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WSTEP

Rolnictwo ekologiczne zyskuje coraz wigksze zainteresowanie nie tylko w krajach Unii Europejskiej
ale przeradza si¢ w trend ogdlnoswiatowy. Zmiany w systemie produkcji ro§lin uprawnych wymusza
zardwno niepokojace tempo degradacji i zanieczyszczenia $rodowiska, zwigzane z tym postgpujace
ocieplenie klimatu, jak réwniez rosngca $wiadomo$¢ konsumentéw, zainteresowanych w coraz
wigkszym stopniu wysoka jakoscig i prozdrowotnymi walorami zywnoS$ci. Za nieodwracalnymi
zmianami w tym zakresie podgzaja inicjatywy i prawodawstwo organizacji mi¢dzynarodowych i
struktur $wiatowych. Produkcja roslin w systemach ekologicznych staje si¢ coraz wigkszym
przedmiotem zainteresowania Unii Europejskiej, ktora w ramach planowanej polityki rolnej w
zakresie ,,zielonego ladu” planuje rozwdj tej galezi produkcji rolnej. Europejski ,,zielony lad”
wymaga podejscia calosciowego (holistycznego), czyli udziatu wszystkich dziatan i polityk UE.
Konieczne sg inicjatywy w szeregu Scisle powigzanych ze sobg dziedzin, np. w polityce rolnej,
klimatycznej, $rodowiskowej, energetycznej, transportowej, przemystowej, oraz w dziedzinie
zrownowazonego  finansowania.  Przyjete w 2020 r., projekty Unijnej  Strategii
Bioroznorodnosciowej 2030 oraz konkluzji do tej Strategii, okreslajg priorytetowe dziatania w
zakresie m.in. wzmocnienia obszarow chronionych w Europie oraz odbudowy zdegradowanych
ekosystemOw poprzez zwiekszenie arealu rolnictwa ekologicznego, ograniczenie stosowania
pestycydow, zmniejszenie ryzyka im towarzyszacego oraz sadzenie drzew. Bezpieczenstwo
zywnoSciowe jest tez priorytetem przyjetej przez UE strategii ,, Od pola do stolu” (od produkcji
do konsumpcji), ktéra ma pomoc UE osiggnaé neutralnos¢ klimatyczng do 2050 r. poprzez
przestawienie obecnego systemu zywnosciowego UE na model zréwnowazony, m.in. przez
znaczne ograniczenie stosowania pestycydow, srodkéw przeciwdrobnoustrojowych i nawozow
oraz zwiekszenie produkcji ekologicznej.

Zgodnie z powyzszymi wymogami, Krajowy system produkcji ro$lin ogrodniczych musi by¢
poddany szybkim procesom konwersji, zmierzajacym do znaczacego zwigkszenia powierzchni upraw
w systemach ekologicznych, jak rowniez sugestywnej zmiany $wiadomosci mtodych rolnikdw,
ukierunkowanej na podejmowanie decyzji o przestawianie dotychczasowych systemow produkcji na
ekologiczne.

Jedng z najwazniejszych decyzji jaka musi podja¢ producent gospodarujacy metodami
ekologicznymi jest decyzja dotyczaca stosowanego w gospodarstwie ekologicznego materialu
siewnego a takze ekologicznego wegetatywnego materialu rozmnozeniowego. Decyzja w tym
zakresie jest jedna z najwazniejszych, gdyz nie tylko warunkuje uzyskanie certyfikatu produkcji
ekologicznej, ale takze wysoko$¢ i jakos¢ plonéw. Obowigzujace w tym zakresie prawo i przepisy
stanowig, ze material siewny uzyty do wysiewu w produkcji ekologicznej powinien pochodzi¢ z
upraw ekologicznych oraz spetnia¢ wymagania w zakresie wytwarzania, jakoSci oraz obrotu
okreslonego w Ustawie o Nasiennictwie z dnia 9.11.2012 oraz rozporzadzen wykonawczych tej
ustawy. Analogiczne przepisy dotycza rowniez stosowania w produkcji ekologicznej materiatu
rozmnozeniowego. Ustawodawstwo w tym zakresie dopuszcza odstepstwa - zastosowanie nie
ekologicznych nasion i wegetatywnego materiatu rozmnozeniowego, tylko w przypadku, gdy nie sa
one dostepne z produkcji ekologicznej. Producent ekologiczny musi réwniez zmierzy¢ si¢ z trudnym
problemem ochrony ro$lin i nawozenia, w ktorej zabrania si¢ stosowania $rodkéw chemicznych
(pestycydow) i nawozow sztucznych. Ograniczony asortyment biologicznych §rodkow ochrony jest
nadal elementem zaporowym przy podejmowaniu decyzji o konwersji.

Zachowanie standardow wysokiej skutecznosci $rodkéw ochrony stosowanych w
ekologicznej ochronie roslin uprawnych jest bardzo zlozone i trudne, zwlaszcza w przypadku srodkow
mikrobiologicznych opartych na zywych mikroorganizmach.

Do najwazniejszych Kkryteriow, warunkujacych wysoka skuteczno$¢ mikroorganizméw,
zwalczajacych patogeny nalezy zaliczy¢:

- wprowadzenie antagonisty (grzyba, bakterii pozytecznej) na powierzchni rosliny przed wystapieniem
infekcji,

- antagonista powinien charakteryzowac sie wysokg zdolnoscig do kolonizacji zmienionej powierzchni
roslin, szybkim wzrostem, zdolnoscia do wykorzystania sktadnikéw odzywczych, oraz wigksza



zdolnoscig do przezycia i rozwoju niz patogen w szerokim zakresie temperatur, pH i ci$nienia
osmotycznego,

- wykazywac si¢ skuteczno$cig nawet w niskich stezeniach oraz mie¢ szerokie spektrum dziatania,

- powinien by¢ stabilny genetycznie, nie powinien produkowa¢ metabolitow szkodliwych dla zdrowia
ludzi i zwierzat oraz nie by¢ fitotoksyczny i nie wywiera¢ szkodliwego dziatania na surowiec,

- powinien réwniez charakteryzowac si¢ odpornos$cia na pestycydy,

- poszerza¢ spektrum aktywnosci po tacznym stosowaniu z innymi $rodkami stosowanymi w
uprawach ekologicznych (synergia).

Przeprowadzone badania z wykorzystaniem m.in. mikroorganizméw pozytecznych wyizolowanych i
zdeponowanych w Symbio Banku Instytutu Ogrodnictwa - PIB w Skierniewicach do zwiekszenia
produktywnosci materiatu rozmnozeniowego cebuli, przeznaczonego do reprodukcji nasion, wskazuja
na utrzymywanie wymaganych standardow w zakresie stabilnoéci dziatania i ochrony plantacji
nasiennej cebuli oraz stymulacji produktywnosci materiatu rozmnozeniowego.

Celem badan bylo opracowanie ekologicznych metod zwi¢kszenia produktywnosci materialu
rozmnozeniowego cebuli uprawianej na nasiona zgodnych z zasadami dobrej praktyki oraz
opracowanie drugiej cze$ci przewodnika wraz z wytycznymi w zakresie prowadzenia produkcji
nasiennej cebuli (11 rok uprawy).

Podzadanie 1. Selekcja nosnikéw dla szczepéw pozytecznych mikroorganizméw oraz
opracowanie skladu biopreparatéw przydatnych w zwiekszeniu potencjalu plonotwérczego
materialu rozmnozeniowego cebuli w systemach ekologicznych.

W ramach prac zwigzanych z podzadaniem 1 wykonano nastgpujace analizy:

1. Selekcja no$nikéw dla mikroorganizmow przeznaczonych do aplikacji w uprawie nasiennej
cebuli

Material i metody

W ramach podzadania badano wpltyw wybranych no$nikéw na przezywalno$¢ bakterii.
Testowano nastgpujace nosniki: maltodekstryna (forma stata — liofilizat), sorbitol (forma stata —
liofilizat), mannitol (forma stata — liofilizat), trehaloza (forma stata — liofilizat), kwasy humusowe
(forma ptynna) oraz biowegiel (forma stata). W celu przygotowania formulacji bakterii,
mikroorganizmy hodowano przez 72 godziny na wytrzasarce posuwisto-zwrotnej w pozywce plynnej
o sktadzie: pepton sojowy (5 g), ekstrakt drozdzowy (3 g), glukoza (1 g), woda destylowana (1000 Q).
Temperatura inkubacji 20-22°C. Nastepnie, w przypadku przygotowywania liofilizatow, zawiesing
bakteryjng potaczono w stosunku 9:1 z maltodekstryng, sorbitolem, mannitolem lub trehalozg. Tak
przygotowane zawiesiny zamrozono w_temperaturze -80°C, a nastepnie poddano liofilizacji
(liofilizator model: alpha 1-4 LD plus, producent: Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH)
przy ci$nieniu 0.05 mBar, temperaturze -50° C przez 24 godziny. W przypadku ptynnej formulacji,
kwasy humusowe (TotalHumus, producent THE Sp. z 0.0.) polaczono z zawiesing bakteryjng w
stosunku 2:1. Stata formulacj¢ uzyskano poprzez polaczenie zawiesiny bakteryjnej z bioweglem, w
stosunku 2:8 i wysuszenie w temperaturze 40°C powstatej w ten sposdb mieszaniny.

W _przygotowanych w ten sposéb formulacjach oszacowano populacje bakterii po 3 i 14
dniach inkubacji w temperaturze pokojowej. Liczebno$¢ bakterii okreslono przy uzyciu posiewow
kolejnych dziesigciokrotnych rozcienczen na powierzchni¢ pozywki Plate Count Agar.

2. Okreslenie wlasciwosci biologicznych gleby po zastosowaniu biopreparatéw wzbogaconych
mikrobiologicznie

Material i metody

W ramach podzadania oszacowano wptyw aplikowanych bakterii oraz no$nikéw z bakteriami
na populacj¢ wybranych grup mikroorganizmoéw: ogoélng liczebno$¢ grzybow mikroskopowych,
0golng liczebnos¢ bakterii, bakterii Pseudomonas spp., promieniowcow oraz bakterii wytwarzajacych



formy przetrwalnikowe. Materiat badawczy stanowita gleba pobrana z korzeni roslin. Rosliny przed
wysadzeniem traktowano konsorcjami bakterii i nastepnie uprawiano przez 2 miesigce w doniczkach
zawierajacych glebe z 5 % dodatkiem torfu odkwaszonego o pH 5.5-6.5. Po 2 miesigcach pobrano
korzenie ro$lin wraz z przylegajaca do nich gleba ryzosferowa do analiz mikrobiologicznych. Glebg
ryzosferowa oddzielono od korzeni i nastepnie zawieszono w jalowej wodzie destylowane;.
Zawiesiny, nastepnie, mieszano na wytrzasarce posuwisto-zwrotnej przez 30 minut. Okreslenie
liczebnosci wybranych grup mikroorganizméw przeprowadzono z zastosowaniem metody posiewu
kolejnych rozcienczen zawiesin glebowych na pozywki agarowe.

3. ldentyfikacja wyselekcjonowanych mikroorganizméw w glebie po zastosowaniu
biopreparatow wzbogaconych mikrobiologicznie.

