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Badania nad ograniczeniem populacji w glebie waznego patogena cebuli —
bakterii Burkholderia cepacia
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Abstrakt. Celem badan bylo okreslenie, czy dodatek do gleby
zakazonej bakteria Burkholderia cepacia makuchu rzepakowego,
zmielonych nasion gorczycy sarepskiej lub antagonistycznego
grzyba Trichoderma harzianum wplynie na ograniczenie liczeb-
nosci tego patogena. W glebie umieszczonej w kontenerach upra-
wiano cebule odmiany Grabowska (Allium cepa L.). W trakcie
uprawy analizowano populacje patogenicznej bakterii B. cepacia
i innych mikroorganizmoéw glebowych oraz oceniano plon i zdro-
wotnos$¢ cebuli. Doswiadczenia prowadzono przez trzy sezony
wegetacyjne.

Stwierdzono, ze liczba B. cepacia w glebie zmniejszala si¢
wraz z uptywem czasu we wszystkich kombinacjach. Istotny
spadek liczebnosci B. cepacia zaobserwowano w kombinacjach
z makuchem i gorczyca, szczegblnie po uptywie 3 i 9 miesigcy
od zaaplikowania materialow roslinnych. W tych kombinacjach
stwierdzono takze istotny wzrost ogdlnej liczby bakterii, bak-
terii przetrwalnikujacych i z grupy Pseudomonas, promieniow-
cOw oraz grzybow. Istotne réznice zaobserwowano zwlaszcza po
uptywie 1 miesigca od dodania materiatdéw roslinnych.

Wzrost plonu cebuli zaobserwowano po dodaniu makuchu
rzepakowego zard6wno w kombinacji zakazonej B. cepacia, jak
i w kombinacji bez patogena. Dodatek zmielonych nasion gorczy-
cy sarepskiej do gleby niezakazonej pozytywnie wplywat na plon
cebuli, jednakze dodatek do gleby zakazonej znacznie obnizat plon.

stowa kluczowe: Burkholderia cepacia, Brassicaceae, cebula,
ochrona biologiczna

WSTEP

Gatunek Burkholderia cepacia znany jest jako sprawca
bakteriozy na cebuli, w literaturze zwanej kwasng skorka
(ang. sour skin). Choroba ta stanowi powazny problem w
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produkcji, gdyz prowadzi do duzych strat w plonie cebuli,
czasami si¢gajacych nawet 50%. Zniszczenia spowodowa-
ne przez t¢ bakteri¢ zauwazalne sa cz¢sto dopiero w prze-
chowalniach, mimo Ze infekcja cebul nastepuje juz na polu.
Patogen, obecny w glebie lub wodzie, wnika do tkanek po-
przez zranienia w okolicy szyjki lub na liSciach, powstate
np. po zalamaniu szczypioru lub wskutek mechanicznego
uszkodzenia (Kawamoto, Lorbeer, 1974), i przemieszcza
si¢ w tkankach szczypioru w kierunku gtowki cebuli. Ze-
wnetrzne tuski staja si¢ §luzowate, przybierajg zabarwie-
nie od jasnozoéttego do jasnobragzowego. Wewnetrzne tu-
ski oraz $rodkowa czg$¢ cebuli pozostaja niezasiedlone.
Rozwojowi choroby sprzyja temperatura ponad 30°C.
Czasami, szczeg6lnie u mtodych roslin, infekcja pozostaje
utajona, a symptomy pojawiaja si¢, gdy zaczyna tworzy¢
si¢ cebula (Sobiczewski, Schollenberger, 2002; Schwartz,
Mohan, 2008).

B. cepacia posiada duzy i kompleksowy genom ztozo-
ny z 2—4 duzych chromosoméw. Wielko$¢ catego genomu
wynosi 4-9 Mb. Ponadto bakteria ta ma liczne elementy
inercyjne, ktore sprzyjaja genetycznym zmianom i mo-
dyfikuja ekspresje gendow sgsiadujacych. Taka plastycz-
no$¢ genomu moze przyczyniac¢ si¢ do duzej zmiennosci
B. cepacia pod wzgledem pokarmowym i adaptacyjnym.
Cecha ta znajduje odzwierciedlenie m.in. w zréznicowa-
nych miejscach wystgpowania B. cepacia w $rodowisku
naturalnym. Bakteria ta wystepuje w glebie, wodzie, na
powierzchni roslin, a takze ma zdolno$¢ przylegania do
ludzkich komorek nabtonka, powodujac infekcje dolnych
drog oddechowych (Compant i in., 2008).

