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Cele zadania w 2025 .

Cel podstawowy — poszukiwanie efektywnych grzybni i warunkoéw do rozrostu i funkcjonowania béjczego grzybni P.
ostreatus w warunkach gleby rolniczej - kontynuacja badan.

Cele posrednie:

1. Okresleniec i potwierdzenie warunkow dozowania grzybni do gleby oraz wptywu roslin nicieniobdjczych na
efektywnos¢ grzybni modelowej Po4 oraz wykorzystania grzybni w ptodozmianie.

2. Testowanie wybranych szczepow grzybni pod katem ich efektywnos$ci nicieniobojczej w warunkach laboratoryjnych i
wazonowych.

3. Ocena zmiennosci produkcji w czasie 3-oktanonu i 1-okten-3-olu przez grzybnig P. ostreatus.
4. Badanie wptywu 3-oktanonu i 1-okten-3-olu na nicienie C. elegans i H. schachtii.

Cele szczegolowe:

1.  Wplyw roslin (burak 1 rosliny nicieniobojcze) na zdolnosci bdjcze wybranych grzybni wzgledem nicieni — test na podtozu zagaryzowanym
2. Ocena zmiennosci produkcji w czasie 3-oktanonu i 1-okten-3-olu przez wybrane grzybnie P. ostreatus

3.  Wplyw substancji 3-oktanonu i 1-okten-3-olu na nicienie C. elegans i H. schachtii — opracowanie metodologii badan

4. Wplyw 3-oktanonu i 1-okten-3-olu na nicienie C. elegans i H. schachtii.
5

Wptyw roslin (burak 1 rosliny nicieniobojcze) na zdolnosci bojcze wybranych grzybni wzgledem nicieni — test wazonowy (na podiozu
glebowym)

6. Doswiadczenie polowe (wstepne) — terminy dozowania grzybni/przezywanie grzybni w glebie, zdolnosci bojcze grzybni wzgledem matwika
burakowego; oddziatywanie roslin oraz wybranych grzybni




Materiaty i metody badan

Materialy badan
1. Grzybnie: homokariony P. ostreatus Po4-9, Po4-18, Po4-20,P04-27, heterokariony: Po4, Po4-2dix1, Po4-14x17, Pol- 5dix27
2. Nicienie: Caenorhabditis elegans N2 (fenotyp dziki) — organizm modelowy; Heterodera schachtii — organizm badany
3. Rosliny: rzodkiew oleista odm. Romesa, gorczyca biata matwikobdjcza odm. Bardena, burak cukrowy odm. Fantazja i Janetka
4. Substancje: 3-oktanon, 1-okten-3-ol, etanol, olej parafinowy, DMSO

Metody badawcze

1. Podtoza: agar wodny + grzybnia: (1) na grzybni wyktadano kietkujace nasiona roslin nicieniobodjczych (rzodkiew oleista odm.
Romesa, gorczyca biata matwikobojcza odm. Bardena) lub buraka; (2) na grzybni zastosowano eksudaty korzeniowe siewek (ww.
ro$lin); eksudaty pozyskano przez zanurzenie przez 24 h w 5 ml wody sterylnej dejonizowanej korzeni 10 dobrze wyksztatconych
siewek. Obserwowano tworzenie wypustek toksynotworczych/ruch C. elegans/oplatanie H. schachtii; ocena wg. skali 0-3.

2. Opracowanie metodologii badan i dobor rozpuszczalnika dla oceny wptywu 3-oktanonu i 1-okten-3-olu na nicienie.
3. Ocena dawek negatywnego/bojczego wptywu 3-oktanonu i 1-okten-3-olu na nicienie w bezposrednim kontakcie z s.a.

4. Ekstrakcji HS-SPME zwigzkow lotnych z badanej grzybni w czasie i analizy GC-MS wytwarzania 3-oktanonu i 1-okten-3-olu
przez grzybni¢ W czasie; okreslenie zmian w czasie zawartosci obu zwigzkow w profilu lotnym HS-SPME-GC-MS zwigzkoéw
lotnych (VOC) poprzez analizg wielkosci pikow dla tych substanciji.