Wykrywanie mikroorganizmow w glebie po aplikacji konsorcjéow mikrobiologicznych do gleby
technika DGGE

Celem badan byto okreslenie obecnosci w glebie szczepdw bakterii aplikowanych do gleby w postaci
dwoch konsorcjow mikrobiologicznych oraz konsorcjow mikrobiologicznych polaczonych z
bioweglem.

Material i metody

W ramach badan przeprowadzono wykrywanie szczepoéw bakterii aplikowanych do gleby w oparciu o
analize genu rybosomalnego 16S rRNA z uzyciem techniki DGGE (elektroforeza w denaturujagcym
zelu gradientowym - denaturating gradient gel electrophoresis). Technika DGGE umozliwia
identyfikacje mikroorganizméw w oparciu o0 DNA wyekstrahowany z gleby, bez koniecznoSci
kultywowania mikroorganizméw na pozywkach. Technika DGGE polega na rozdzieleniu
pojedynczych amplikonéw o tej samej dlugosci, ale roéznigcych si¢ sekwencja, w zelu
poliakrylamidowym, w gradiencie chemicznym (Hill i in., 2000). Technika ta byla stosowana na
przyktad do oceny zréznicowania bakteryjnego lub grzybowego kilku typow gleb uprawnych, gleb o
zréznicowanym poziomie nawozenia azotowego oraz gleb zanieczyszczonych chemicznie (Smalla i
in. 2007; Hoshino i Morimoto 2008; Sun i in. 2014; Liu i in. 2015).

Probki gleby pobrano z doswiadczenia, w ktorym aplikowano do gleby konsorcja
mikrobiologiczne lub konsorcja mikrobiologiczne w polaczeniu z bioweglem.

e Konsorcjum 1 - zawieralo szczep bakterii stymulujgcy wzrost roslin AF2020HAAA (Bacillus
sp.) oraz szczep bakterii AF2020GYAB (Bacillus sp.), charakteryzujacy si¢ wiasciwosciami
syntezy auksyn i metabolitow toksycznych przeciwko Verticillum dahliae.

e Konsorcjum 2 zawieralo szczep bakterii stymulujacy wzrost roslin  Sp2020GYAD
(Enterobacter sp./Pantoea sp.) oraz szczep CH2020GYBA (Flavobacterium sp.)
charakteryzujacy si¢ zdolno$cia do degradacji chityny i synteza metabolitéw toksycznych
przeciwko V. dahliae.

Zastosowano nastepujgce kombinacje:
I. Kontrola,

I1. Konsorcjum 1,

I11. Konsorcjum 2,

IV. Konsorcjum 1 + biowegiel,

V. Konsorcjum 2 + biowegiel.

Po 2 miesiacach od aplikacji biopreparatéw pobrano proby gleby z glebokosci 15-20cm.



Ekstrakcje DNA z 0,5 g gleby przeprowadzono w dwoch powtorzeniach dla kazdej z kombinacji przy
uzyciu zestawu NucleoSpin® Soil kit (Macherey-Nagel). Ponadto, wyizolowano DNA z kultur
bakterii rosngcych na pozywkach mikrobiologicznych, ze szczepéw wchodzacych w sklad
konsorcjow. DNA izolowano ze szczepoéw bakterii AF2020HAAA (Bacillus sp.), AF2020GYAB
(Bacillus sp.), Sp2020GYAD (Enterobacter sp./Pantoea sp.) oraz CH2020GYBA (Flavobacterium
sp.), przy uzyciu zestawu komercyjnego do izolacji DNA z bakterii i drozdzy (GeneMatrix Bacterial
& Yeast Genomic DNA Purification Kit for isolating DNA from bacteria and yeast, EURX).
Koncentracje DNA mierzono spektrofotometrycznie przy dlugosci fali 260 nm. Do analiz
przygotowano proby DNA w rozcienczeniu 10 ng/pl.

Reakcje przeprowadzono z uzyciem starterow 907-R (5°-CCG TCA ATT CCT TTG AGT TT-3’) oraz
GC357-F zawierajacego klamrg GC dtugosci 40 pz (5’-CGC CCG CCG CGC CCC GCG CCC GGC
CCG CCG CCC CCG CCC CCC TAC GGG AGG CAG CAG-3’) (Sass i in. 2001). Reakcje
przeprowadzono w 10 cyklach (94°C 30s, 61°C 60s, 72°C 60s), a nastepnie w 20 cyklach (94°C 30s,
56°C 60°, 72°C 60s) w mieszaninie o objetosci 20 pl, zawierajacej bufor reakcyjny 1x, 0,2 mM
dNTPs, 0,4 uM kazdego startera, 0,5 U polimerazy DNA (AmpliTaq Gold® DNA Polymerase with
Buffer I; ThermoScientific, Waltham, USA) oraz 20 ng matrycy DNA. Reakcje przeprowadzono w
termocyklerze S1000™ (BioRad, Hercules, USA). Obecno$¢ produktu PCR sprawdzono w 1,4% zelu
agarozowym.

Analiza DGGE (elektroforeza w denaturujagcym zelu gradientowym - denaturating gradient gel
electrophoresis) bakteryjnego genu 16S rRNA - analiz¢ DGGE przeprowadzono z uzyciem systemu
do wyrywania mutacji DCode™ (Universal Mutation Detection System, Bio-Rad, Herkules, CA,
USA). Zele poliakrylamidowe (37.5:1 akrylamid:bisakrylamid) w koncentracji 7% przygotowano w
gradiencie chemicznym 30%-55%. Na zel poliakrylamidowy naktadano 10 ul kazdej préby.
Elektroforez¢ w buforze 1XTAE prowadzono przez 4,5 godz. w temperaturze 60°C przy napicciu
200V. Zele poliakrylamidowe barwiono z uzyciem barwnika SYBR GREEN I (Sigma-Aldrich) w
rozcienczeniu 1:10 000 przez 30 minut. Elektroforegramy dokumentowano przy uzyciu systemu do
dokumentacji zeli (GelDoc-1t®Imaging System, UVP, Upland USA).

4. ldentyfikacja izolatow bakterii w oparciu o analize sekwencji genu kodujacego 16S rRNA
oraz gen6w warunkujacych podstawowe funkcje komorki.

Celem badan byla identyfikacja molekularna izolatow bakterii ryzosferowych wykazujacych
wlasciwosci pozyteczne dla wzrostu i plonowania roslin ogrodniczych.

Material i metody

Identyfikacje szczepow bakterii technikami molekularnymi przeprowadzono dla 15 izolatow
bakterii pozyskanych ze strefy ryzosferowej ro$lin ogrodniczych, wykazujacych wilasciwosci
pozyteczne dla wzrostu i plonowania roslin: AF150ABA, AF150ABB, AF150AC, AF150AD,
AF150AE, AF150AF, AF150AG, AF150Ai, AF150AJ.

Materialem biologicznym byly kolonie bakterii kultywowane na pozywkach mikrobiologicznych.
Ekstrakcj¢ DNA przeprowadzono z uzyciem zestawu komercyjnego GeneMatrix Bacterial & Yeast
Genomic DNA Purification Kit (EURx) do izolacji DNA z bakterii i drozdzy. Koncentracjc DNA
okreslono spektrofotometrycznie przy dlugosci fali 260 nm. Do analiz sporzadzono rozcienczenia
10ng/ul DNA.

Do identyfikacji izolatow bakterii zastosowano nastepujace techniki molekularne:

- analiza sekwencji w obrgbie genu rybosomalnego 16S rRNA oraz 6 genow warunkujgcych
podstawowe funkcje komorki: rpoB, gyrA, recA, tuf oraz purH.

- analiza z uzyciem techniki rep-PCR, ktoéra umozliwia identyfikacje¢ bakterii na poziomie
podgatunku lub szczepu.

Amplifikacje genu 16S rRNA przeprowadzono w 35 cyklach (94 °C x 1 min, 55 °C x 1 min, 72°C x
2 min) z uzyciem starteréw 27{/1492r (Lane 1991). Reakcje z uzyciem starterow specyficznych oraz
reakcje amplifikacji genow rpoB, gyrA, recA, tuf, purH i groEL przeprowadzono wedtug opisanych



warunkéw (Rodriguez i in. 2007; Xiao i in. 2009; Rooney i in. 2009; Caamano-Antelo i in. 2015)
(Tabela 4). Reakcje rep-PCR przeprowadzono z uzyciem starterow BOX (Louws i in. 1994), w
nastepujacych warunkach termicznych: 37 cykli (94°C % 1 min., 40°C X 2 min., 72°C % 2 min.).
Lacznie przeprowadzono reakcje PCR z uzyciem 8 par starterow (Tabela 4).

Tabela 4. Startery zastosowane do identyfikacji izolatow bakterii

Lp. | Gen/region Startery Zrodto

1. | 16S rRNA 27f /1492r Lane 1991

2. | rpoB rpoBF/rpoBR Xiao i in. 2009

3. | gyrA gyrA47F/gyrAL1066R Xiao i in. 2009

4. recA recAF/recAR Rodriguez i in. 2007

5. tuf tufGPF/tufGPR Caamaiio-Antelo i in. 2015
6. | purH purH-70f/ purH-1013r Rooney i in. 2009

7. | groEL groEL-550f/ groEL-1497r Rooney i in. 2009

8. | Sekwencje powtarzalne BOXAIR Louws i in. 1994

Produkty amplifikacji 16S rRNA, reakcji ze starterami specyficznymi oraz produkty reakcji rep-
PCR rozdzielano w 1,6% zelu agarozowym. Zele agarozowe barwiono w bromku etydyny i
wizualizowano w $wietle UV. Identyfikacje szczepoéw bakterii na podstawie uzyskanych sekwencji
przeprowadzono przez poréwnanie z danymi zgromadzonymi w bazie NCBI (National Center for
Biotechnology Information, NIH, Bethesda, MD 20894, USA, http://www.ncbi.nlm.nih.gov.

5. Ocena stopnia zasiedlenia korzeni ro$lin cebuli przez arbuskularne grzyby mykoryzowe po
aplikacji biopreparatow.

Material i metody

W miesigcu wrzesniu 2021, pobrano fragmenty systemu korzeniowego (po 10 g z kazdego
powtodrzenia) do oceny stopnia kolonizacji korzeni cebuli przez arbuskularne grzyby mykoryzowe
(AGM). Pobrane fragmenty korzeni cebuli wybarwiono wedlug metody opracowanej w Zakladzie
Mikrobiologii Instytutu Ogrodnictwa (Derkowska i in. 2015). Z tak przygotowanych korzeni
wykonano preparaty mikroskopowe wybierajac po 30 fragmentow o dlugosci okoto 1 cm, ktore
uktadano réwnolegle na szkietku podstawowym zawierajacym gliceryn¢ i rozgniatano szkietkiem
nakrywkowym. Przygotowane preparaty histologiczne analizowano przy uzyciu mikroskopu Nikon
50i (obiektywy o powigkszeniu: 20x, 40x, 60x, 100x) i wykonano dokumentacje fotograficzna
zaobserwowanych struktur mykoryzowych. Oceng stopnia kolonizacji korzeni ro$lin cebuli przez
arbuskularne grzyby mykoryzowe wykonano metoda Trouvelot (1986). Na podstawie uzyskanych
wynikow obliczano frekwencj¢ mykoryzowa (F%) oraz intensywnos¢ kolonizacji korzeni (M%, m%)
przy wykorzystaniu programu komputerowego MYCOCALC, dostgpnego na stronie internetowe;j:
http://wwwz2.dijon.inra.fr/mychintec-/Mycocalcprg/download.html (Tabela 1, 2 i 3).