Ograniczona liczba §rodkow ochrony cebuli przed bak-
teriozami zmusza do poszukiwania nowych, skutecznych
oraz bezpiecznych dla $rodowiska metod walki z tymi
chorobami. Duzym zainteresowaniem ciesza si¢ badania
dotyczace ograniczenia stosowania pestycydéw poprzez
uzycie biologicznych $rodkow ochrony (Alabouvette i in.,
2006). Takie bezpieczne dla srodowiska metody sg szcze-
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golnie istotne w rozwijajacych si¢ ekologicznych i integro-
wanych metodach uprawy warzyw. Obiecujace perspekty-
wy daje mozliwo$¢ wykorzystania do tego celu substancji
pochodzenia roslinnego. RoSliny stanowig bogate zrédio
zwigzkow — metabolitéw wtdrnych — odznaczajacych sig¢
biologiczna aktywnosciag. Wedlug danych licznych ba-
daczy ogromna wigkszo$¢ roslin wyzszych wydziela do
otaczajacego Srodowiska zwigzki, ktore oddziatujg na or-
ganizmy zywe. Sposrod licznych aktywnych biologicznie
zwigzkow roslinnych, takich jak: fenole, aldehydy, alkoho-
le, olejki eteryczne, kwasy i terpeny, wiele dziata hamujaco
lub zabojczo na bakteryjne patogeny roslin (Cowan, 1999;
Utama i in., 2002).

W roSlinach z rodziny Brassicaceae jako wtorne me-
tabolity wystepuja glukozynolany, wykazujace toksyczne
dziatanie w stosunku do patogendow roslin (Rosa, Rodri-
gues, 1999; Laegdsmand i in., 2007; Friberg i in., 2009;
Bjorkman i in., 2011; Bohinc i in., 2012; Morales-Rodri-
guez i in., 2012; Motisi i in., 2013). Sa one zlokalizowane
w wakuolach, we wszystkich tkankach ro$liny. Sktadaja
si¢ z glukozy, sulfonowanego oksymu i tancucha boczne-
go o strukturze alifatycznej, aromatycznej lub indolowe;.
Budowa tancucha bocznego determinuje rodzaj zwiazku.
Hydroliza tych zwiazkdéw nastepuje przy udziale enzymu
myrozynazy, ktory uaktywnia si¢ po uszkodzeniu tkanek
ro§linnych. W trakcie tego procesu powstaje szereg ak-
tywnych biologicznie zwigzkow, np. izotiocyjaniany, ni-
tryle, tiocyjaniany (Underhill, 1980; Brown, Morra, 1997,
Morra, Kirkegaard, 2002; Horbowicz, 2003; Kalembasa,
Adamiak, 2011; Szczygtowska i in., 2011). Sa to zwiazki
o szerokim spektrum dziatania. W spos6b nicodwracalny
reaguja z grupami aminowymi, wigzaniami dwusiarczko-
wymi i grupami tiolowymi bialek réznych organizmow
zywych. We wczesniejszych badaniach wykazano szkodli-
wy wplyw substancji biologicznie aktywnych zawartych
w roslinach Brassicaceae na patogeniczne grzyby: Rhizoc-
tonia solani (Smolinska i in., 2007), Verticillium dahliae
(Smolinska, Kowalska, 2008; Smolinska i in., 2010), Bo-
trytis cinerea 1 Fusarium sp. (Smolinska, Kowalska, 2006)
oraz patogeniczne bakterie (Brown, Morra, 1997; Rosa,
Rodrigues, 1999; Kowalska, Smolinska, 2008; Kowalska,
2010).

Wobec braku skutecznych metod ochrony przed choro-
bami bakteryjnymi duze zainteresowanie budzi mozliwos¢
zwigkszenia supresyjnych wilasciwosci gleby. Zjawisko
supresyjnosci gleby, czyli opornosci w stosunku do pato-
genow roslin, jest znane od dawna. Uwaza si¢, ze ogrom-
ne znaczenie odgrywaja tutaj mikroorganizmy glebowe
(bakterie np. Pseudomonas, Bacillus, Actinomycetes oraz
grzyby np. Trichoderma, Penicillium, Gliocladium), ktore
poprzez rdézne mechanizmy (konkurencja, antybioza, pa-
sozytnictwo, indukcja systemicznej odpornosci w roslinie)
ograniczaja choroby ro$lin (Duffy i in., 2003; Hiddink i in.,
2005; Borneman, Becker, 2007). Stwierdzono, ze wzbo-
gacenie gleby w material roslinny powoduje intensywny

