecnie w Polsce sg zarejestrowane trzy szczepy gatunku B. bassiana w formie
mykoinsektycydow. Biopreparaty te, stosowane dolistnie w formie opryskow, znajduja
praktyczne zastosowanie w zwalczaniu maczlikoéw, wciornastkow, przedziorkéw 1 mszyc w
uprawach warzywnych, w sadownictwie 1 w uprawie ro$lin ozdobnych. W przypadku
drutowcow rekomendowane jest nawadnianie podioza preparatem zawierajagcym zarodniki
grzyba (https://www.gov.pl/web/rolnictwo/wyszukiwarka-srodkow-ochrony-roslin---
zastosowanie). Dalsze prace badawcze powinny iS¢ w kierunku rozwigzan technologicznych
umozliwiajacych zastosowanie preparatow grzybowych w uprawie polowej. Jednym z takich
rozwigzan moze by¢ uzycie zarodnikow grzybowych do zaprawiania bulw.

Wyrdzniono nastgpujace cele badan:
1. Potwierdzenie wystepowania grzyboéw owadobojczych w ekologicznej uprawie ziemniaka,

2. Ocena skutecznosci zaprawiania bulw zarodnikami gatunku B. bassiana w celu zwigkszenia
zdrowotnosci roslin ziemniaka,

3. Ocena skutecznosci jednoczesnego zastosowania EPF 1 substancji podstawowej
(chlorowodorek chitozanu, talk),

4. Opracowanie sposobOw zastosowania biopestycydow nowej generacji w uprawie
ziemniakoéw z uwzglednieniem dostepnej wiedzy.

Zadanie 1. Analiza jakoS$ciowa i iloSciowa grzybéw entomopatogenicznych w ekologicznej
uprawie ziemniaka

Metodyka prowadzonych prac

Proby gleby byly pobierane przy uzyciu laski Egnera do glgbokosci 15 cm w trzech fazach
rozwojowych ro$lin ziemniaka odmiany Gardena: petnia wschodow, kwitnienie, bulwy



dojrzate do zbioru. Na obrzezach plantacji graniczacych z roslinami ptodozmianu, w §rodku
pola oraz w bliskos$ci zadrzewienia §rédpolnego pobrano po pieé¢ prob.

Proby gleby pozyskano na polu ekologicznym i w uprawie konwencjonalnej (Srodek pola).
W warunkach laboratoryjnych glebe umieszczano w sterylnych szalkach Petriego o $rednicy
11 cm (po cztery szalki na kazdy punkt poboru prob). Grzyby owadobdjcze byly izolowane
metodg owada putapkowego z wykorzystaniem larw barciaka wigkszego (Galleria mellonella).
W kazdej szalce z glebg umieszczano 6 larw. Ich Smiertelno$¢ byta oceniana w odstepach 2-
dniowych, az do uzyskania 100% larw martwych. Martwe larwy dezynfekowano w 70%
roztworze alkoholu etylowego oraz 1% roztworze podchlorynu sodu i umieszczano pojedynczo
w sterylnych szalkach Petriego z wilgotng bibulg. Grzyby porastajace cialo martwych
osobnikow byty hodowane na pozywce PDA w celu identyfikacji. Morfologiczna identyfikacja
poszczegdlnych gatunkow byta przeprowadzona przy uzyciu mikroskopu optycznego.

Dodatkowo okreslono zawarto$¢ wody w glebie metoda suszarkowo-wagowa oraz z
wykorzystaniem sondy TDR.

Dane przeanalizowano metoda jednoczynnikowej analizy ANOVA przy uzyciu programu
Statistica 13. Roznice miedzy $rednimi poréwnano za pomocg testu HSD Tukeya na poziomie
1stotnosci P<0,05.