Wyniki

1. Selekcja nos$nikéw dla mikroorganizmow przeznaczonych do aplikacji w uprawie
nasiennej cebuli
Najlepszymi no$nikami przy liofilizacji bakterii byty trehaloza i mannitol (Tabela 1). Po 3
dniach inkubacji przezywalnos$¢ bakterii w odniesieniu do populacji wyjsciowych wahata sie od 18 do
63 % w przypadku mannitolu i 37 do 70% w przypadku trehalozy. Po uzyciu maltodekstryny i
sorbitolu jako krioprotektantow w procesie liofilizacji odnotowano duzy spadek liczebnos$ci bakterii.
W przypadku ptynnej formulacji z kwasami humusowymi liczebno$¢ mikroorganizméw po 3 dniach
inkubacji w odniesieniu do populacji wyjsciowej wynosita od 7,4 do 9,8%. Sucha formulacja z
zastosowaniem biowegla zapewniata przezywalno$¢ na poziomie 19,5-29,6 % tylko w przypadku
bakterii z rodzaju Bacillus.
Przechowywanie w temperaturze pokojowej wptyneto na zmniejszenie liczebnosci bakterii w
formulacji ptynnej (Tabela 2). Nie zaobserwowano zmian w liczebnosci bakterii w suchych
formulacjach pomiedzy populacja wyjsciowa (po 3 dniach inkubacji) i przechowywang przez 17 dni.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www2.dijon.inra.fr/mychintec-/Mycocalcprg/download.html

Biorac pod uwage przezywalno$¢é bakterii oraz aspekt ekonomiczny (cene no$nikéw) do dalszych
testow z roslinami wybrano formulacje na bazie mannitolu.




Tabela 1. Liczebnos¢ bakterii w ptynie hodowlanym i w przygotowanych formulacjach.

Oznaczenie probki Liczebno$¢ bakterii Liofilizacja Ptynna Sucha
w plynie formulacja formulacja
hodowlanym Maltodekstryna | Sorbitol Mannitol Trehaloza Kwasy Biowegiel
[x 108 jtk x g™ [x 108jtk x g1 | [x 108 jtk x | [x 10%jtkx | [x10%jtkx g~ | humusowe [x 108 jtk x g
g'] g'] '] [x10%jtk xg™] | ]
AF2020HAAA 46+ 1,1 < 1000 <1000 | 2304 3,1+03 0,540 0,9+0
(Bacillus sp.)
Sp2020GYAD
(Enterobacter sp./ 15,1+3.,6 <1000 <1000 9,6 £22 9+0,9 1,6 £0,5 0+0
Pantoea sp.).
AF2020GYAB 27404 < 1000 < 1000 0,740 1,520,1 02+0 0,80,
(Bacillus sp.)
CH2020GYBA 5.4+ 0.4 <1000 < 1000 1+0,1 2+0,2 0,5+0,1 0+0
(Flavobacterium sp.)
Tabela 2. Liczebno$¢ bakterii w przygotowanych formulacjach po 3 (*) i 17 (*¥*) dniach inkubacji w temperaturze pokojowe;j.
Oznaczenie probki | Mannitol * | Mannitol | Trehaloza * | Trehaloza | Kwasy Kwasy Biowegiel* | Bioweggiel**
[x 108 jtk x | ** [x 108 jtk x | ** humusowe * humusowe ** [x 108 jtk x g | [x 108 jtk x g*]
g [x 108tk | g [x 10%jtk x | [x 10%jtk x g1 | [x 108 jtk x g | Y]
xg'] g’
AF2020HAAA 2304 | 2,1£05 | 3103 | 26+02 0,5+0 < 1000 0,9+ 0 0,9+ 0
(Bacillus sp.)
Sp2020GYAD
(Enterobacter sp./ 9,6+22 |103+29 9+0,9 9,1+0,4 1,6 £0,5 <1000 Nie badano Nie badano
Pantoea sp.).
AF2020GYAB 0,7+0,1 | 0,8+0,1 1,5+0,1 1,9+0,2 02+0 <1000 0,8+0,1 0,8+0
(Bacillus sp.)
CHZOZOGYBA 1,0+ 0,1 1,0+ 0,1 2+0,2 2+0,2 0,5+0,1 <1000 Nie badano Nie badano
(Flavobacterium sp.)




2. Okreslenie wlasciwosci biologicznych gleby po
wzbogaconych mikrobiologicznie

zastosowaniu biopreparatéw

Odnotowano zréznicowany wpltyw aplikowanych konsorcjow i bioproduktow (nosnikéw z
bakteriami) na liczebno$¢ badanych grup mikroorganizmow (Tabela 3). W glebie spod roslin
traktowanych Konsorcjum 1 odnotowano istotnie mniejszg liczebno$¢ grzyboéw mikroskopowych,
bakterii Pseudomonas oraz promieniowcow, w poréwnaniu do kontroli. Po aplikacji Konsorcjum 2 w
glebie zaobserwowano istotnie wigcksza liczebnos¢ grzybow mikroskopowych oraz istotnie mniejsza
liczebno$¢ bakterii Pseudomonas spp. w poréwnaniu do kontroli. W przypadku zastosowania
Konsorcjum 1 i nos$nika (mannitolu) odnotowano zwigkszenie ogolnej populacji bakterii w
porownaniu z kontrolg. W poréwnaniu do kontroli, nie odnotowano istotnych statystycznie zmian
populacji badanych grup mikroorganizméw w glebie spod roslin traktowanych Konsorcjum 2 wraz z
no$nikiem.

Tabela 3. Poréwnanie liczebnosci wybranych grup mikroorganizméw po aplikacji bakterii. Wyniki
analiz zweryfikowano testem HSD dla 0=0.05, przy uzyciu programu Statistica 13. Srednie oznaczone
ta samg litera nie ro6znily si¢ statystycznie.

Oznaczeni | Ogolna Ogoélna | Ogolna Ogolna Ogolna Ogolna
e probki liczebnos¢ liczebno | liczebno$¢ | liczebnosc¢ liczebno$¢ liczebno$¢
grzybow §¢ bakterii bakterii przetrwalnik | promieniowc
mikroskopow | bakterii | Pseudomon | Pseudomonas | 6w OW
ych [x 108 as spp. wytwarzajacy | bakteryjnych | [x 10°jtk x g
[x10°jtkx g~ | jtkx g?'] | [x10°jtkx | ch [x 10° jtk x |
| gl fluorescencyj | g?]
ny pigment
[x 10°jtk x g
]
8,1+1,2
Kontrola | 21,7+2,4b ab 48+0,1c |2,7£0,5Db 522+57a |356+£63b
Konsorcju 6,9+0,9
m1 10£0a a 1,2+0,1a [08+0a 538+79a |[11+14a
Konsorcju 7,3+0,7
m 2 47,1 £0c¢ ab 26+02b | 13+03a 477+15a |37,1+0b
K1 plus 15,1+£2
mannitol | 19,4+09b c 4+£0,5¢ 1,5+0,1ab |40,5+13a |363+35b
K2 plus 11,7+0
mannitol 229+2b bc 41+04c |1,7+0,3ab 32,7+£33a |514+6,1b

Fot. 1. Morfologia komorek szczepu AF2020HAAA. Wymaz z 72 godzinnej kolonii wyrostej na
pozywce Plate Count Agar.




Fot. 2. Morfologia komorek szczepu AF2020GY AB. Preparat przyzyciowy pochodzacy z 24
godzinnej hodowli, pozywka bulion 10% tryptonowo sojowy z 72 godzinnej kolonii wyrostej na
pozywece Plate Count Agar.

.

Fot. 3. Morfologia komorek szczepu AF2020HAAA. Preparat przyzyciowy pochodzacy z 24
godzinnej hodowli, pozywka bulion 10% tryptonowo sojowy z 72 godzinnej kolonii wyrostej na
pozywce Plate Count Agar.

3. ldentyfikacja wyselekcjonowanych mikroorganizméw w glebie po zastosowaniu
biopreparatow wzbogaconych mikrobiologicznie.

W wyniku przeprowadzonych reakcji ze starterami GC357-F /907-R uzyskano produkty PCR
wielko$ci 630 pz z wyjatkiem proby Sp2020GYAD (Fot. 4).

1kb 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1
kb

Fot. 4. Produkty PCR wielkos$ci 630 pz uzyskane w reakcji ze starterami GC357-F /907-R dla DNA
pozyskanego z gleby oraz DNA uzyskanego z kolonii bakteryjnych szczepow kontrolnych. 1,2 -
gleba kontrolna; 3-4 - Konsorcjum 1; 5, 6 - Konsorcjum 2; 7, 8 - Konsorcjum 1 + biowegiel; 9, 10 -
Konsorcjum 2 + biowegiel; 11 - AF2020HAAA; 12 - AF2020GYAB; 13 - Sp2020GYAD; 14 -
CH2020GYBA. 1 kb — marker wielkosci.

W wyniku rozdziatu produktow PCR w Zelu poliakrylamidowym z gradientem chemicznym 30%-55%
uzyskano elektroforegram przedstawiajacy obecno$¢ amplikonéw genu 16S rRNA szczepow



kontrolnych oraz testowanych prob gleby (Fot. 5). Dla kontrolnych szczepoéw bakterii AF2020HAAA
(Bacillus sp.), AF2020GYAB (Bacillus sp.) oraz CH2020GYBA (Flavobacterium sp.), z ktérych
wyizolowano DNA =z kultur na pozywkach mikrobiologicznych, uzyskano fragmenty DNA
charakteryzujace te szczepy bakterii. Nie stwierdzono obecnosci fragmentéw DNA odpowiadajgcych
szczepom kontrolnym w testowanych probach gleby. Uzyskany wynik moze by¢ spowodowany zbyt
niskg populacjg szczepéw bakterii w glebie, ponizej progu czutosci zastosowanej metody. Uzyskane
wyniki wskazuja na konieczno$¢ przeprowadzenia analiz w nastgpnych sezonach wegetacyjnych w
celu oceny obecnosci w glebie aplikowanych szczepow bakterii. Przeprowadzenie analiz w
zroznicowanych odstepach czasowych po aplikacji szczepéw bakterii umozliwi bardziej precyzyjng

oceng przezywalnosci szczepdw bakterii w glebie.
1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13

CH2020

T.

AF2020 AFZDQO-—-
HAAA GYAB

Fot. 5. Profile DGGE uzyskane w wyniku amplifikacji genu 16S rRNA ze starterami GC357-F /907-
R. 1-AF2020HAAA,; 2-AF2020GYAB; 3,4-gleba kontrolna; 5, 6-Konsorcjum 1; 7, 8-Konsorcjum 2;
9, 10 - Konsorcjum 1 + biowegiel; 11, 12 - Konsorcjum 2 + biowegiel; 13 - CH2020GYBA.
Strzatkami oznaczono produkty amplifikacji kontrolnych szczepdw bakterii.