5. Test wazonowy, gleba zamatwiczona + grzybnia boczniaka; warianty: + gorczyca biata odm. Bardena, rzodkiew oleista odm.
Romesa; + burak cukrowy odm. Fantazja; kontrola — doniczki z grzybnig bez uprawy roslin (czarny ugor), z gorczycg, Z rzodkwig,
7 burakiem oraz bez grzybni i uprawy roslin (czarny ugoér). Oznaczono inicjalny i koncowy poziom populacji H. schachtii.

6. Doswiadczenie polowe w namiotach hodowlanych z nawadnianiem, cz¢s¢ odkryta (warunki polowe), z dwoma terminami
dawkowania grzybni P. ostreatus Po4 (1 termin - 17.04.2025r., 2 termin dla migdzyplonéw - 08.08.2025 r.). Obsiane ros$linami j.W.
w wariantach ptodozmianu. Okreslono poziom wyjsciowy H. schachtii, a nastepnie po zbiorze gorczycy/rzodkwi/buraka. Siew
17.04.2025 1., zbi6r 25.07.2025 r.; miedzyplon - siew 08.08.2025 r., zbiér 23.10.2025 r., zbiér buraka cukrowego - 23.10.2025 r..



WYN I KI 1. Temat badawczy 1 - Wplyw roslin (burak i rosliny nicieniobéjcze) na zdolnosci bojcze wybranych grzybni
wzgledem nicieni — test na podlozu zagaryzowanym
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Wyk. 2. Wplyw badanych grzybni i roslin na (a) zdolnos¢
wytwarzania toksocyst w czasie i (b) na ruch C. elegans
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Aktywnos$¢ badanych grzybni wobec nicieni C. elegans i cyst H. schachtii

Oddziatywanie badanych grzybni na nicienie C. elegans nie podlegalo istotnemu
zroznicowaniu statystycznemu, cho¢ mozna zauwazy¢ pomigdzy nimi pewne rdznice
przejawiajace si¢ W tendencji do efektywnosci dziatania. Lepszymi parametrami
bdjczymi, niz inne grzybnie, cechowata si¢ grzybnia Po4-18.

W odniesieniu do H. schachtii grzybnie zachowywataly si¢ podobnie, cho¢ poziom
wytworzenia tokscyst byl nieco mniejszy niz w obecnosci C. elegans. Grzybnie
aktywnie oplataly cysty H. schachtii, co rozpoczynato si¢ po 24 h trwania testu i bylto
bardzo wyraznie widoczne po 2 i 5 dniach. Czas ten jest czasem nieco krétszym niz
typowe wyleganie larw H. schachtii.



WYNIKI|  Temat badawczy 2 — Ocena zmiennosci produkeji w czasie 3-oktanonu i 1-okten-3-olu przez
P. ostreatus

Tabela 1. Identyfikacja zwigzkow lotnych wydzielanych z grzybni P. ostreatus;
D1..D16 — dni hodowli
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Wyk 4. Wielko$¢ piku wyrazona jako powierzchnia dla AT (min)

(a) 3-oktanonu i (b) okten-3-olu dla hodowli P. ostreatus ) ) ) )
o roznym stopniu ,,dojrzatosci”; D4, D7.. — kolejne dni Wyk. 5. Chromatogramy HS-SPME-GC-MS dla medium (M) oraz kolejnych dni hodowli (D);

hodowli powigkszenie dla obszaru elucji pomigdzy 17,5 i 19 minutg; pomniejszony wykres — cate chromatogramy

W czasie hodowli grzybni P. ostreatus nastepuje zmiana w produkcji dla 1-okten-3-olu ktora w D4 jest najwyzsza i stopniowo spada do D13, natomiast
produkcja 3-oktanonu i jego udziaty wzgledne w profilu VOC rosna od 4. dnia hodowli do 10.-13. Dnia, gdy osiagaja najwyzsze wartosci, I nastgpnie W 16.
dniu nieznacznie spadaja. Oznacza to, ze juz w 4-tym dniu hodowli 3-oktanon stanowi zauwazalny komponent profilu VOC, na poziomie zblizonym do
1-okten-3-olu, a miedzy D4 a D7 obserwuje si¢ bardzo silny wzrost jego udziatu. W dniach D10 i D13 3-oktanon osigga wartosci powyzej 70%, stajac si¢
zdecydowanie dominujacym sktadnikiem frakcji lotnej. Badanie wskazuje, iz grzybnia moze by¢ bardziej skuteczna w dziataniu paralizujacym nicienie
w pelnej dojrzatosci.