Wyniki

W probach gleby wykazano obecnos$¢ dwoch gatunkow grzybow entomopatogenicznych:
Metarhizium robertsii (Metchnikoff) Sorokin (1883) i B. bassiana (Ascomycota: Hypocreales).
W uprawie ekologicznej we wszystkich punktach poboru prob dominowat rodzaj Metarhizium
(tab. 1.1). Smiertelno$¢ larw G. mellonella porazonych grzybem wzrastata w okresie wegetacii.
Na obrzezach plantacji graniczacych ze zbozem osiggneta ona 100% w fazie bulw dojrzatych
do zbioru. Najwigksze porazenie spowodowane przez B. bassiana dotyczylo larw barciaka
wiekszego umieszczonych w glebie pobranej w poblizu zadrzewienia srodpolnego 1 wyniosto
8,3%. Nie odnotowano obecnosci tego gatunku w glebie pochodzacej z obrzezy plantacji
graniczacych ze zbozem. Gatunek ten nie byt obecny w fazie bulw dojrzatych do zbioru w
trzech miejscach poboru prob w uprawie ekologiczne;.

W uprawie konwencjonalnej w fazie wschodow ros$lin ziemniaka odnotowano 46,7%
$miertelnos¢ larw barciaka wickszego spowodowang przez B. bassiana (tab. 1.1). W kolejnych
fazach rozwoju ro$lin ziemniaka ulegla ona zmniejszeniu.

We wszystkich probach glebowych z wyjatkiem prob pobranych na obrzezach plantacji
graniczacych ze zbozem w fazie bulw dojrzatych do zbioru odnotowano obecnos$¢ nicieni
entomopatogenicznych. Najwicksza (93,3%) $miertelno$¢ larw barciaka wickszego
porazonych nicieniami zanotowano podczas wschodow w uprawie ekologicznej, w czesci pola
graniczacej ze zbozem. We wszystkich punktach poboru prob obecnos$¢ nicieni byta najwigksza
na poczatku okresu wegetacji ziemniaka (tab. 1.1).



Tabela 1.1 Srednia $miertelno$¢ larw G. mellonella (%) wywotana grzybami (EPF) i nicieniami
entomopatogenicznymi

System produkcji ziemniakow

Ekologiczny Konwencjonalny
Czynnik blisko$¢ obrzeza plantacji
chorobowy zadrzewienia $rodek pola graniczace ze srodek pola
srodpolnego zbozem
a b c a b c a b c a b c

Beauveria 83 | 00 | 00| 63| 67| 00]| 00 ] 00| 00 46,7 20,0 | 37,5
bassiana

Metarhizium 25,0 | 875|714 | 312|600 | 750 | 67 | 64,3 | 100 0,0 50,0 | 12,5
robertsii

EPF — Ogétem 333|875 | 71,4 | 375|667 | 750 67 | 643 | 100 46,7 70,0 | 50,0
Nicienie 66,7 | 12,5 | 28,6 | 62,5 | 33,3 | 25,0 | 93,3 | 35,7 | 0,0 53,3 30,0 | 50,0

a - petnia wschodéw; b - kwitnienie; ¢ - bulwy dojrzate do zbioru

Zawarto$¢ gleby w glebie ulegala zmianie w miar¢ osiggania
W  uprawie

rozwojowych przez roSliny ziemniaka (tab.
konwencjonalnej, najwyzsze jej wartosci notowano w fazie wschodow. Najnizszg zawartos¢
wody dla wszystkich punktow poboru prob zarejestrowano w fazie kwitnienia.

1.2).

kolejnych stadiow
ekologiczne] oraz

Zawarto$¢ wody w glebie dla trzech badanych faz rozwojowych ziemniaka byta wyzsza w
systemie konwencjonalnym niz w uprawie ekologiczne;j.

Tabela 1.2 Zawarto$¢ wody w glebie (%) w wybranych punktach pola ekologicznego i w uprawie
konwencjonalnej okreslona metoda suszarkowo-wagowa

System produkcji ziemniakow
Ekologiczny Konwencjonalny
Pomiar bliskos¢ obrzeza plantacji
zadrzewienia srodek pola graniczace ze srodek pola
srdédpolnego zbozem
a b c a b c a b c a b c
Zawartosc¢ 565 | 2,77 | 449 | 7,12 | 3,2 | 564 | 521 | 3,46 | 6,23 9,57 4,32 | 6,55
wody (%)

a - pelnia wschodow; b - kwitnienie; ¢ - bulwy dojrzate do zbioru



Zadanie 2. Badanie reakcji roslin ziemniaka na inokulacje¢ zarodnikami B. bassiana z
dodatkiem substancji podstawowej