Podsumowanie
Uzyskane wyniki znajdg zastosowanie w identyfikacji szczepow bakterii wprowadzanych do gleby po

aplikacji bioproduktow w ekologicznych uprawach roslin cebuli. Ponadto, uzyskane wyniki bedg
wykorzystane do charakterystyki molekularnej pozytecznych dla roslin  mikroorganizmow,
zdeponowanych w SymbioBanku Zaktadu Mikrobiologii i Ryzosfery Instytutu Ogrodnictwa - PIB w
Skierniewicach.

4. Identyfikacja izolatow bakterii w oparciu o analize sekwencji genu kodujacego 16S rRNA
oraz gen6w warunkujacych podstawowe funkcje komérki.

W wyniku przeprowadzonych reakcji PCR ze starterami 27f/1492r w celu amplifikacji genu
kodujacego 16S rRNA uzyskano produkty wielkosci 1492 pz (Fot. 6).




1kb
AF150Ai
PAUG

AF150ABA AF150ABB AF150AC AF150AD AF150AE AF150AF AF150AG
AF150AJ] 1 kb SKAT 4KAT WERS5 WER4 PAU3
1 kb
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G b b By b b b b e

- T

1492 pz

Fot. 6. Amplifikacja genu kodujacego 16S rRNA szczepow bakterii. Produkty PCR wielkosci 1492
pz uzyskane w reakcji ze starterami 27f/1492r. 1 kb — marker wielkoS$ci

Sekwencje genow 16S rRNA 4KAT, S5KAT, 4WER, 5WER, PAU3, PAU6 wykazaly
podobienstwo do sekwencji w bazie NCBI w granicach 91,11 — 99,82% do sekwencji bakterii z
rodzajow Micrococcus sp., Paenibacillus sp., Priestia sp., Kocuria sp., Bacillus sp. oraz Rufibacter sp.
(Tabela 5). Identyfikacja izolatow AF150ABA, AF150ABB, AF150AC, AF150AD, AF150AE,
AF150AF, AF150AG, AF150Ai, AF150AJ na podstawie sekwencji genow 16S rRNA, rpoB, gyrA,
recA, tuf oraz purH wykazata 98-100% podobienstwo do sekwencji gatunkéw bakterii Bacillus
velezensis, B. amyloliquefaciens lub B. subtilis (Tabela 6).

Tabela 5. Identyfikacja izolatow bakterii wyizolowanych z ryzosfery roslin ogrodniczych i

wykazujacych wiasciwosci korzystne dla wzrostu i plonowania roslin.
Lp. | Nazwa | Dlugosé Rodzaj/gatunek 0 | Nr sekwencji | Stopien Identyfikacja
izolatu | sekwencji | najwigckszym NCBI podobienst
(pz) podobienstwie wa (%)

1. 4KAT | 504 Micrococcus NR_134088.1 | 99,6 Micrococcus sp.
aloeverae
Micrococcus NR_116578.1 | 99,6
yunnanensis
Micrococcus NR_044365.1 | 99,4
endophyticus

2. 5KAT | 581 Paenibacillus NR_137245.1 | 94.15 Paenibacillus sp.
rhizoryzae
Paenibacillus albus NR_169406.1 | 93.64

3. 4WER | 510 Priestia flexa NR_118382.1 | 98,43 Priestia sp.
Priestia megaterium NR_112636.1 | 98,43
Priestia aryabhattai NR_118442.1 | 98,43

4, 5WER | 550 Kocuria palustris NR_026451.1 | 99.82 Kocuria sp.
Kocuria assamensis NR_132604.1 | 99.64
Kocuria massiliensis | NR_169461.1 | 98.72

5. PAU3 395 Bacillus cereus NR_115526.1 | 98,22 Bacillus sp.
Bacillus tropicus NR_157736.1 | 98,22
Bacillus proteolyticus | NR_157735.1 | 98,22

6. PAU6 | 406 Rufibacter soli NR_169379.1 | 91.11 Rufibacter sp.
Rufibacter glacialis NR_147754.1 | 91.11




Tabela 6. Identyfikacja izolatow bakterii w oparciu o analize sekwencji genow 16S rRNA, rpoB,
gyrA, recA, tuf, purH (% najwigkszego podobienstwa do sekwencji w bazie danych NCBI).

lIzolat | 16SrRNA - | gyrA— purH — recA — rpoB — tuf — ldentyfi
podobienstw | podobienstwo | podobienstwo | podobienstwo | podobienstwo | podobienst | kacja
0 (%) (%) (%) (%) (%) wo (%)
AF150 | Bacillus | 1 | Bacillus 10 | Bacillus 9 | Bacillus 9 | Bacillus 99 | Bacillus | 1 | Bacillus
ABA amylolig | 0 | amylolig | O | amyloliqu | 9 | amyloliqu | 9 | amyloliqu amylolig | 0 | amyloliq
uefacien | 0 | uefaciens efaciens efaciens efaciens uefacien | 0 | uefacien
S S S
AF150 | Bacillus | 1 | Bacillus 10 | Bacillus 9 | Bacillus 9 | Bacillus 99 | Bacillus | 1 | Bacillus
ABB amylolig | 0 | amylolig | O | amyloliqu | 9 | amyloliqu | 9 | amyloliqu amylolig | 0 | amyloliq
uefacien | 0 | uefaciens efaciens efaciens efaciens uefacien | 0 | uefacien
s S S
AF150 | Bacillus | 9 | Bacillus 10 | Bacillus 9 | Bacillus 9 | Bacillus 10 | Bacillus | 9 | Bacillus
AC amylolig | 9 | amyloliq | O | amyloliqu | 8 | amyloliqu | 9 | amyloliqu | 0 | amylolig | 9 | amylolig
uefacien uefaciens efaciens efaciens efaciens uefacien uefacien
S S S
AF150 | Bacillus | 1 | Bacillus 10 | Bacillus 9 | Bacillus 9 | Bacillus 99 | Bacillus | 1 | Bacillus
AD amyloliq | 0 | amyloliq | O | amyloliqu | 9 | amyloliqu | 9 | amyloliqu amyloliq | 0 | amyloliq
uefacien | 0 | uefaciens efaciens efaciens efaciens uefacien | 0 | uefacien
S S S
AF150 | Bacillus | 1 | Bacillus 10 | Bacillus 9 | Bacillus 9 | Bacillus 99 | Bacillus | 1 | Bacillus
AE amylolig | 0 | amylolig | O | amyloliqu | 9 | amyloliqu | 9 | amyloliqu amylolig | 0 | amyloliq
uefacien | 0 | uefaciens efaciens efaciens efaciens uefacien | 0 | uefacien
S S S
AF150 | Bacillus | 1 | Bacillus 10 | Bacillus 1 | Bacillus 1 | Bacillus 99 | Bacillus | 1 | Bacillus
AF velezensi | O | velezensi | O | velezensis | O | velezensis | O | velezensis velezensi | 0 | velezens
S 0 |s 0 0 S 0]is
AF150 | Bacillus | 9 | Bacillus 10 | Bacillus 9 | Bacillus 1 | Bacillus 99 | Bacillus | 9 | Bacillus
AG amyloliq | 9 | amyloliq | O | amyloliqu | 8 | amyloliqu | O | amyloliqu amyloliq | 9 | amyloliq
uefacien uefaciens efaciens efaciens 0 | efaciens uefacien uefacien
S S S
AF150 | Bacillus | 1 | Bacillus 10 | Bacillus 9 | Bacillus 9 | Bacillus 10 | Bacillus | 9 | Bacillus
Al amyloliq | 0 | amyloliq | O | amyloliqu | 8 | amyloliqu | 9 | amyloliqu | O | amylolig | 9 | amylolig
uefacien | 0 | uefaciens efaciens/ efaciens/B efaciens/ uefacien uefacien
s/B. /B. B. subtilis . subtilis B. subtilis s/B. s/B.
subtilis subtilis subtilis subtilis
AF150 | Bacillus | 1 | Bacillus 10 | Bacillus 9 | Bacillus 9 | Bacillus 99 | Bacillus | 1 | Bacillus
Al amylolig | 0 | amylolig | O | amyloliqu | 9 | amyloliqu | 9 | amyloliqu amylolig | 0 | amyloliq
uefacien | 0 | uefaciens efaciens efaciens efaciens uefacien | 0 | uefacien
S S S

W wyniku przeprowadzonych reakcji BOX-PCR uzyskano profile DNA dla kazdego z testowanych
izolatow bakterii (Fot. 7). Takie same profile DNA uzyskano dla grupy 5 izolatow: AF150ABA,
AF150ABB, AF150AD, AF150AE, AF150AJ oraz dla pary izolatow AF150AC i AF150AG. Wynik
ten wskazuje na duze podobienstwo genetyczne izolatow bakterii 0 takich samych profilach DNA. Dla
pozostatych izolatow uzyskano odmienne profile DNA.




1kb 5KAT 4KAT WER5 WER4 PAU3 PAUG
AF150ABA AF150ABB AF150AC  AF150AD  AF150AE AF150AF AF150AG
AF150Ai  AF150AJ

Fot. 7. Zr6znicowanie izolatow bakterii glebowych uzyskane technika rep-PCR ze starterem BOX

Podsumowanie

Na podstawie uzyskanych wynikoéw stwierdzono, ze 7 sposrod 15 testowanych izolatow bakterii
AF150ABA, AF150ABB, AF150AD, AF150AE, AF150AJ, AF150AC, AF150AG nalezy do gatunku
Bacillus amyloliquefaciens (Tabela 7). Izolat AF150AF nalezy do gatunku Bacillus velezenzis,
natomiast izolat AF150Ai nalezy do rodzaju Bacillus (Bacillus amyloliquefaciens/B. subtilis). Do
rodzaju Bacillus nalezy takze izolat PAU 3. Pozostaltych 5 izolatéw nalezy do réznych rodzajow:
4KAT - Micrococcus sp., 5SKAT - Paenibacillus sp., 4WER - Priestia sp., SWER - Kocuria sp.,
PAU6 - Rufibacter sp. Uzyskane wyniki znajda zastosowanie do charakterystyki molekularnej
pozytecznych dla roslin mikroorganizmow, zdeponowanych w SymbioBanku Instytutu Ogrodnictwa -
PIB w Skierniewicach.

Tabela 7. Identyfikacja izolatow bakterii w oparciu o analiz¢ sekwencji genéw 16S rRNA, rpoB,
gyrA, recA, tuf, purH, groEL oraz analizy technikg rep-PCR.

Gatunek Izolaty
1. | Bacillus amyloliquefaciens AF150ABA, AF150ABB, AF150AD,
AF150AE, AF150AJ
2. | Bacillus amyloliquefaciens AF150AC, AF150AG
3. | Bacillus velezensis AF150AF
4. | Bacillus amyloliquefaciens/B. subtilis AF150Ai
5. | Micrococcus sp. 4KAT
6. | Paenibacillus sp. 5KAT
7. | Priestia sp. 4WER
8. | Kocuria sp. 5WER
9. | Bacillus sp. PAU3
10. | Rufibacter sp. PAUG

5. Ocena stopnia zasiedlenia korzeni roslin cebuli przez arbuskularne grzyby mykoryzowe po
aplikacji biopreparatow.

W wyniku przeprowadzonych analiz laboratoryjnych stwierdzono, iz najwyzszym stopniem
frekwencji mykoryzowej charakteryzowaty si¢ korzenie roslin cebuli traktowane Konsorcjum 2
oraz_Konsorcjum 2 w polaczeniu z aplikacja biowegla. Jednakze roznice te nie sa istotne
statystycznie. Mikroorganizmy bedace komponentami Konsorcjum 2 wplynely roéwniez na
zwigkszenie stopnia wzglednej intensywnosci mykoryzowej (M%) w korzeniach roslin cebuli.
Korzenie roslin kontrolnych uformowaly najmniej struktur mykoryzowych w wyniku symbiozy z

grzybami AGM (Tabela 8).