wzrost aktywno$ci mikroorganizméw glebowych oraz
wieksze ich zr6znicowanie (Garbeva i in., 2004; Mazzola,
2004; Smolinska, 2004; Cohen i in., 2005; Janvier i in.,
2007; Mercado-Blanco, Bakker, 2007). Rozktad substancji
organicznej w glebie wywotuje szereg zmian w $rodowi-
sku glebowym natury zaréwno biologicznej, chemicznej
jak i fizycznej, ktére oddziatuja na mikroorganizmy glebo-
we. Wskutek tego procesu dochodzi do zwigkszenia supre-
syjnosci gleby (Fukui, 2003; Postma i in., 2008; Thuerig
i in., 2009; Bonanomi i in., 2010). Wykazano, ze materiat
z ro$lin Brassicaceae wptywa korzystnie na zwigkszenie
populacji m.in. promieniowcow, bakterii Pseudomonas
i grzybow. Jednoczesnie najprawdopodobniej w pierw-
szych godzinach po aplikacji materialu do gleby obniza
si¢ liczebnos¢ wybranych mikroorganizmow, wrazliwych
na dziatanie lotnych zwiazkéw zawartych w roslinach
Brassicaceae. Ro$liny te zawierajg znaczne ilosci azotu,
z ktérego wytwarza si¢ amoniak szkodliwie dziatajacy na
patogeny roslinne (Smolinska i in., 2010).

Celem doswiadczenia bylo zbadanie, czy dodatek
materiatdéw roslinnych lub grzyba T. harzianum do gleby
zakazonej B. cepacia ograniczy liczebno$¢ patogenicznej
bakterii oraz wplynie na plon i zdrowotno$¢ cebuli odm.
Grabowska. Nalezy podkresli¢, ze w literaturze brak jest
informacji na temat metod ochrony roélin przed B. cepa-
cia. Zatem prezentowane badania stanowia pierwsze do-
niesienie na temat mozliwo$ci ograniczenia liczebnosci tej
bakterii w glebie.

MATERIAL I METODY

Doswiadczenie prowadzono w warunkach kontenero-
wych (skrzynki o pojemnosci 18 dm® i powierzchni oko-
fo 0,24 m?) w latach 2007, 2008 i 2009. Gleb¢ pobrang
z warstwy powierzchniowej pola uprawnego wymieszano
z substratem torfowym Klasmann w stosunku 3:1. Parame-
try chemiczne przygotowanego podtoza byly nastepujace:
pH w H,0 6,4-6,8, zasolenie 0,75-0,85 mg NaCl-dm>,
100-110 mg N-NO,-dm®, 110-130 mg P-dm”, 150-
175 mg K-dm?3, 150-200 mg Mg-dm™, 1600 mg Ca-dm™.

Doswiadczenie obejmowato 10 obiektow, kazdy w trzech
powtorzeniach. Glebg pigciu obiektow zakazono bakteria
B. cepacia, dodajac po 750 pl zawiesiny B. cepacia LMG
6962 (izolat zakupiony w Banku Patogenéw w Belgii)
o stezeniu 5,0-107 jtk/ml na 1 1 podtoza, co odpowiadato
3,75-107 jtk/1 podtoza. Gleba pozostatych pieciu obiektow
nie zostata zakazona badanym patogenem. W wybranych
kombinacjach zastosowano nast¢pujace materiaty roslinne
jako 0,5% dodatki do gleby (w/v): zmielone nasiona gor-
czycy sarepskiej odmiany Matopolska i makuch rzepako-
wy otrzymany z wytworni Pasz ,,Ardex”. W dwoch kombi-
nacjach traktowanych jako kontrole chemiczne wysadzono
siewki cebuli otrzymane z nasion zaprawionych chemicz-
nie Funabenem T (substancja czynna — tiuram). W dwoch
kombinacjach przed wysadzeniem siewek cebuli zastoso-
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wano 20-minutowe moczenie korzeni siewek w zawiesinie
grzyba Trichoderma harzianum PBG 1 (izolat z kolekcji
Pracowni Mikrobiologii Instytutu Ogrodnictwa) o stezeniu
zarodnikow 1 - 108 jtk/ml.

Przygotowano nastepujace obiekty do§wiadczalne:
Kombinacje bez patogena:

— kontrola — gleba bez dodatkéw;
— gorczyca sarepska;

— makuch rzepakowy;

— Funaben T;

— T harzianum.