Metodyka prowadzonych prac

W badaniach wykorzystano rodzimy szczep B. bassiana wyizolowany w Jadwisinie w roku
2021 z martwego osobnika stonki ziemniaczanej. Grzyb hodowano na pozywce PDA.
Zawiesina zarodnikoéw w stezeniu 108 jtk/ml, takze zmieszana z talkiem lub z chlorowodorkiem
chitozanu zostata uzyta do zaprawiania bulw ziemniakéw dwoch odmian: wezesnej - Gwiazda
i $rednio wczesnej — Gardena. Zaprawianie bulw wykonano r¢cznie przed sadzeniem. W
doswiadczeniach badano nastepujace kombinacje: 1 - kontrola (bulwy zaprawione wodg), 2 -
bulwy zaprawiane wodng zawiesing talku, 3 — bulwy zaprawione chlorowodorkiem chitozanu,
4 — bulwy traktowane wodng zawiesing zarodnikow B. bassiana, 5 - bulwy traktowane wodnag
zawiesing zarodnikoéw B. bassiana i talku, 6 - bulwy traktowane wodng zawiesing zarodnikow
B. bassiana i chlorowodorku chitozanu. Doswiadczenie byto prowadzone na polu
ekologicznym w Jadwisinie na 10 roslinach w kazdej kombinacji i w trzech powtorzeniach.

Oceniano reakcje roslin na poziomie morfologicznym podczas catego okresu wegetacji.
Mierzono nastepujgce parametry: wysoko$¢ roslin, masa todyg, masa lisci i wielko$¢ ich
powierzchni oraz wskaznik pokrycia gleby przez listowie (LAI). Po zbiorze przeprowadzono
oceng plonu pod wzgledem iloSciowym i jakoSciowym.

Prowadzono ocene presji agrofagow (stonki ziemniaczanej, mszyc, Rhizoctonia solani, P.
infestans i Alternaria spp.) w okresie wegetacji. Obserwacje prowadzono co 10 dni na 10
roslinach w poszczegolnych kombinacjach w trzech powtdrzeniach. Liczono ztoza jaj oraz
osobniki stonki ziemniaczanej zerujgce na liSciach. Proby zlozone z 12 lisci ziemniaka
przenoszono do laboratorium, gdzie okreslano liczbe mszyc oraz ich potencjalnych wrogoéw
naturalnych (biedronkowate, bzygowate, mszycarzowate). Ocena porazenia patogenami zostata
przeprowadzona przy uzyciu zmodyfikowanej 9 - stopniowej skali wg. Roztropowicz (1999),
gdzie 9 - brak objawow porazenia, 8 - plamy na 2 lisciach, 7 - na porazonej roslinie ok. 9 lisci
z objawami, 6 — objawy wystepuja na ok. 20% lisci, 5 - objawy wystepuja na ok. 50% lisci, 4 -
objawy wystepuja na ok. 80% lisci, 3 — bez objawow tylko pojedyncze liScie na roSlinie, 2 —
roslina bardzo silnie porazona, pojedyncze zielone liscie, 1 — wszystkie liscie zniszczone, pedy
zasychajace lub zaschnigte.

W celu oznaczenia zawartosci glikoalkaloidow w poszczegdlnych organach roslin pobrano
proby bulw (pie¢ bulw z kazdej kombinacji) oraz lisci (120 g z kombinacji). Analiza zawartos$ci
TGA zostata wykonana w Katedrze Technologii Rolnej i Przechowalnictwa Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroctawiu.

Zawartos¢ ABA w tkankach roslin 0znaczono ilosciowo (testy immunologiczne, Sigma
Aldrich, USA) z zastosowaniem procedury ELISA z przeciwciatami monoklonalnymi (Zdunek
& Lips 2001). Materiat do badan stanowity rosliny z jednego do§wiadczenia. Zamrozone tkanki
roslin ziemniaka zostaty utarte w ciektym azocie i zawieszone w roztworze sktadajacym sig z
80% metanolu, 2% lodowatego kwasu octowego i BHT (20 mg/l). Ekstrakty wytrzasano w
ciemno$ci przez 24 godziny, a nastgpnie wirowano przy 15 000 g i 4°C przez 20 min.



Supernatant z ekstraktow tkankowych zostat przeniesiony do TBS (150 mM NaCl, 25 mM
TRIS-HCI, pH 7,5).