WYNIKI| Temat badawczy 3 - Wplyw substancji 3-oktanonu i 1-okten-3-olu na nicienie C. elegans i H. schachtii

— opracowanie metodologii badan

Temat badawczy 4 — Wplyw 3-oktanonu i 1-okten-3-olu na nicienie C. elegans i H. schachtii

Do badan jako rozpuszczalniki wybrano:
1. DMSO - jako rozpuszczalnik typowo stosowany w naukach
przyrodniczych/biologicznych;
2. Etanol — typowy rozpuszczalnik;
3. Olej parafinowy — rozpuszczalnik stosowany przez Lee i wsp. (2023), wg
informacji uzyskanej od autorow.
Test przygotowano w 12— dotkowych plytkach do hodowli komérkowych z ptaskim dnem. Do dotkow
naniesiono cienka warstwe agarozy, na ktoérej umieszczono po 20 ul hodowli nicieni (zawiesina
w pozywce LB). Wczesniej przygotowano 3-oktanon i 1-okten-3-ol jako roztwory wzorcowe do badan:
roztwory przygotowano w ten sposéb ze zmieszano 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80% badanej substancji
w w/w rozpuszczalniku. Nastepnie naniesiono do przygotowanych dotkéw po 1 lub 10 ul takiej
mieszaniny. Obserwacje prowadzono po 5, 10, 15, 30 min. W kolejnym podejsciu test zmodyfikowano
w ten sposob, ze zamiast plytki hodowlanej wykorzystano probowki eppendorfa o poj. 1,5 ml ze
szczelng pokrywka. Test zaplanowano tak, ze do probéwek wprowadzono oczyszczong z bakterii E. coli
OP50 zawiesing nicieni w PBS w ilosci 500 pl, a nastepnie dodawano po 1 lub 10 ul badanych
zwigzkow W stezeniu 50% w badanych rozpuszczalnikach. Jako kontrole zastosowano probowki
z czystymi rozpuszczalnikami w tych samych ilosciach. Oceng zywotno$ci prowadzono po delikatnym
wymieszaniu 1 pobraniu kropli zawiesiny nicieni i umieszczeniu na szkietku mikroskopowym.
Obserwacje prowadzono pod mikroskopem z powigkszeniem obiektywu 10 i 20 x. W rezultacie
stwierdzono, ze rozpuszczalniki jako dodatki po 1 i 10 pl do hodowli nie sa toksyczne w przeciggu 0,5 h
do 2 h, zatem nadajg si¢ do wykorzystania w testach w zamknietych proboéwkach.
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Wyk. 8. Smiertelno$é nicieni C. elegans w zaleznosci od
daweki substancji aktywnej; dawka podana w % [v:V]

Dawka smiertelna dl C. elegans w przypadku 3-oktanonu wynosi 0,1-0,2 % (v:v), natomiast dla 1-okten-3-olu jest ona wyzsza i wynosi 0,25-0,3 % (v:v).
Larwy sa bardziej wrazliwe niz osobniki L4. Dawki powyzej 0,5% s,a. sg bezwzglednie paralizujace i $miertelne dla nicieni C. elegans, a dziatanie obu

substancji aktywnych jest natychmiastowe. Niskie dawki moga powodowac przej$ciowy paraliz.

Obie substancje dziataja kontaktowo i prawdopodobnie takze jako frakcja lotna. Z uwagi na charakter substancji ich mozliwosci wykorzystania w czystej
postaci jako potencjalnego srodka sg ograniczone, ale kwestig otwartg pozostaje ewentualne opracowanie specjalnego dawkowania lub nosnika.