Kombinacje z B. cepacia:

— gleba zakazona B. cepacia;

— B. cepacia + gorczyca sarepska;
— B. cepacia + makuch rzepakowy;
— B. cepacia + Funaben T;

— B. cepacia + T. harzianum.

Skrzynki z przygotowanym podlozem ustawiono w wa-
runkach polowych na staltym miejscu doswiadczenia. Po
4 tygodniach wysadzono 6-tygodniowa rozsadg cebuli
odm. Grabowska w ilosci 20 roslin na skrzynke, w dwoch
rzgdach po 10 roslin.

Podczas trwania do§wiadczenia oceniano zdrowotno$é
oraz kondycje ro$lin. Parametry te wyrazano w skali 1-5,
gdzie 1 —ro$liny o stabej kondycji, a 5 — rosliny wyrdznia-
jace si¢ wzrostem i kondycja. Dhugos$¢ okresu wegetacji
wynosita 16—17 tygodni. Zbiory przeprowadzono w mo-
mencie osiagnig¢cia dojrzatosci zbiorczej cebuli. Okreslono
masg¢ oraz liczb¢ zdrowych i chorych cebul. Do przecho-
wania przeznaczono tylko wizualnie zdrowe cebule. Ce-
bule z kazdej kombinacji przechowywano w oddzielnych
skrzynkach azurowych, w komorze przechowalniczej w
0°C. Po 5 miesigcach przechowywania oceniano zdrowot-
no$¢ cebul oraz okreslano ich mase.

Podczas uprawy cebuli monitorowano liczbg B. cepa-
cia w glebie. Analizy wykonano po 1 i 3 miesigcach od
momentu zakazenia podtoza. Dodatkowo po zakonczeniu
uprawy ze skrzynek pobrano po 5 dm* podtoza do doni-
czek. Doniczki ustawiono w nieogrzewanej szklarni, gdzie
temperatura otoczenia wynosita 4-12°C. Po uptywie 6
1 9 miesiecy od zakazenia podtoza okreslano liczbe B.
cepacia w glebie pobranej z doniczek. Liczbe B. cepacia
w badanych probach okreslano za pomoca wysiewu za-
wiesiny glebowej na szalki z pozywka selektywna CB
(Wu, Thompson, 1984) i wyrazano w jtk-g™' suchej masy
gleby.

Na poczatku do§wiadczenia, po upltywie jednego,
trzech i dziewigciu miesigcy od zatozenia doswiadczenia,
przeprowadzono analiz¢ mikrobiologiczna glownych grup
mikroorganizmow glebowych metoda posiewdéw na po-
zywki selektywne. Okres$lano liczbg: grzybow na pozyw-
ce Martina (Martin, 1950), bakterii wtasciwych i promie-
niowcow na pozywce z ekstraktem glebowym (Dhingra,
Sinclair, 1995), bakterii przetrwalnikujacych na pozywce
1/10 TSA (Dhingra, Sinclair, 1995), po ogrzaniu zawiesi-

ny bakterii w 80°C przez 10 min, a bakterii Pseudomonas,
w tym wykazujacych fluorescencjg, na pozywce Goulda
(Gould, 1985). Liczebno$¢ populacji mikroorganizméw
wyrazano w jtk-g! suchej masy gleby.

Wyniki opracowano za pomocg analizy wariancji. Do
poréwnania $rednich stosowano test Newmana-Keulsa
(00 <0,05).

WYNIKI

W poczatkowym okresie trwania do§wiadczenia nie
zanotowano roznic w wygladzie roslin migdzy kombi-
nacjami. Jednak po 6 tygodniach uprawy zauwazono, ze
ro§liny rosnace w kombinacjach zaréwno z gleba zakazo-
na, jak i niezakazong z dodatkami ro§linnymi sa w lepszej
kondycji. Jednakze efekt ten byt krotkotrwaty i w nastep-
nych tygodniach uprawy obserwowano wypadanie roslin
w kombinacjach z dodatkiem zmielonych nasion gorczycy,
zwlaszcza w obecnosci patogenicznej bakterii (dane nie-
prezentowane). W rezultacie plon w tej kombinacji zawsze
byl nizszy niz na glebie zakazonej bez dodatkow roslin-
nych i wynosil w latach 2007, 2008 i 2009 odpowiednio
33,7%, 19,7% 1 57,1% w stosunku do kombinacji kontrol-
nej. Niewielki spadek plonu obserwowano takze w kombi-
nacjach z patogenem i 7. harzianum oraz po zastosowaniu
zaprawy nasiennej Funaben T. Réznice te jednak nie byty
istotne statystycznie (tab. 1). Zebrane cebule byty zdrowe,
bez widocznych objawéw porazenia przez bakterie. Nie
obserwowano roznic w ich zdrowotno$ci miedzy kombi-
nacjami (dane nieprezentowane).