Tabela 8. Ocena kolonizacji korzeni roslin cebuli przez arbuskularne grzyby mykoryzowe po aplikacji
konsorcjow mikroorganizmow (Zaktad Mikrobiologii i Ryzosfery, Skierniewice 2021r.).

Traktowanie F% M% m% a% A%
Kontrola 15.56 a 1.62a 10.35a 0 0
Konsorcjum 1 17.78 a 137 a 7.72a 0 0
Konsorcjum 2 21.11a 18la 5.08a 0 0
Konsorcjum 1 + 2004a 152a 7.70a 0 0
biowegiel

Konsorcjum 2 + 21114 213a 10.06 a 0 0
biowegiel

Zaobserwowane struktury arbuskularnych gr

ch w korzeniach roslin cebuli

Fot. 8. Grzybnia AGM w korzeniach roslin
kontrolnych cebuli (Zaklad Mikrobiologii i
Ryzosfery, Skierniewice 2021r.).

Fot. 9. Zwoje grzybni AGM w korzeniach
roslin cebuli traktowanych Konsorcjum 2
(Zaklad Mikrobiologii i Ryzosfery,
Skierniewice 2021r.).

Fot. 10. Wezykule w korzeniach roslin
kontrolnych cebuli (Zaklad Mikrobiologii i
Ryzosfery, Skierniewice 2021r.).

Fot. 11. Wezykule w korzeniach roslin cebuli
traktowanych Konsorcjum 2 (Zaklad
Mikrobiologii i Ryzosfery, Skierniewice
2021r.).

Podsumowanie

Aplikacja konsorcjow mikroorganizméw wplyngta na zwigkszenie formowania struktur
arbuskularnych grzybéw mykoryzowych i stopnia zasiedlania korzeni cebuli przez grzyby




mykoryzowe, w poréwnaniu do korzeni ro$lin nie inokulowanych mikroorganizmami. Jednakze
réznice te nie sg istotne statystycznie. Wyniki przeprowadzonego doswiadczenia wskazuja na
tendencje do korzystnego oddziatywania Konsorcjum 1, Konsorcjum 2 oraz Konsorcjum 2 w
potaczeniu z aplikacjg biowggla na zwigkszenie wystepowania grzybow AGM w korzeniach roslin
cebuli. Stosowanie pozytecznych mikroorganizméw w uprawie roslin warzywnych przyczyni si¢ do
przywrocenia rownowagi mikrobiologicznej w glebie.

Podzadanie 2. Badania nad opracowaniem ekologicznych metod zwiekszenia produktywnosci
materialu rozmnozeniowego cebuli zgodnie z zasadami dobrej praktyki rolniczej oraz
opracowanie przewodnika Il roku produkciji cebuli nasiennej w systemach ekologicznych.

Prowadzone w roku sprawozdawczym badania byly kontynuacja doswiadczen rozpoczgtych w 2020
roku w zakresie opracowania kompleksowej technologii produkcji cebuli na nasiona w systemach
ekologicznych (cykl dwuletni). W 1l roku badan prowadzono badania w zakresie oceny
produktywnos$ci materiatu rozmnozeniowego (wyprodukowanego metodami ekologicznymi w I roku
badan) i jego przydatnos¢ do reprodukcji nasion. Wysadki, bedace materialem rozmnozeniowym
cebuli w produkcji nasiennej, przechowywano po sezonie wegetacyjnym przez okres zimowy (listopad
— 10 kwietnia) w kontrolowanych warunkach, w komorach przechowalni Instytutu Ogrodnictwa.
Oceniono wartos$¢ przechowalniczg i potencjat plonotworczy wysadkow oraz mozliwosci zwigkszenia
produktywnos$ci w II roku uprawy cebuli na nasiona.

W doswiadczeniach uwzglgdniono kompleksowo oddzialujace s$rodki biologiczne o
zréznicowanych mechanizmach dzialania: ochronnych, stymulujacych oraz poprawiajacych
biologiczne  wilasciwosci  gleby. Wykorzystano  produkty naturalne, $rodki biologiczne,
mikroorganizmy pozyteczne SymbioBanku oraz bioprodukty wzbogacone mikrobiologicznie,
wyselekcjonowane w 1 roku badan pod katem najlepszej skutecznos$ci ochronnej i stymulujacej
odporno$¢ roslin nasiennych oraz nowe Szczepy mikroorganizméw antagonistycznych izolowane z
ryzosfery wybranych gatunkow roslin i gleb. Stosowano je w roznych stezeniach do zaprawiania
materialu rozmnozeniowego cebuli oraz dolistnie/lub doglebowo w uprawach cebuli wysadkowej na
nasiona. Okreslono wplyw zastosowanych metod biologicznych na produktywno$¢ materiatu
rozmnozeniowego oraz plon i jako$¢ nasion otrzymanych z ekologicznych wysadkow.

Metodyka badan

Wysadki po przechowaniu zimowym poddano selekcji negatywnej, eliminujac materiat nietypowy,
zdeformowany, ze zmianami chorobowymi (nekrozy), ze zmieniong barwa tuski. Do do$wiadczen
przeznaczono wylacznie zdrowy material rozmnozeniowy.

W kolejnym etapie poddano go ponownej kalibracji, sortujagc na dwie frakcje : wysadki o
$rednicy 4-5 cm (male) i 6-7cm (duze), celem uchwycenia réznic we wzrodcie, rozwoju,
architekturze nasiennika i plonowaniu. Przed zalozeniem S$cistych do$wiadczen wysadki z
poszczegbdlnych frakcji  zostalty zaprawione biologicznie przy pomocy mikroorganizmow
pozytecznych Symbio Banku 1O-PIB i/lub preparatu BlackJak (opartym na skoncentrowanej
wodnej zawiesinie leonardytu), z wysoka zawartoscig kwaséw ulmowych. W uprawach cebuli
nasiennej dziatal on stymulujaco na rozwdj korzeni, utatwia tez pobieranie sktadnikow pokarmowych
poprzez zwickszenie przepuszczalnosci bton komodrkowych korzeni, stymuluje wzrost i
rozprzestrzenianie si¢ pozytecznych organizmow glebowych, ogranicza wptyw negatywnych skutkow
uprawy gleby np. zasolenie a dodawany do nawozow dolistnych, poprawia ich przyswajalnosé.

Doswiadczenia prowadzono w warunkach laboratoryjnych, halach wegetacyjnych
(kontrolowane warunki temperatury i wilgotno$ci) oraz polowych na Certyfikowanym
Ekologicznym Polu Doswiadczalnym Instytutu Ogrodnictwa - PIB w Skierniewicach. Badania
prowadzono na materiale rozmnozeniowym (wysadkach) cebuli odmiany Density4, roslinach
nasiennych, wytworzonych z wysadkéw oraz nasionach reprodukowanych z wysadkow w 11 roku
uprawy, zgodnie z zatozeniami zadania opracowanymi w 2020 roku dla uprawy roslin dwuletnich.
Oceniono nastgpujace parametry (najwazniejsze w produkcji nasiennej):

e zdrowotno$¢ materiatu rozmnozeniowego przed wysadzeniem w polu i szklarni,
aktywnos¢ fizjologiczna roslin,
wzrost 1 rozwoj roslin nasiennych,
produktywno$¢ wysadkdéw mierzong:

o liczbg wytworzonych pedow nasiennych,



o masg nasion uzyskanych z roslin nasiennych, powstatych z ekologicznych wysadkow,
o jakoscia materialu  siewnego reprodukowanego z ekologicznego materiatu
rozmnozeniowego.

Badane parametry weryfikowano w warunkach szklarniowych i polowych.
1. Badania i do§wiadczenia w warunkach szklarniowych

Odpowiednio wyselekcjonowany, kalibrowany i zaprawiony material rozmnozeniowy wysadzano w
warunkach szklarniowych do podtozy glebowych przeznaczonych do upraw ekologicznych. Wysadki
dwoch frakcji 4-5 cm i 6-7 cm wysadzano do 10 litrowych pojemnikow (doswiadczenie wazonowe)
po jednym wysadku w pojemniku. Doswiadczenia zatozono w 3 powtdrzeniach po 10 wysadkow
w  kazdym powtorzeniu. Podczas wegetacji rosliny traktowano $rodkami naturalnymi,
mikrobiologicznymi i bioproduktami wzbogaconymi mikrobiologicznie.

Przyjeto nastepujacy schemat traktowania roslin nasiennych cebuli (kombinacje):

1. Kontrola,

2. (M1) Bakterie 1 - Ps118AA Pseudomonas sp., X58AD Pantoea sp. — AF2020HAAA,
AF2020GYAB Bacillus sp.,

3. (M2) Bakterie 2 - P.119AC, P.72ED Enterobacter sp.- Sp2020GYAD Enterobacter sp./Pantoea sp.,
CH2020GYBA Flavobacterium sp.,

4. (M1+D) Bakterie 1 - Ps118AA Pseudomonas sp., X58AD Pantoea sp.+ drozdze;

5. (M1+Kh) Bakterie 1 - Ps118AA Pseudomonas sp., X58AD Pantoea sp.+ kwasy humusowe,
6. Serwatka,

7. Polyversum,

8. Chlorella (BioAlga),

9. (M1+Ch) Bakterie 1 - Ps118AA Pseudomonas sp., X58AD Pantoea sp.+ BioAlga.

Oceniono wptyw testowanych $rodkow na wzrost i rozwo6j roslin cebuli, metabolizm ro$lin, procesy
jarowizacji, kwitnienia i zawigzywania nasion oraz architekture roslin nasiennych i produktywno$¢
materialu rozmnozeniowego w kontrolowanych warunkach podtozy glebowych.

Prowadzono nast¢pujace pomiary i obserwacje:

- pomiary biometryczne i dynamike wzrostu roslin okre$long na podstawie wielokrotnych pomiarow
ich wysokosci;

- monitoring zaleznosci metod traktowania i ich wptyw na rozpoczgcie poszczeg6lnych faz
fenologicznych (tworzenie lisci whasciwych, strzelanie w ped nasienny, tworzenie pedoéw, kwitnienie,
zawigzywanie nasion, dojrzato$¢ zbiorcza nasion;

- indeks zawartosci chlorofilu w siewkach (p.3) mierzony aparatem Minolta SPAD-502, Konica
Minolta;

- aktywno$¢ wymiany gazowej w roslinach cebuli: fotosynteza netto, transpiracja, przewodnos¢
szparkowa i stezenie miedzykomorkowego CO2, mierzone przy pomocy analizatora wymiany gazowej
TPS-2, PP Systems, USA,;

- monitoring zdrowotnosci roslin.

Prowadzone testy oceny wzrostu, metabolizmu i zdrowotno$ci roslin sa rutynowo stosowane i
opracowane przez zespol nasiennictwa. Sa powszechnie uznane za uzyteczne markery aktywnosci
metabolicznej oraz reakcji roslin na bodzce zewng¢trzne, co stwierdzono w opublikowanych wynikach
badan i czgsto cytowanej fachowe;j literaturze krajowej i zagraniczne;.