WYNIKI| Temat badawczy 5 - Wplyw roslin (burak i rosliny nicieniobéjcze) na zdolnosci bojcze grzybni
wzgledem nicieni — test wazonowy/szklarniowy (na podlozu glebowym)

Tabela 2.Wykaz poczatkowej wartosci Pi w doswiadczeniu wazonowym Po4-9 Po4-18 Po4-20 Po4-27 Bez grzybni

Kontrola (bez
Po4-9 Po4-18 Po4-20 Po4-27
grzybni
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100 Wyk. 10. Wptyw grzybni P. ostreatus na liczebno$¢ populacji nicienia H. schachtii —

doswiadczenie wazonowe (Srednie W doswiadczeniu) a-e — przedzialy istotnosci dla interakcji— dane
oznaczone tymi samymi literami nie r6znia si¢ od siebie w sposob istotny
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Wyk. 9. Wplyw wegetacji wybranych gatunkow roslin na liczebno$é populacji nicienia L
H. schachtii — $rednie w do$wiadczeniu wazonowym; Rz — rzodkiew oleista; Gor — = 20
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literami nie r6znig si¢ od siebie w sposob istotny 12 -40 il
. 3 -28,1 (d)
W wyniku przeprowadzonych badan: S -60 43,6 (c)
= . - - = . . . 0
- stwierdzono, ze  najskuteczniejszym  dziataniem  antymatwikowym ; 80 o
charakteryzowaly sie grzybnie Po4-9 i Po4-18; nie wykazano statystycznie =B i
istotnego wptywu wegetacji rzodkwi oleistej i gorczycy biatej na liczebno$¢ -100 -———-91,0(a)
H. schachtii w poréwnaniu do wariantéw bez roslin, Wyk. 11. Wptyw wybranych grzybni P. ostreatus na liczebno$é populacji nicienia H.
- odnotowano zréznicowanie pomlqdzy badanymi genotypami boczniaka schachtii; a-e - przedzialy istotnosci dla interakcji— dane oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢ od siebie w sposob
istotny

w zakresie ich oddziatywania matwikobdjczego,




WYNIK]| Tematbadawczy 5 —c.d. /Temat badawczy 6 - Do$wiadczenie polowe (wstgpne) — terminy dozowania
grzybni/przezywanie grzybni w glebie, zdolnosci bojcze grzybni wzgledem matwika burakowego;
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oddzialywanie roslin

W doswiadczeniu wazonowym:

- zaobserwowano, ze inokulacja grzybniami P. ostreatus w potaczeniu z wegetacja
rzodkwi oleistej i1 gorczycy bialej przyczynita si¢ do istotnej poprawy dziatania
antymatwikowego W poréwnaniu do odpowiadajacych im wariantow kontrolnych,

- badane grzybnie nie powodowaty przyrostu populacji matwika burakowego w
warunkach uprawy z burakiem cukrowym,

- wykazano wysoka skutecznos¢ grzybni boczniaka stosowanej w uprawie buraka
cukrowego, co stanowi potencjalne rozwigzanie problemu nasilonego
wystepowania matwika burakowego w warunkach hodowlanych, ktore ze
wzgledow logistycznych wymuszajg nierzadko uprawe monokulturowa,.
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Wyk. 12-14. Wplyw wegetacji wybranych gatunkow roslin na liczebno$é
populacji nicienia H. schachtii — ér. w do$wiadczeniu wazonowym; Gor —
gorczyca biata; Rz — rzodkiew oleista; B — burak cukrowy; a-e - przedziaty istotnosci dla

interakcji— dane oznaczone tymi samymi literami nie r6znia sie od siebie w sposob istotny

Wyk. 15-16. Wptyw uprawy buraka cukrowego na stanowiskach zasiedlonych P. ostreatus na populacje matwika
burakowego (H. schachtii). Doswiadczenie polowe; B — burak cukrowy; Po4, Il (Po4-2dix1), Il (Po4-14x17),
I (Pol- 5dix27) — grzybnie; Czu — czarny ugér; a-d — przedziaty istotno$ci— dane oznaczone tymi samymi literami nie
roznig si¢ 0d siebie w sposob istotny

Badane grzybnie powodowaty ograniczenie badz tez przyczyniaty si¢ do znacznie nizszego
przyrostu populacji H. schachtii w poréwnaniu do wariantu z uprawg buraka. Nowo wiaczone do
badan polowych grzybnie heterokariotyczne wykazalty skutecznos¢ poréwnywalng lub lepsza
niz grzybnia macierzysta Po4.