Najkorzystniejszy wptyw na plon cebuli po dodaniu do
gleby materiatow z ro§lin Brassicaceae stwierdzono w la-
tach 2007 1 2008 (tab. 1). Woéwczas w kombinacjach z gle-
ba niezakazong z dodatkiem makuchu i nasion gorczycy
uzyskano wyzszy plon niz w kombinacji kontrolnej. Jed-
nak w roku 2009 nie zauwazono takiego efektu. W dwoch
pierwszych latach doswiadczenia w kombinacji z grzybem
T. harzianum uzyskano takze wyzszy plon niz w kombi-
nacji kontrolnej — w roku 2007 o 23,1% i w roku 2008
0 14,3%. Natomiast w roku 2009 stwierdzono nizszy plon
w tych kombinacjach w poréwnaniu z kombinacja kontrol-
ng (tab. 1). W kombinacjach z gleba zakazong bakteriami z
dodatkiem makuchu rzepakowego w roku 2007 1 2009 uzy-
skano wyzszy plon niz w kombinacji bez tych dodatkéw.
Szczegodlnie roznica ta byta dosy¢ duza w roku 2007, w
ktorym uzyskano plon wyzszy o 23,8%. W roku 2008 plon
w tej kombinacji byl nizszy niz w kontrolnej, ale nie byta
to roznica istotna statystycznie (tab. 1). Nie stwierdzono
pozytywnego wplywu grzyba 7. harzianum na plon cebuli
w kombinacji z glebg zakazong patogeniczng bakterig. We
wszystkich kombinacjach cebule dobrze si¢ przechowatly,
obserwowano jedynie niewielkie zmniejszenie masy cebu-
li we wszystkich kombinacjach (dane nieprezentowane).

Stwierdzono, ze liczba B. cepacia w glebie zmniejszata
si¢ wraz z uplywem czasu we wszystkich kombinacjach.
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Tabela 1. Wptyw materiatu z ro$lin Brassicaceae oraz grzyba T. harzianum
na plon cebuli rosnacej w podtozu zakazonym i niezakazonym bakteria-
mi B. cepacia

Table 1. The effect of Brassicaceae plant materials and 7. harzianum on the
yield of onion growing in infested B. cepacia and uninfested peat.

Ogolny plon cebuli
(W % w stosunku do kontroli niezakazonej)

Kombinacja Onion yield (% towards uninfested control)
Treatment
___________ rok;year ...
2007 2008 2009

Kontrola; Control 100,0 ab -100,0 ab 1000 a
Gorczyca
Mustard secds o0 A ome
Makuch 109,9 a 1209 a 98,9a
Rapeseedmeals " om0
Funaben T 1252a _100,6 ab 829a
T harzianum 123,1a 1143 a _843a
'B. cepacia B . 925ab _85,6ab _729a
B. cepacia + gorczyca
“B. cepacia + mustard seeds 33’7 b 19’7 ¢ 57’1 a
B. cepacia+ makuch 1163 a 73,8 ab 80,0 a
B. cepacia + rapeseedmeals " 7
“B. cepacia + Funaben T ~83,0ab 87,9 ab _7186a
B. cepacia + T. harzianum 59,2 ab 61,1b 74,3 a

Liczby w kolumnach oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢ istotnie wg testu
Newmana-Keulsa (o < 0,05).

Means followed by the same letter do not differ significantly according to Newman-
Keuls test (a0 < 0.05).