2. Doswiadczenia polowe i ocena laboratoryjna

Wyniki badan laboratoryjnych i szklarniowych byty weryfikowane w doswiadczeniach polowych,
prowadzonych na Certyfikowanym Ekologicznym Polu Dos$wiadczalnym Instytutu Ogrodnictwa —
PIB w Skierniewicach. Przedplonem dla cebuli nasiennej byta koniczyna, uprawiana na tym
stanowisku przez dwa kolejne lata. Doswiadczenia zaktadano w 4 powtérzeniach, w uktadzie
losowanych blokéw z wytgczong kontrolg. Powierzchnia poletka wynosita 9 m2. Wysadki po selekgji,
kalibrazu i zaprawianiu (analogicznie, jak opisane wyzej) wysadzano w polu 15.04.2021, optymalnym



terminie zalecanym przy wysadzaniu materialu rozmnozeniowego, przeznaczonego do reprodukcji
nasion. Wysadki sadzono w dwoch rozstawach - kwadratowej 30 x 30 cm oraz prostokatnej 30 x 20
cm, zageszczajacej obsade roslin, celem modyfikacji pokroju rosliny nasiennej. W do$wiadczeniach
aplikowano s$rodki naturalne, mikrobiologiczne i bioprodukty wzbogacone mikrobiologicznie wg.
schematu podanego w opisie doswiadczen szklarniowych.

Zabiegi opryskiwania i/lub podlewania roslin badanymi $rodkami byly wykonywane cyklicznie,
co 7-10 dni z uwzglednieniem odpowiednich warunkéw pogodowych, opryskiwaczem recznym,
cis$nieniowym, wyposazonym w lance z koncowka o strumieniu stozkowym, zgodnie z zasadami
Dobrej Praktyki Ochrony Roslin. Przyjeto hipotezg, ze podstawa skutecznej ochrony ekologicznej
cebuli przed chorobami (szczegétowo opisanymi w zatgczniku do sprawozdania — II czesci
Przewodnika - Mozliwosci zwiekszenia produktywnosci materialu rozmnozeniowego
(wysadkow) cebuli w systemach ekologicznych (II rok produkcja na nasiona), jest stosowanie
r6znych metod aplikacji $rodkéw ochrony:

v wprowadzanie srodkéw do gleby przed wysadzaniem materiatu rozmnozeniowego;

v' podlewanie ro§lin w okresie wzrostu wegetatywnego;

v’ opryskiwanie ro$lin biostymulatorami wzrostu w celu odporno$ci na niekorzystne warunki
otoczenia i patogeny;

v opryskiwanie ro$lin w okresie wegetacji w zaawansowanym stadium rozwoju w okresie
zagrozenia mgczniakiem rzekomym (zgodnie z sygnalizacja i wlasnymi lustracjami sgsiednich
plantacji cebuli);

v’ stosowanie wymienionych $rodkow w okresie przedzbiorczym cebuli w celu zabezpieczenia
reprodukowanych nasion przed patogenami z rodzaju Botrytis, Alternaria i Fusarium;

v’ stosowanie bioatraktantow celem zwigkszenia efektywno$ci zapylania kwiatow przez owady
zapylajace. W doswiadczeniach stosowano 3 krotnie opryski kwitnacej cebuli atraktantem
Biopolin.

Poczawszy od maja prowadzono systematyczng lustracje plantacji nasiennej i usuwano Z niej
ro$liny z objawami porazenia przez choroby i szkodniki.

Obserwacije i oceny w doswiadczeniach polowych

Oceniono:

dynamika wzrostu roslin cebuli (pomiary biometryczne ros$lin);
dynamika procesu jarowizacji;
dynamika kwitnienia roslin;
dynamika zawigzywania nasion;
indeks zawartosci chlorofilu w liSciach, mierzony aparatem Minolta SPAD-502, Konica
Minolta — dwukrotny pomiar podczas fazy wegetatywnego rozwoju oraz w fazie
generatywnej;
wymiana gazowa (fotosynteza netto, transpiracja, przewodno$¢ szparkowa 1 stezenie
miedzykomérkowego CO;) mierzona przy pomocy analizatora wymiany gazowej TPS-2, PP
Systems, USA — dwukrotny pomiar — w fazie wegetatywnej i generatywnej;
plon i jako$¢ reprodukowanych nasion;
lustracje upraw cebuli pod katem infekcji pierwotnej patogendw;
analizy mikrobiologiczne porazonych fragmentéw ro$lin, pobranych w okresie wegetacji
cebuli w celu diagnozy sprawcow chordb;

v" ocena porazenia roslin przez szkodniki oraz diagnostyka szkodliwej entomofauny;

v' analizy zdrowotnosci reprodukowanego w do$wiadczeniach materiatu siewnego;

v"ocena produktywno$ci materiatu rozmnozeniowego cebuli na podstawie uzyskanych danych z

doswiadczen polowych.

Zbior roslin nasiennych wykonano recznie, jednorazowo, gdy nasiona uzyskaty czarng barwe i u 50%
baldachow zaczynaty pekac torebki nasienne (6.09.2021). Zbiory wykonano technika $cinania glowek
baldachéw z krotka czescig pedow nasiennych (8-10 cm). Scigte gtowki baldachow dosuszano przez
dwa tygodnie w szklarni a nastgpnie midcono i doczyszczano na zestawie maszyn Petcus. PO
oczyszczeniu nasiona ponownie dosuszono i po 2 tygodniach od zbioru przeprowadzono analizy
jakosci i zdrowotno$ci nasion. Wyniki badan zestawiono na rysunkach.
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WYNIKI

W ramach projektu opracowano metody i zasady zwigkszenia produktywno$ci materiatu
rozmnozeniowego, przeznaczonego do reprodukcji nasion w Il roku uprawy. Wyniki zestawiono na
rysunkach 1-106.

Wykazano, ze S$rodki biologiczne zastosowane do ekologicznego zaprawiania materiatu
rozmnozeniowego przed przechowywaniem, istotnie zwigekszyly zdrowotnos¢ wysadkow i
ograniczyly porazenie fitopatogenami, glownie z rodzaju Botrytis i Fusarium. Po traktowaniu
wysadkow  cebuli  $rodkami  biologicznymi  (biopreparatami,  naturalnymi  substancjami,
mikroorganizmami  pozytecznych z  SymbioBanku oraz  bioproduktami  wzbogaconymi
mikrobiologicznie, zgodnie z metodyka I roku uprawy 2020r.) odnotowano istotny spadek porazenia
grzybami patogenicznymi w poréwnaniu z obiektami kontrolnymi nie traktowanymi. Najlepsza
skuteczno$¢ ochronna podczas przechowywania materialu rozmnozeniowego wykazywaty
bioprodukty wzbogacone mikroorganizmami z kombinacji D + S + M2, w sktad ktorej wchodzity
drozdze, serwatka i bakterie z rodzaju Enterobacter oraz z kombinacji na bazie drozdzy (D). W
wymienionych kombinacjach odnotowano redukcje porazenia w porownaniu do kontroli na
poziomie 86-91% , odpowiednio dla $rednicy wysadkow 4-5 i 6-7 cm. Wymieniony kompleks
naturalnych produktow wzbogaconych bakteriami probiotycznymi z rodzaju Enterobacter
wyizolowanymi z rizosfery cebuli w SymbioBanku, istotnie zwigkszat zdrowotno$¢ materiatu
rozmnozeniowego.

W roku sprawozdawczym rekomendowano do badan $rodki z I roku uprawy, najbardziej
przydatne w uprawach cebuli nasiennej, ze wzgledu na szerokie spectrum wiasciwosci ochronnych,
stymulujacych odpornos¢ roslin oraz wzbogacajacych kompleks glebowy w mikroorganizmy
pozyteczne. Ponadto wprowadzono nowe mikroorganizmy antagonistyczne wyizolowane w Symbio
Banku 10 — PIB oraz bioprodukty wzbogacone mikrobiologicznie.

W wigkszosci prowadzonych badan w warunkach szklarniowych, polowych i laboratoryjnych
(nastepcza ocena wpltywu aplikacji mikroorganizméw w uprawach polowych, na jako$¢
reprodukowanych nasion), wyrozniaty si¢ bioprodukty wzbogacone bakteriami antagonistycznymi z
Symbio Banku M1 +D (na bazie bakterii antagonistycznych z rodzaju Pseudomonas, Pantoea i
Bacillus i drozdzy) oraz M1 + Ch (bakterie antagonistyczne z rodzaju Pseudomonas, Pantoea i
Bacillus i chlorella — preparat Bioalga).

Mikroorganizmy antagonistyczne zastosowane w kompleksie z  drozdzami lub algami
(chlorella), stosowane do zaprawiania wysadkéw oraz aplikowane w uprawach szklarniowych i
polowych,  zintensyfikowaly efekty ochronne oraz stymulowaly wzrost i rozwéj roslin
nasiennych w rezultacie czego stwierdzono zwigkszona aktywnos¢ fizjologiczng roslin, mierzong
wymiang gazowa, zawartoscig chlorofilu w li§ciach oraz cechami biometrycznymi w poréwnaniu z
kontrola 1 pozostatymi kombinacjami. Wymienione konsorcja mikrobiologiczne potaczone z
drozdzami lub algami indukowaly rowniez rozwéj roslin nasiennych w fazie generatywnej. Po ich
aplikacji w uprawach cebuli nasiennej , rosliny wczeéniej przechodzity z fazy wegetatywnej w
generatywna, strzelaly w pedy nasienne i zakwitaly. Rosliny nasienne wytwarzaly wieksza ilos¢ i
mas¢ pedéw nasiennych i w rezultacie otrzymano wigksze plony w porownaniu do innych
kombinacji i kontroli. Bylo to réwniez uzaleznione od Srednicy wysadkow i rozstawy roslin. Z
wigkszych wysadkow (6-7 cm) i rozstawy 30x 30 cm uzyskano wiecej pedéw nasiennych, i bardziej
rozbudowany pokroj nasiennika (architektura nasiennika) w poréwnaniu z wysadkami malymi i
analogicznymi doswiadczeniami, prowadzonymi w rozstawie 30x20 cm. Zastosowanie zgodnie z
przyjeta metodyka $rodkéw biologicznych i bioproduktow istotnie zwiekszylo jako$é (energie i
zdolno$¢ kietkowania), zdrowotno$¢ i dorodnos¢é (mierzona masa tysiaca nasion)
reprodukowanych w doswiadczeniach nasion. Z nasion otrzymanych w obiektach nie traktowanych
(kontrola) izolowano gtéwnie grzyby z rodzaju Alternaria, Botrytis nalezgce do gatunkéw B. allii, B.
cinerea, Cladosporium herbarum , Fusarium, Penicillium i Stemphylium botryosum. Zastosowanie
ekologicznej ostony ro$lin nasiennych niezaleznie od rodzaju $rodka i metody, zwigkszyto
zdrowotno$¢ roslin i nasion, wyeliminowato lub znacznie zredukowato zasiedlenie mikopatogenami.
Potwierdzono najlepsza skuteczno$¢ ochronng w tym zakresie bioproduktow M1+ D i M1 + Ch oraz
komercyjnego preparatu mikrobiologicznego Polyversum. Ich fungistatyczne oddzialywanie
utrzymywato si¢ rowniez na etapie wzrostu i rozwoju roslin w warunkach szklarniowych i polowych.