Dane przeanalizowano metoda jednoczynnikowej analizy ANOVA przy uzyciu programu
Statistica 13. Roznice migdzy $rednimi poréwnano za pomoca testu HSD Tukeya na poziomie
istotnosci P<0,05.

Wyniki

W przypadku odmiany Gardena, zastosowanie zapraw skutkowato zwigkszeniem wysokosci
ro$lin, masy todyg i lisci, ich powierzchni asymilacyjnej oraz wskaznika LAI (tab. 2.1).

Tabela 2.1 Srednie wartosci parametréw morfologicznych w przeliczeniu na ro$ling po zastosowaniu
zapraw (odmiana Gardena)

Kombinacja Wysokosé Masa todyg (g) | Masa lisci (g) Powierzchnia
ro$lin (cm) lisci (cm?) LAI
Kontrola 27,3 51,7 155,0 3557,8 14
Talk 37,0 86,7 240,0 5387,3 2,2
Chitozan 29,0 56,7 191,7 4541,0 1,8
B. bassiana 35,7 66,7 171,7 4407,9 1,8
B. bassiana +chitozan 36,0 71,7 190,0 4501,2 1,8
B. bassiana+talk 33,0 83,3 206,7 4831,2 1,9

Najwigkszy plon bulw z rosliny uzyskano po zastosowaniu zapraw zawierajacych zarodniki
B. bassiana, chlorowodorek chitozanu lub talk (tab.2.2). Zastosowanie zarodnikow B. bassiana
wplyneto za zwiekszenie udzialu bulw o $rednicy przekraczajacej SOmm w strukturze plonu
odmiany Gardena.

Tabela 2.2 Plon bulw i jego struktura po zastosowaniu zapraw (odmiana Gardena)

Kombinacja Struktura plonu bulw (%)
Plon (g) <35mm 35-50mm 51-60mm >60mm
Kontrola 646,1 10,0 71,2 16,6 2,2
Talk 655,9 10,5 73,4 13,6 2,5
Chitozan 687,8 9,4 64,0 25,2 1,4
B. bassiana 697,4 10,6 65,1 19,6 4,7
B. bassiana 643,5 12,1 67,8 19,2 0,9
+chitozan

B. bassiana+talk 629,0 11,4 60,9 23,3 4.4

Rosliny odmiany Gwiazda zareagowaty pozytywnie na zastosowanie zaprawy zawierajacej
zarodniki B. bassiana zwigkszeniem masy todyg i liSci oraz powierzchni asymilacyjnej i
wskaznika LAI w poroéwnaniu do kombinacji kontrolnej (tab. 2.3). Najstabiej ze wszystkich
kombinacji wypadta B. bassiana z dodatkiem talku.



Tabela 2.3 Srednie warto$ci parametrow morfologicznych w przeliczeniu na rosling po zastosowaniu
zapraw (odmiana Gwiazda)

Kombinacja Wysokosé Masa todyg (g) | Masa lisci (g) | Powierzchnia LAI
ro$lin (cm) lisci (cm?)

Kontrola 62,0 138,3 2333 5900,7 2,4

Talk 56,0 143,3 2917 7303,3 2,9

Chitozan 59,0 160,0 318,3 7139,5 2,9

B. bassiana 60,0 195,0 238,3 7828,2 31

B. bassiana +chitozan 57,0 155,0 248,3 6780,3 2,7

B. bassiana+talk 54,0 110,0 196,7 4627,7 1,9

Najwigkszy plon bulw odmiany Gwiazda uzyskano po zastosowaniu zaprawy zawierajacej
zarodniki B. bassiana (tab. 2.4). W strukturze plonu najwiecej bulw o $rednicy 35-50mm
wyprodukowaty rosliny z kombinacji kontrolnej. Zastosowanie zaprawy zawierajacej zarodniki
B. bassiana spowodowato zmniejszenie ilosci bulw matych i zwigkszenie frakcji bulw o
srednicy 51-60mm w poroéwnaniu do kontroli.