Zjawisko takie obserwowano w przeciggu trzech lat prowadzenia
doswiadczenia. Po uptywie jednego miesigca od zakazenia podloza
w latach 2007 i 2009 obserwowano znaczacy spadek liczby B. ce-
pacia w glebie z dodatkiem nasion gorczycy sarepskiej oraz z do-
datkiem makuchu rzepakowago (tab. 2). W 2007 roku w kombinacji
kontrolnej warto$¢ ta wynosita 50,3-10° jtk-g! s.m. gleby, podczas
gdy w kombinacji z gorczyca 12,7-10% jtk-g! s.m. gleby, a w kombi-
nacji z makuchem rzepakowym — 11,7-10% jtk-g! s.m. gleby. Roznice
te utrzymaly si¢ do konca trwania do§wiadczenia. Podobne tendencje
obserwowano w roku 2009. W roku 2008 mniejsza liczbe B. cepacia
w glebie z dodatkami ro§lin Brassicaceae w pordwnaniu z kontrola
stwierdzono dopiero po uplywie 3 miesiecy od zakazenia gleby. Jed-
nakze réznice te byly niewielkie i nieistotne statystycznie. Po uplywie
6 miesigey roznice te byty wicksze i dodatkowo po kolejnych 3 mie-
sigcach znacznie si¢ powigkszyly i byly istotne statystycznie (tab. 2).
W kombinacjach z gleba, do ktorej wysadzano siewki zaprawiane
grzybem T, harzianum, takze zaobserwowano spadek liczby B. ce-
pacia. Szczegblnie znaczne rdéznice obserwowano po uptywie 6 i 9
miesigcy. W kombinacji, w ktdrej zastosowano nasiona zaprawiane
chemicznie, stwierdzono spadek liczby B. cepacia w do$wiadczeniu
przeprowadzonym w roku 2007 i 2008. W pierwszym roku obser-
wowano mniejsza liczebno§¢ niz w kontroli po uptywie 6 miesie-
cy, ale po 9 miesigcach liczebno$¢ byta poréwnywalna z kontrola.
W roku 2008 spadek liczebno$ci obserwowano po uptywie 3 miesigcy
i ta tendencja utrzymywata si¢ do konca trwania do§wiadczenia (tab.
2). W roku 2009 liczba B. cepacia w kombinacji z nasionami cebuli

zaprawianymi chemicznie byla we wszystkich
badanych terminach wyzsza niz w kombinacji
kontrolnej (tab. 2).

Podczas uprawy cebuli w do$wiadczeniach
kontenerowych prowadzonych w kolejnych
latach okreslano liczebnos¢ wybranych grup
mikroorganizméw glebowych. Poniewaz obser-
wowano podobne tendencje w zmianie liczby
mikroorganizméw w poszczegélnych doswiad-
czeniach, w tabelach 3-7 umieszczono jedynie
wyniki z roku 2009. Réznice w liczbie mikro-
organizmoéw byty zalezne od kombinacji oraz
od terminu badania. Po 1 miesigcu od dodania
zmielonych nasion gorczycy sarepskiej oraz ma-
kuchu obserwowano kilkukrotny wzrost ogdlnej
liczebnosci bakterii w poréwnaniu z kombina-
cja kontrolng. Réznice te utrzymywaly si¢ takze
po uplywie 3 miesiecy, ale po 9 miesigcach nie
byto juz istotnych réznic w poréwnaniu z kom-
binacja kontrolna (tab. 3). Wielko$¢ populacji
promieniowcoéw takze zwigkszyla si¢ w tych
kombinacjach. Po uptywie 9 miesigcy liczeb-
no$¢ promieniowcoOw byta wyzsza w kombina-
cji z gleba zakazona z dodatkiem gorczycy oraz
w kombinacji z gleba niezakazong z dodatkiem
makuchu i gorczycy w poréwnaniu z kombi-
nacja kontrolna (tab. 4). Liczba bakterii prze-
trwalnikujacych we wszystkich kombinacjach
z dodatkiem materiatu Brassicaceae po uptywie
1 i 3 miesigcy byla wyzsza niz w kombinacji
kontrolnej, dodatkowo réznice te powigkszyty
si¢ po uptywie 9 miesigcy (tab. 5). Najwicksze
zmiany w liczebnosci mikroorganizméw pod
wpltywem wzbogacenia gleby w materiat z ro-
$lin Brassicaceae obserwowano w odniesieniu
do bakterii z grupy fluoryzujacych Pseudomo-
nas (tab. 6). Ich liczba gwattownie wzrosta po
uplywie jednego miesigca od dodania materia-
16w roslinnych. Wowczas wzrost ten byt istotny
w porownaniu z kombinacja kontrolng. Po uply-
wie 3 1 9 miesigcy nadal obserwowano wigksza
liczbe tych bakterii w kombinacjach z gleba
z dodatkami ro§linnymi, jednakze nie byly to juz
tak znaczace rdznice.

Liczba grzybéw istotnie wzrosta w kombi-
nacjach z glebg z dodatkami rosdlinnymi juz po
uplywie 1 miesigca, tendencje te utrzymywaty
si¢ do 9 miesigcy (tab. 7).