Monitoring upraw pod katem zdrowotnosci wskazal w tych obiektach mniejsze porazenie
roslin maczniakiem rzekomym i alternariozami. Dodatkowe zastosowanie we wilasciwych fazach
wzrostu i rozwoju ro$lin nasiennych cebuli biologicznych $rodkéw ochrony Contans, Serenade, i
Polyversum oraz doglebowej aplikacji mikroorganizméw pozytecznych i  bioproduktow
wzbogaconych antagonistycznymi bakteriami z Symbio Banku, ograniczyto porazenie roslin cebuli
przez choroby grzybowe.

Monitoring szkodnikéw

W przeprowadzonych w 2021 roku obserwacjach, analizowano sktad gatunkowy szkodnikow w
porownaniu do dotychczas zarejestrowanej szkodliwej entomofauny, wystepujacej na cebuli nasienne;.
Dominantami i subdominantami okazaty si¢ te same gatunki, ktore od dziesigtkow lat wyrzadzaja
istotne szkody na wigkszosci plantacji we wszystkich rejonach uprawy cebuli
nasiennej. Dotyczy to przede wszystkim weciornastka tytoniowca (Thrips tabaci), wgryzki
szczypiorki (Acrolepiosis assectella) $mietki cebulanki (Delia antiqua), pietnéwek (Mamestra
spp.) i rolnic (Agrotis spp.). Te ostatnic z wymienionych gatunkow oraz wciornastek tytoniowiec sa
polifagami i w sezonach wegetacyjnych przemieszczajg si¢ na rézne gatunki upraw, w zmiennych liczbowo
populacjach, migrujac W kolejnych sezonach wegetacyjnych na obszary korzystne dla swego
rozwoju. W uprawach cebuli nie stwierdzono wystgpowania nowych gatunkow szkodnikow.

Przebieg pogody w kwietniu i maju, w poréwnaniu do ubiegtych lat, odbiegat od s$rednich
temperatur dobowych powietrza, stad tez, notowano opdzniony o 1-2 tygodnie okres wegetacyjny i
nalot szkodnikow na pola. Pod koniec maja sygnalizowano nieliczne uszkodzenia wysadkow
spowodowane przez larwy $mietki cebulanki. Najliczniejszy byt wciornastek tytoniowiec, ktory
wystepowal przez caly sezon wegetacyjny, az do wyksztalcenia nasion w kwiatostanach. W maju
i czerwcu notowano uszkodzenia powodowane przez gagsienice wgryzki szczypiorki. Jednak
w drugiej potowie czerwca z uwagi na upalng pogodg przekraczajaca 30°C, nie notowano dalszego
zasiedlania cebuli przez tego szkodnika, podobnie, jak obecnosci zmienikow (Lygus spp.) w okresie
kwitnienia cebuli. Stwierdzono wzrost aktywnosci rolnic w okresie suszy na polach w rejonach
uprawy cebuli nasiennej, ktore zerowaly w wysadkach. Z zebranych kilku osobnikow,
zidentyfikowano rolnice zbozéwke (Agrotis segetum).

Na kwitnacych nasiennikach cebuli stwierdzono wystgpowanie owadow zapylajacych kwiaty:
pszczol, motyli i muchowek oraz obecno$¢ stodyszka rzepakowego, odzywiajacego
sie pytkiem kwiatow.

Czgste opady atmosferyczne, sprzyjaly wystgpowaniu patogendéw, sprawcow m.in. magczniaka
rzekomego (Peronospora destruktor) i alternariozy (Alternaria spp.), ktére mogty mie¢ wptyw na
spadek liczebnosci szkodnikow, zasiedlajacych uprawe.

Zabiegi ochronne
Przeciwko szkodnikom stosuje si¢ dwie podstawowe metody, zapobiegajace nadmiernemu wzrostowi
populacji szkodnikow, lub prowadzace do redukcji ich liczebnosci do poziomu nie majacego wptywu
na wysokos¢ plonu.

Metoda profilaktyczna opiera si¢ na wprowadzeniu ptodozmianu, przez jednoroczne lub dwuletnie
zmianowanie roslin. Oprocz szkodnikow, skutecznie sg tez eliminowane patogeny, m.in. Fusarium i
Pythium spp. W doswiadczeniach prowadzonych na certyfikowanym ekologicznym polu
doswiadczalnym Instytutu Ogrodnictwa — PIB w Skierniewicach wysadki cebuli wysadzono na polu
po 2-letniej uprawie koniczyny, nie dopuszczajacej do przetrwania m.in. bobéwek $mietki
cebulanki i innych gatunkéw muchowek, a przede wszystkim nicieni (niszczyka zjadliwego). Na
rozwoj szkodnikow glebowych wptyw mialy uprawki mechaniczne gleby: zabiegi pielegnacyjne w
miedzyrzgdziach w  okresie  wegetacyjnym oraz wiosenna 1 jesienna  podorywka
po zbiorze.

Podstawowe znaczenie w ochronie ekologicznych upraw przed szkodnikami ma metoda
interwencyjnego stosowania §rodkéw ochrony roslin. Zabiegi ochronne przeprowadza si¢ w okresie
bezposredniego zagrozenia uprawy przez szkodniki w oparciu o tzw. progi zagrozenia.
Sa one ustalane na podstawie statego monitorowania szkodnikoéw na polu w sezonie wegetacyjnym. W
roku sprawozdawczym 2021 interwencyjna metode zwalczania wykonano przeciwko
wciornastkom, ktorych liczebnos¢ przekraczata prog zagrozenia. Zabieg wykonano jednym z
zalecanych w programach ochrony roélin §rodkiem — Limocide, dawce 4,0 I/ha, przez 2-krotne
opryskanie plantacji.

Wrogowie naturalni

W agrocenozach warzywniczych, w tym na plantacjach nasiennych cebuli, najwigksza role w
ograniczaniu liczebno$ci populacji szkodnikéw odrywajg wrogowie naturalni — pasozytnicze i



drapiezne organizmy. Szkodniki przyciggaja wiele organizmow zoofagicznych, ktore w istotny sposob
redukuja liczebno$¢ szkodnikéw na polu, czgsto do poziomu nie wymagajacego zabiegow
ochronnych. Przyjmuje si¢, ze wrogowie naturalni zmniejszajg liczebno$¢ szkodnikéw o 1/3 ogdlne;j
liczby organizmoéw roslinozernych na polu.

Na ekologicznym certyfikowanym polu doswiadczalnym Instytutu Ogrodnictwa — PIB  w
Skierniewicach stworzono warunki do ich rozwoju umieszczajac tzw. ekohotele. Z pasozytniczych
gatunkéw pospolicie wystepuja: blonkowki z rodziny gasienicznikowatych (Ichneumonidae),
meczelkowatych (Braconidae) i bleskotkowatych (Chalcididae). Z drapieznych gatunkow,
najliczniejsze sa chrzgszcze z rodziny biegaczowatych (Carabidae), najczesciej niestrudki
(Bembidion), skorobiezki (Amara), szykonie (Pterostichus) i zwinniki (Trechus) oraz kusakowatych
(Staphylinidae) — rydzenice (Aleochara). Drapiezne chrzaszcze zjadaja m.in. jaja i larwy $mietki
cebulanki (Delia antiqua), udnicy cebulowki, mianiarek oraz innych gatunkow muchowek, chrzaszczy
lub pluskwiakéw. Z pozostatych entomofagdéw pola penetruja: chrzaszcze z rodziny biedronkowatych
(Coccinellidae) i omomitkowatych (Cantharididae), z pluskwiakow: tasznikowate (Capsidae) i
zazartkowate (Nabidae), z muchéwek: bzygowate (Syrphidae), raczycowate (Tachinidae),
pryszczarkowate (Cecidomyiidae) i towikowate (Asylidae) oraz pajaki sieciowe i kosarze.
Wymienione szkodniki sg rowniez zjadane przez inne zwierzgta, jak: dwuparce, pajgczaki, drobne
gryzonie, krety, jeze i ptaki.

Od sadzenia wysadkow do zbioru nasion na plantacjach, notowano obecnos¢ epigeicznych
gatunkow: chrzaszczy z rodziny biegaczowatych (skorobiezki, szykonie) i kusakowatych (rydzenice).
Na czesciach nadziemnych notowano obecno$¢ drapieznych muchéwek z rodziny bzygowatych
(Syrphidae), raczycowatych (Tachinidae), a takze pajaki sieciowe.

Opracowana technologia Il roku ekologicznej produkcji cebuli nasiennej w zakresie
mozliwosci zwi¢kszenia produktywnosci materialu rozmnozeniowego oraz druga czesS¢
przewodnika dla producentéow, uwzgledniaja kompleksowe, innowacyjne, biologiczne metody
uprawy i ochrony ro$lin przed chorobami i szkodnikami, ochrone srodowiska, gleby i powietrza
oraz zachowanie réwnowagi biologicznej, zgodne z kodeksem dobrej praktyki. Przeprowadzone
badania wychodza rdéwniez naprzeciw oczekiwaniom producentom ros§lin w systemach
ekologicznych. Wzbogacenie $rodkow naturalnych w mikroorganizmy antagonistyczne stwarza
mozliwo$¢ kompleksowej ostony materiatu rozmnozeniowego i roslin nasiennych przed patogenami
oraz stymulacji odpornosci roslin cebuli na stres biotyczny i abiotyczny w I roku uprawy roslin
nasiennych. . Nowo opracowane metody i technologie, w ktorych zastosowano $rodki naturalne
wzbogacone w pozyteczne Mikroorganizmy, usprawnig i zoptymalizuja proces produkcji nasiennej
poprzez zwigkszenie potencjalu plonotworczego materialu rozmnozeniowego oraz otwieraja
innowacyjna lini¢ produkcji nasiennej w systemach ekologicznych.



Ocena porazenia materialu rozmnozeniowego mikopatogenami po zimowym przechowywaniu.