Tabela 2.4 Plon bulw i jego struktura po zastosowaniu zapraw (odmiana Gwiazda)

Kombinacja Struktura plonu bulw (%)
Plon (g) <35mm 35-50mm 51-60mm >60mm

Kontrola 679,4 10,6 64,9 21,6 2,9

Talk 625,7 10,3 46,7 27,6 15,4

Chitozan 685,8 8,1 60,0 22,7 9,2

B. bassiana 757,8 6,6 56,8 31,8 4,8

B. bassiana 645,8 10,5 53,8 26,9 8,8
+chitozan

B. bassiana+talk 637,8 10,5 58,0 25,1 6,4

Objawy ospowato$ci na bulwach odmiany Gardena byly najmniejsze po zastosowaniu
chlorowodorku chitozanu (tab. 2.5). W przypadku odmiany Gwiazda, najsilniejsze objawy
ospowatosci odnotowano dla ro$lin z kontroli. Zastosowanie zapraw skutkowato
zmniejszeniem porazenia bulw.

Najmniejsze porazenie bulw odmiany Gardena parchem zwyktym odnotowano w kontroli.
Najwicksze szkody spowodowane przez szkodniki glebowe zanotowano w kontroli (odmiana
Gardena). Po zastosowaniu wodnego roztworu talku jako zaprawy oraz zarodnikow B. bassiana
obserwowano mniejsze uszkodzenia roslin odmiany Gwiazda.



Tabela 2.5 Ocena pozbiorowa bulw ziemniaka odmian Gardena i Gwiazda po zastosowaniu zapraw (%
$redniej masy z rosliny)

Kombinacja Gardena Gwiazda
Ospowat Parch Uszkodzenia Ospowatos¢ Parch Uszkodzenia
08¢ zwykly przez pedraki zwykly przez pedraki
Kontrola 41,4 61,5 3,3 76,6 65,1 0,5
Talk 56,6 65,7 0,3 64,6 74,1 0,2
Chitozan 39,5 70,8 0,0 72,5 63,2 1,3
B. bassiana 48,9 70,6 0,0 69,3 64,8 0,1
B. bassiana 57,2 80,2 1,1 65,4 63,9 1,4
+chitozan
B. bassiana 66,4 71.3 1,6 70,3 70,4 0,8
+talk

Najmniejszg liczbe dorostych osobnikéw stonki ziemniaczanej obserwowano na roslinach
obu odmian, ktoérych bulwy zaprawiono wodng zawiesing talku oraz talku z zarodnikami B.
bassiana (tab. 2.6). Zaprawienie bulw odmiany Gardena chlorowodorkiem chitozanu oraz
chlorowodorkiem chitozanu z dodatkiem zarodnikoéw B. bassiana rowniez skutkowato
mniejsza liczba dorostych owadoéw na lisciach. Srednia liczba zt6z jaj na roslinach z kontroli
byta najwigksza dla odmiany Gardena w poréwnaniu z roslinami zaprawionymi. Dodanie talku
do zarodnikow B. bassiana podczas zaprawiania bulw spowodowato zwigkszenie liczby zt6z
jaj na roslinach odmiany Gwiazda. Liczba larw zerujacych na roslinach z kontroli oraz
zaprawionych zarodnikami B. bassiana byla podobna dla odmiany Gardena. Natomiast
zastosowanie zarodnikow B. bassiana do zaprawiania bulw odmiany Gwiazda spowodowato
zmniejszenie liczebnos$ci larw o 8,6% w porownaniu do kontroli.

Tabela 2.6 Wplyw zastosowania roznych zapraw na zasiedlenie roslin ziemniaka przez stonke
ziemniaczang w okresie jej najwickszego nasilenia (22.06.2023)

Gardena Gwiazda

Kombinacja 3 b c 3 b c
Kontrola 0,4 1,1 21,4 0,4 0,3 21,7
Talk 01 0,6 34,9 0,2 0,1 23,6
Chitozan 0,1 0,7 26,1 0,6 0,4 24,4
B. bassiana 0,5 0,8 21,8 0,5 0,5 13,1
B. bassiana +chitozan 0,2 0,9 26,2 0,3 0,0 23,0
B. bassiana+talk 0,2 0,6 31,2 0,2 0,8 20,1

a - liczba dorostych osobnikow stonki ziemniaczanej zerujacych na lisciach; b - liczba zt6z jaj obserwowanych na
lisciach; ¢ - liczba larw stonki ziemniaczanej zerujacych na liSciach

Zastosowanie zapraw nie mialo wplywu na porazenie roslin Alternaria spp. oraz
Phytophthora infestans w okresie wegetacji (tab 2.7).