W niki Temat badawczy 6 - Doswiadczenie polowe (wstepne) — terminy dozowania grzybni/przezywanie
y grzybni w glebie, zdolnosci béjcze grzybni wzgledem matwika burakowego; oddzialywanie roslin
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WhnioskKi

Oddziatywanie badanych grzybni homokariotycznych na nicienie C. elegans oraz H. schachtii nie podlegato istothnemu zréznicowaniu statystycznemu,
cho¢ mozna zauwazy¢, ze grzybnia Po4-18 wykazywata tendencje do lepszego dziatania niz inne grzybnie w zakresie ograniczania ruchu C. elegans i
oplatania cyst H. schachtii. Grzybnie aktywnie oplataty cysty H. schachtii, co rozpoczynato si¢ po 24 h trwania testu i byto bardzo wyraznie widoczne
po 2 i 5 dniach. Czas ten jest czasem nieco krotszym niz typowe wyleganie larw H. schachtii.

W czasie hodowli grzybni P. ostreatus rejestruje si¢ produkcje 1-okten-3-olu ktora stopniowo spada, natomiast produkcja 3-oktanonu rosnie od 4. dnia
hodowli do 10.-13. dnia, gdy osiaga najwyzsze wartosci. W dniach zawartos¢ 10. i 13. 3-oktanon osigga wielkosci powyzej 70%, stajac si¢
zdecydowanie dominujgcym sktadnikiem frakcji lotnej grzybni boczniaka. Badanie wskazuje, iz grzybnia w peinej dojrzatosci moze by¢ bardziej
skuteczna w dziataniu paralizujagcym nicienie.

Dawka $miertelna dl C. elegans w przypadku 3-oktanonu wynosi 0,1-0,2 % (v:v), natomiast dla 1-okten-3-olu jest ona wyzsza i wynosi 0,25-0,3 %
(v:v). Dawki powyzej 0,5% s,a. sa bezwzglednie paralizujace i $miertelne dla nicieni C. elegans, a dzialanie obu substancji aktywnych jest
natychmiastowe. Niskie dawki moga powodowac przejsciowy paraliz.

W wyniku przeprowadzonych badan wazonowych stwierdzono, ze najskuteczniejszym dziataniem antymatwikowym charakteryzowaty si¢ grzybnie
Po4-9 i Po4-18, a potaczenie dziatania z uprawa rzodkwi przyczyniato si¢ do wysokiej skutecznosci w zakresie likwidacji populacji H. schachtii, przy
czym nie wykazano statystycznie istotnego wptywu samodzielnego stosowania rzodkwi oleistej lub gorczycy biatej na liczebnos¢ H. schachtii w
porownaniu do wariantow bez roslin.

Grzybnie Po4, Po4-3dix17 oraz Pol-5dix27 stosowane w warunkach polowych wykazaty skutecznos¢ w ochronie buraka przed H. schachtii
przyczyniajac si¢ do redukcji jego populacji, w przypadku podwojnej inokulacji skutecznos¢ Po4 i Pol1-5dix27 przewyzszata 60%.

Wykazano, ze poszukiwanie nowych grzybni do zastosowan ochronnych ma istotng wartos¢ dla ochrony buraka cukrowego przed H. schachtii.

Istotne wiasciwosci ochronne wykazujg zarowno grzybnie homokariotyczne jak np. Po4-9 i Po4-18 oraz grzybnie heterokariotyczne Po4 i Pol-5dix27.
Zaobserwowano, ze uzyskane rezultaty stosowania badanej metody pozwalaja na zakwalifikowanie jej do zastosowania w ramach integrowanej uprawy
roslin i potaczenia silnego efektu fitosanitarnego uzyskiwanego z wprowadzania do gleby grzybni P. ostreatus z pozostatymi korzySciami uprawy
integrowanej,

Stwierdzono, ze badane metody wykorzystania boczniaka ostrygowatego w zwalczaniu matwika burakowego mozna dostosowa¢ do specyfiki
zmianowania roslin uprawnych na danych stanowiskach.
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