W kombinacjach z nasionami cebuli zapra-
wionymi chemicznie oraz z 1. harzianum po
uplywie 3 i 9 miesigcy od poczatku trwania do-
$wiadczenia liczebno$¢ promieniowcow, bak-
terii przetrwalnikujacych, grzybow i fluoryzu-
jacych Pseudomonas nie roznila si¢ istotnie od
kombinacji kontrolnych. W niektérych przypad-
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Tabela 3. Wptyw dodatku materiatu roslinnego i 7. harzianum do gleby na ogdlna liczbe bakterii
Table 3. Effect of Brassicaceae plant materials and T harzianum on number of total bacteria.
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Ogodlna liczba bakterii [jtk-10%g! s.m. gleby]
Number of total bacteria [cfu 10° g! soil DM]

Kombinacja w dniu zatozenia | 3 09
Treatment doswiad. po PO P
on the first day miesigcu miesigcach miesigcach
. after 1 month after 3 months after 9 months
of experiment
Kontrola 7.0a 13.9b 81 ¢ 2652
Control
Gorczyca
Mustard seeds - 824a 29,6 ab 229a
Makuch - 114,82 22,5 be 2l1a
Rapeseed meal
Funaben T - - 9,5¢ 252a
T. harzianum - - 88,0 a 25,1a
B. cepacia 144 a 12,5b 10,4 ¢ 72b
B. cepacia + gorezyca ; 6792 26,1 b 14,1 ab
B. cepacia + mustard seeds
B. cepacia + makuch ) 6242 4022 215a
B. cepacia + rapeseed meal
B. cepacia + Funaben T - - 8,5¢ 24,1 a
B. cepacia + T. harzianum - - 29,7 ab 6,7b
Liczby w kolumnach oznaczone tymi samymi literami nie roznig si¢ istotnie wg testu Newmana-Keulsa (o < 0,05)
Means followed by the same letter do not differ significantly according to Newman-Keuls test (a0 < 0.05).
Tabela 4. Wptyw dodatku materiatu roslinnego i 7. harzianum do gleby na liczbe promieniowcow
Table 4. Effect of Brassicaceae plant materials and 7. harzianum on number of streptomyces.
Liczba promieniowcow [jtk-10%-g? s.m. gleby]
Number of streptomyces [cfu 10° g! soil DM]
Kombinacja w dniu zalozenia ol 03 po 9
Treatment doswiad. mir:: sigeu mier;iqcach miesigcach
on the ﬁr.s t day after 1 month after 3 months after 9 months
of experiment
Kontrola 38a 45b 8.1a 79a
Control
Gorczyca
Mustard seeds i 42.7a 1122 9,32
Makuch - 24,62 8.1a 10,5a
Rapeseed meals
Funaben T - - 34a 6,7a
T harzianum - - 22a 6,8 a
B. cepacia 3,7a 32b 35a 7,6a
ja +
B. cepacia + gorezyca ; 32,6a 13,7a 19,6 a
B. cepacia + mustard seeds
ja +
B. cepacia makuch ) 12,9 ab 118a 68a
B. cepacia + rapeseed meals
B. cepacia + Funaben T - - 2,7 a 6,3a
B. cepacia + T. harzianum - - 32a 7.8a

Liczby w kolumnach oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢ istotnie wg testu Newmana-Keulsa (o < 0,05)
Means followed by the same letter do not differ significantly according to Newman-Keuls test (a0 < 0.05).
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Tabela 5. Wptyw dodatku materiatu roslinnego i 7. harzianum do gleby na liczbe bakterii przetrwalnikujacych
Table 5. Effect of Brassicaceae plant materials and 7. harzianum on number of spore forming bacteria.

Liczba bakterii przetrwalnikujacych [jtk-10% g s.m. gleby]
Number of spore forming bacteria [cfu 10° g soil DM]

Kombinacja w dniu zatozenia | 3 9
Treatment doswiad. p O. . pp . p(.)
on the first da miesigcu miesigcach miesigcach
. Y after 1 month after 3 months after 9 months
of experiment

Kontrola

619 a 71,6 b 49,9 ¢ 275¢
Control
Gorczyca
Mustard seeds - 140,1 a 87,0b 288,0a
Makuch - 1364 a 81.9b 195,8 ab
Rapeseed meal
Funaben T - - 47,7 ¢ 34,7 ¢
T harzianum - - 48,1 ¢ 24,7 ¢
B. cepacia 63,5a 66,5b 48 5¢ 29,1 ¢
B. cepacia + gorczyca
B. cepacia + mustard seeds ) 123,72 87.8b 9770

ja +

B. cepacia + makuch - 135,02 100,9 a 246,52
B. cepacia + rapeseed meal
B. cepacia + Funaben T - - 48,7 ¢ 24,8 ¢
B. cepacia + T. harzianum - 58,5¢ 27,7 ¢

Liczby w kolumnach oznaczone tymi samymi literami nie roznig si¢ istotnie wg testu Newmana-Keulsa (o < 0,05)
Means followed by the same letter do not differ significantly according to Newman-Keuls test (a0 < 0.05).