Tabela 2.7 Ocena porazenia ro§lin alternariozg i zaraza ziemniaka wg. 9-stopniowej skali po
zastosowaniu zapraw dla odmian Gardena i Gwiazda ($rednia z 3 pomiaréw z lipca 2023)

Gardena Gwiazda

Kombinacja Alternarioza | Zaraza ziemniaka Alternarioza Zaraza ziemniaka
Kontrola 6,1 8,3 6,4 8,6
Talk 6,0 7,9 6,4 8,6
Chitozan 6,0 8,4 6,7 8,9
B. bassiana 5,9 8,1 6,5 8,9
B. bassiana +chitozan 5,9 8,4 6,5 8,7
B. bassiana+talk 5,9 8,1 6,5 8,7

Najwiece] bezskrzydtych osobnikow mszyc obserwowano na roslinach odmiany Gardena
zaprawionych zarodnikami B. bassiana i talkiem (118,4 osobnikow) a najmniej na roslinach
odmiany Gwiazda zaprawionych wodnym roztworem chlorowodorku chitozanu (9,2 mszyc)
oraz chlorowodorku chitozanu i zarodnikéw B. bassiana (9,5 mszyc) (tab. 2.8).

Obserwowano pasozytnicze btonkowki oraz ,,mumie” mszyc na lisciach ziemniaka (tab. 2.8).
Ich obecnos¢ na roslinach w kontroli byta wyzsza dla odmiany Gwiazda. Dla obu odmian
zaprawionych zarodnikami B. bassiana liczba ,,mumii” obserwowanych na liSciach byta
zblizona i wynosita 1,5-1,7. Srednia liczba jaj ztotookéw na lisciach wahata si¢ od 0,7 do 1,5.
Zastosowanie zapraw nie miato wptywu na ich liczebnos¢.

Tabela 2.8 Wplyw zastosowania zapraw na zasiedlenie roslin ziemniaka przez mszyce i ich wrogow
naturalnych ($rednia z 6 obserwacji)

Gardena Gwiazda
Kombinacja 3 b c 3 b c
Kontrola 35,8 0,5 0,8 18,5 3,0 15
Talk 12,8 0,0 0,7 45,7 0,3 1,3
Chitozan 32,2 0,2 1,3 9,2 0,5 1,2
B. bassiana 38,7 1,7 0,7 19,2 15 0,7
B. bassiana +chitozan 17,0 0,3 1,8 9,5 0,3 0,7
B. bassiana+talk 118,4 1,2 0,8 34,5 0,5 15

a — $rednia liczba bezskrzydtych osobnikéw mszyc zerujacych na lisciach; b — $rednia liczba ,,mumii” mszyc
obserwowanych na lisciach; ¢ — $rednia liczba jaj ztotookdéw obserwowanych na lisciach

Zawarto$¢ glikoalkaloidow w lisciach 1 bulwach byta rézna dla obu testowanych odmian
ziemniaka. Ich zawarto§¢ w liSciach roslin odmiany Gardena byta wyzsza niz w liSciach
odmiany Gwiazda (fig. 2.1). Zastosowanie zaprawy zawierajacej zarodniki B. bassiana oraz
ztozonej z zarodnikéw grzyba i1 chlorowodorku chitozanu spowodowato zwigkszenie
zawartosci solaniny w lisciach odmiany Gardena.

Zawartos¢ glikoalkaloidow w bulwach pochodzacych z kombinacji kontrolnej odmiany
Gwiazda byla nizsza niz odmiany Gardena. W przypadku odmiany Gwiazda, zawarto$¢
zarowno solaniny jak i chakoniny byta wigksza we wszystkich kombinacjach z zastosowaniem
zapraw w poréwnaniu do kontroli (fig. 2.1c).
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Fig. 2.1 Zawarto$¢ glikoalkaloidow w lisciach (a, b) i bulwach (c, d) ziemniaka po zastosowaniu zapraw