Wplyw §rodkdéw biologicznych stosowanych w | roku produkcji cebuli nasiennej na wartos¢

przechowalnicza i zdrowotno$§¢ materialu rozmnozeniowego.
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Rys.1-2. Porazenie materialu rozmnozeniowego cebuli po zimowym przechowaniu w zalezno$ci od
sposobu traktowania roslin w | roku uprawy

Doswiadczenia szklarniowe

Po przeprowadzeniu kalibracji i sortowaniu na dwie frakcje materialu rozmnozeniowego, uprawa cebuli
w kulturach wazonowych prowadzona byla z podzialem na dwie Srednice wysadkow.
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Rys. 3-4. Wptyw traktowania wysadkow cebuli odmiany Density4 wybranymi srodkami biologicznymi

na wzrost roslin w warunkach szklarniowych (srednica wysadkow 4-5 cm)
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Rys. 5-6. Wptyw traktowania wysadkow cebuli odmiany Density4 wybranymi srodkami biologicznymi

na index zawartosci chlorofilu w liSciach w uprawie szklarniowej ($§rednica wysadkow 4-5 cm)
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Rys. 7-14. Wptyw traktowania wysadkow cebuli odmiany Density4 wybranymi srodkami biologicznymi
na wymiane gazowa roslin w uprawie szklarniowej (srednica wysadkow 4-5 cm)
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Rys. 15-18. Wplyw traktowania wysadkoéw cebuli odmiany Density4 wybranymi srodkami biologicznymi
na strzelanie w ped nasienny w uprawie szklarniowe;j (srednica wysadkow 4-5 cm)
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Rys. 19-22. Wplyw traktowania wysadkow cebuli odmiany Density4 wybranymi srodkami
biologicznymi na kwitnienie roslin nasiennych w uprawie szklarniowej (sr. wysadkow 4-5 cm)



Srednica wysadkow 6-7 cm
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Rys. 23-24. Wplyw traktowania wysadkow cebuli odmiany Density4 wybranymi srodkami
biologicznymi na wzrost roslin w szklarni (Srednica wysadkow 6-7 cm)
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Rys. 25-26. Wplyw traktowania wysadkow cebuli odmiany Density4 wybranymi srodkami
biologicznymi na index zawartosci chlorofilu w liSciach w uprawie szklarniowej ($r. wysadkow 6-7 cm)
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Rys. 27-34. Wpltyw traktowania wysadkow cebuli odmiany Density4 wybranymi srodkami
biologicznymi na wymiane gazowa roslin w uprawie szklarniowej (Srednica wysadkoéw 6-7 cm)
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Rys. 35-38. Wptyw traktowania wysadkow cebuli odmiany Density4 wybranymi srodkami

biologicznymi na dynamike strzelanie w ped nasienny w uprawie szklarniowej (sr. wysadkow 6-7 cm)
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Rys. 39-42. Wptyw traktowania wysadkoéw cebuli odmiany Density4 wybranymi srodkami
biologicznymi na kwitnienie roslin nasiennych w uprawie szklarniowej ($r. wysadkow 6-7 cm)
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Rys. 43-44. Wpltyw traktowania wysadkow cebuli odmiany Density4 wybranymi $rodkami
biologicznymi na liczbe pedow nasiennych wytworzonych przez wysadki o srednicy 4-5cm i 6-7 cm




Doswiadczenia polowe
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Rys. 45-46. Wptyw traktowania wysadkoéw cebuli odmiany Density4 wybranymi srodkami
biologicznymi na wzrost roslin w polu (rozstawa 30x30 cm)
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Rys. 47-48. Wpltyw traktowania wysadkow cebuli odmiany Density4 wybranymi §rodkami
biologicznymi na index zawartosci chlorofilu w lisciach w uprawie polowej (rozstawa 30x30 cm)
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Rys. 49-56. Wplyw traktowania wysadkoéw cebuli odmiany Density4 wybranymi srodkami
biologicznymi na wymiane gazowa roslin w uprawi

e polowej (rozstawa 30x30 cm)
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Rys. 57-60. Wptyw traktowania wysadkow cebuli odmiany Density4 wybranymi srodkami
biologicznymi na dynamike strzelanie w ped nasienny w uprawie polowej (rozstawa 30x30 cm)
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Rys. 61-64. Wptyw traktowania wysadkow cebuli odmiany Density4 wybranymi srodkami biologicznymi na

kwitnienie ro$lin nasiennych w uprawie polowej (rozstawa 30x30 cm)
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Rys. 65-66. Wplyw traktowania wysadkow cebuli odmiany Density4 wybranymi srodkami biologicznymi na
liczbe wytworzonych pedow kwiatostanowych oraz liczbe pedow z 1 rosliny przy rozstawie 30x30 cm
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Traktowanie

Rys. 67-68. Wplyw traktowania wysadkow cebuli odmiany Density4 wybranymi $rodkami biologicznymi
na mase nasiennikéw i plon nasion (rozstawa roslin 30x30 cm)
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Rys. 69-70. Wptyw traktowania wysadkow cebuli odmiany Density4 wybranymi §rodkami biologicznymi
na mase nasiennika i mase nasion z 1 nasiennika (rozstawa roslin 30x30 cm)

Analizy jakos$ci nasion otrzymanych z wysadkow uprawianych w rozstawie 30 x 30 cm
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Rys. 71-74. Wptyw traktowania wysadkoéw cebuli odmiany Density4 wybranymi srodkami biologicznymi

na zdolnos¢ i

rr e

dynamike kielkowania nasion po ich zbiorze (rozstawa roslin 30x30 cm)
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Rys. 75-76. Wptyw traktowania wysadkow cebuli odmiany Density4 wybranymi srodkami biologicznymi
na wilgotnos$¢ nasion po zbiorze i MNT (g) (rozstawa roslin 30x30 cm)
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Rys. 77-78. Wplyw traktowania wysadkow cebuli odmiany Density 4 srodkami biologicznymi na wzrost

roslin w polu (rozstawa 30x20 cm)

Cebulanasienna-Ilrok uprawy
(index zawartosci chlorofilu)

70,0

60,0

50,0

SPAD

40,0

30,0

20,0

10,0

0,0

m Kontrola

oMl

om2

EM1+D

EM1+Kh

SPAD

70,0

60,0

50,0

40,0

30,0

20,0

10,0

0,0

Cebulanasienna-Ilrok uprawy
(index zawartosci chlorofilu)

EKontrola

OSerwatka

OPolyversum 1%

B Chlorella

EM1+Ch

Rys. 79-80. Wptyw traktowania wysadkéw cebuli odmiany Density4 wybranymi srodkami
biologicznymi na index zawartosci chlorofilu w lisciach w uprawie polowej (rozstawa 30x20 cm)
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Rys. 81-88. Wplyw traktowania wysadkow cebuli odmiany Density4 wybranymi srodkami
biologicznymi na wymiane¢ gazowg roslin w uprawie polowej (rozstawa 30x20 cm)
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Rys. 89-92. Wptyw traktowania wysadkow cebuli odmiany Density4 wybranymi srodkami

biologicznymi na dynamike strzelania w ped nasienny w uprawie polowej (rozstawa 30x20 cm)
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Rys. 93-96. Wptyw traktowania wysadkoéw cebuli odmiany Density4 wybranymi srodkami

biologicznymi na kwitnienie roslin nasiennych w uprawie polowej (rozstawa 30x20 cm)
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Rys. 97-98. Wplyw traktowania wysadkow cebuli odmiany Density4 wybranymi srodkami biologicznymi na

liczbe wytworzonych pedow kwiatostanowych w uprawie polowej (30x20 cm)
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Rys. 99-100. Wptyw traktowania wysadkow cebuli odmiany Density4 wybranymi $rodkami biologicznymi

na mase nasiennikow i plon nasion (rozstawa roslin 30x20cm)
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Rys. 101-102. Wptyw traktowania wysadkow cebuli odmiany Density4 wybranymi $rodkami biologicznymi

na mase nasiennika i mase nasion z 1 nasiennika (rozstawa roslin 30 x20 cm)

Analizy jakoS$ci nasion otrzymanych z wysadkéw uprawianych w rozstawie 30 x 20 cm
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Rys. 103-104. Wptyw traktowania wysadkow cebuli odmiany Density4 wybranymi srodkami
biologicznymi na zdolnos$¢ i dynamike kietkowania nasion po ich zbiorze (rozstawa 30x20 cm)
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Rys. 105-106. Wptyw traktowania wysadkow cebuli odmiany Density4 wybranymi srodkami biologicznymi na
wilgotno$¢ nasion po zbiorze i MTN (g) (rozstawa roslin 30x20 cm)




PODSUMOWANIE

Z przeprowadzonych dwuletnich badan wynika, Ze istnieja mozliwosci stymulacji potencjalu
plonotworczego wysadkow i zwiekszenia jego produktywnosci. Zaleca sie:

v
v

AN

<N X X

wlasciwe przechowywanie, szczegétowo opisane w Przewodniku,

biologiczne zaprawianie przed przechowywaniem oraz przed wysadzaniem w Il roku
produkcii,

rygorystyczng selekcje wysadkow,
wysadzanie wylacznie zdrowego materiatu rozmnozeniowego,

przestrzeganie optymalnego terminu sadzenia, aby dlugo$¢ okresu wegetacji byt
wystarczajacy do wytworzenia wilasciwej ilosci pedéw nasiennych, zawigzywania i
dojrzewania nasion,

zabiegi agrotechniczne w Il roku uprawy cebuli na nasiona, zmierzajace do modyfikacji
pokroju (architektury) nasiennika ukierunkowanej na tworzenie gtownie pedow I rzedu, z
ktérych otrzymuje sie najlepszej jako$ci nasiona,

nawozenie dostosowane do potrzeb cebuli z naciskiem na zmniejszenie w II roku produkcji
cebuli nasiennej dawki potasu, gdyz zbyt duza jego zawarto§¢ w nektarze kwiatéw, zmniejsza
ich atrakcyjnos$¢ dla owadow zapylajacych,

zapewnienie przynajmniej 5 pni pszczelich na ha plantacji,

profilaktyczne opryski atraktantami, gdy w sasiedztwie znajduja si¢ uprawy roSlin
miododajnych (np. facelii),

stosowanie profilaktycznych metod zapobiegania chorobom i inwazji szkodnikow,
regularne odchwaszczanie plantacji,
stosowanie stymulatorow odporno$ci roslin na choroby i niekorzystne warunki klimatyczne,

wzbogacanie gleby poprzez stosowanie produktéw bogatych w kwasy humusowe, pozyteczne
mikroorganizmy, drozdze, w miar¢ potrzeby dolistna aplikacja tych $rodkow.
Wyprodukowanie nasion cebuli w warunkach gospodarstwa ekologicznego.

Zalecenia dotyczace ochrony upraw cebuli nasiennej w II roku przed chorobami i

szkodnikami.

1. Przestrzeganie stosowania ptodozmianu, ktory skutecznie eliminuje wiele patogendw
pochodzenia bakteryjnego, grzybowego i wirusowego oraz gatunki szkodliwej zoofauny;

2. Wprowadzanie do uprawy odmian bardziej tolerancyjnych na zerowanie szkodnikow, szybciej
regenerujacych skutki uszkodzen, o szybszym i krotszym okresie dojrzewaniu nasion;

3. Przestrzeganie optymalnym terminow sadzenia wysadkow, okresowe wykonywanie prac
pielegnacyjno-ochronnych, ograniczajacych liczebnos¢ szkodnikows;

4. Stale zwalczanie chwastow w najwczes$niejszych fazach wzrostu;

5. Interwencyjne zwalczanie szkodnikow w okresie przekroczenia progu zagrozenia;

6. Stosowanie tylko biologicznych $rodkow ochrony ros$lin pochodzenia roslinnego
i mikrobiologicznego;

7. Niszczenie ro$lin dziko rosnagcych w sasiedztwie plantacji (przykaszanie). Sg one
rozsadnikiem chorob 1 szkodnikow;

8. Unikanie wypalania roslinno$ci w otulinie p6l uprawnych.

Wymiernym efektem badan i prac doswiadczalnych bylo opracowanie drugiej czesci
przewodnika dla producentow z zakresu ekologicznej uprawy cebuli na nasiona w dwuletnim
cyklu produkcyjnym (Mozliwosci zwiekszenia produktywno$ci materialu rozmnozeniowego
(wysadkow) cebuli w systemach ekologicznych (II rok produkcja na nasiona).
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