Ste¢zeniec ABA w tkankach roslin w kombinacji kontrolnej bylo najnizsze u obydwu
badanych odmian (Gwiazda 85ng/ g $m; Gardena 111,1 ng/g $m) z wyjatkiem stosowania
chlorowodorku chitozanu u odmiany Gardena oraz zarodnikow B. bassiana i talku u odmiany
Gwiazda (fig. 2.2). Najwicksze stezenie ABA w liciach odmiany Gwiazda bylo w przypadku
stosowania talku, grzyba z rodzaju Beauveria oraz zarodnikow B. bassiana razem z
chlorowodorkiem chitozanu. U odmiany Gardena najwyzszym stezeniem ABA
charakteryzowaly si¢ kombinacje, w ktorych zastosowano B. bassiana oraz chlorowodorek
chitozanu tacznie z grzybem. Zaobserwowano rowniez réoznice odmianowe. Wyzsze stezenie
ABA w warunkach kontrolnych wykazano dla odmiany Gwiazda. Otrzymane wyniki
potwierdzaja znaczenie ABA w odpowiedzi na zastosowane ,,stresy”.
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Fig. 2.2 Stezenie ABA w lisciach ro$lin ziemniaka odmiany Gwiazda i Gardena po zastosowaniu zapraw

Zadanie 3. Izolacja gatunku B. bassiana z tkanek roslinnych

Metodyka prowadzonych prac

Bulwy dwoch odmian ziemniaka (Gardena i Gwiazda) byty zaprawione w kombinacjach
przedstawionych w zadaniu 2.

Aby uzyskaé¢ potwierdzenie obecnosci gatunku B. bassiana w ro$linach zebrano proby
korzeni, todyg 1 li§ci roslin zaprawionych zawiesing zarodnikow 1 roslin kontrolnych w okresie
pelni wschodow 1 kwitnienia. W warunkach laboratoryjnych, za pomocg sterylnego skalpela
byty wykrawane fragmenty korzeni i todyg o dtugosci 1 cm oraz fragmenty lisci o powierzchni
1 cm?. Proby poddawano powierzchniowej sterylizacji (0,5% roztwér podchlorynu sodu i 70%
roztwor alkoholu etylowego) i umieszczano w sterylnych szalkach Petriego z pozywka PDA
(Lopez Castillo i in. 2014). Szalki byty obserwowane w warunkach laboratoryjnych w celu
sprawdzenia obecnos$ci endofitu w tkankach roslinnych.

Wyniki

W wigkszosci prob pobranych z organow roslinnych nie wykryto obecno$ci B. bassiana
opisang wyzej metoda. W jednej probie korzeni wykazano obecno$¢ grzybni i zarodnikow tego
gatunku.

Z pobranych prob wyizolowano natomiast grzyby wywotujace choroby ro$lin nalezace do
rodzajow Alternaria, Rhizoctonia, Fusarium. Z prob korzeni wyizolowano réwniez grzyby
Trichoderma spp., co potwierdza ich endofityczne whasciwosci.



Whnioski

1. Potwierdzono obecnos¢ dwoch gatunkoéw grzybow entomopatogenicznych w glebie w
ekologicznej uprawie ziemniaka. Patogeniczno$¢ wyizolowanych gatunkéw B. bassiana i M.
robertsii w stosunku do agrofagdéw, takich jak pedraki, drutowce I nicienie roslinozerne
powinna zosta¢ sprawdzona w dalszych badaniach.

2. Wykazano, ze zastosowanie wodnego roztworu zarodnikéw B. bassiana do zaprawiania
bulw moze stymulowa¢ rozwdj roslin i zwigkszaé¢ plon niektérych odmian.

3. Dodanie substancji podstawowych (chlorowodorek chitozanu, talk) do zaprawy zawierajacej
zarodniki B. bassiana nie zwigkszyto jej skutecznosci w stosunku do agrofagdéw ziemniaka.

4. Opracowanie sposobOéw zastosowania biopestycydow nowej generacji w uprawie
ziemniakdéw z uwzglednieniem dostepnej wiedzy zostato przedstawione w postaci publikacji
pt. ,,.Biopestycydy nowej generacji w uprawie ziemniaka”, ktora ukaze si¢ w numerze 4
czasopisma ,,Ziemniak Polski”.
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