Tabela 6. Wptyw dodatku materiatu roslinnego i 7. harzianum do gleby na liczbe bakterii fluoryzujacych Pseudomonas
Table 6. Effect of Brassicaceae plant materials and 7. harzianum on number of fluorescent Pseudomonas.

Liczba fluoryzujacych Pseudomonas [jtk-10°-g! s.m. gleby]
Number of fluorescent Pseudomonas [cfu 103 g! soil DM]

Kombinacja w dniu zatozenia

Treatment doswiad. p 0.1 PO 3 PO 0
n the first day miesigcu miesigcach miesigcach
© . after 1 month after 3 months after 9 months
of experiment

Kontrola

82,0 a 15,8b 4,3 bc 55,3 b
Control
Gorczyca
Mustard seeds - 682,0 a 40,0b 62,7b
Makuch - 528,1a 15,3 be 171,7a
Rapeseed meal
Funaben T - - 6,7 bc 334D
T. harzianum - - 3,0 be 26,3b
B. cepacia 69,0 a 62,0b 1,0 ¢ 29.4b
B. cepacia + gorczyca
B. cepacia + mustard seeds 192,3 ab 26,0bc 157.3a
B. cepacia + makuch ; 9292 a 833a 1199 a
B. cepacia + rapeseed meal
B. cepacia + Funaben T - - 4,0 be 70,2 b
B. cepacia + T. harzianum - - 18,7 be 229D

Liczby w kolumnach oznaczone tymi samymi literami nie rdznig si¢ istotnie wg testu Newmana-Keulsa (a < 0,05)
Means followed by the same letter do not differ significantly according to Newman-Keuls test (a0 < 0.05).
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Tabela 7. Wptyw dodatku materiatu ros§linnego i 7. harzianum do gleby na liczbe grzybow
Table 7. Effect of Brassicaceae plant materials and T. harzianum on number of fungi.

Liczba kolonii grzybow [jtk-10* g s.m. gleby]

Number of fungi [cfu 10* g! soil DM]

Kombinacja w dniu zatoZenia 1 3 9
Treatment doswiad. po PO PO
on the first dav of miesigcu miesigcach miesigcach
staay after 1 month after 3 months after 9 months
experiment

Kontrola

10,8 a 22,1b 9,5d 253a
Control
Gorczyca
Mustard seeds - 1733 a 28,6 b 63,2 a
Makuch - 94,7 ab 14,7 cd 323a
Rapeseed meal
Funaben T - - 14,6 cd 47,1a
T. harzianum - - 14,5 cd 49,5a
B. cepacia 16,8 a 16,8 b 18,1 ¢ 315a
B. cepacia + gorczyca
B. cepacia + mustard seeds ) 187.3a 359 63,72

ja +

B. cepacia makuch i 68.0 ab 18.0 ¢ 428 a
B. cepacia + rapeseed meal
B. cepacia + Funaben T - - 153 cd 48,6 a
B. cepacia + T. harzianum - - 18,2 ¢ 42,5a

Liczby w kolumnach oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢ istotnie wg testu Newmana-Keulsa (o < 0,05)
Means followed by the same letter do not differ significantly according to Newman-Keuls test (a0 < 0.05).

kach obserwowano niewielki spadek liczebno$ci drobno-
ustrojow.

DYSKUSJA

Bakteriozy stanowig ogromne zagrozenie dla upraw
cebuli w Polsce, m.in. z powodu braku skutecznych me-
tod ochrony. Ze wzgledu na wysokie wymagania dotycza-
ce bezpieczenstwa stosowania srodkéw ochrony roslin w
Unii Europejskiej, z rynku polskiego oraz innych panstw
cztonkowskich, w wyniku trwajacego przegladu substan-
cji aktywnych $rodkéw ochrony roslin, wycofywane sg ze
stosowania liczne substancje aktywne. W §lad za tym ob-
niza si¢ liczba zarejestrowanych $rodkéw ochrony roslin
(Paaske, 2009).

W przypadku chordb bakteryjnych czestym zrodiem
zakazenia jest gleba lub porazone nasiona. Dlatego uzasad-
nione sg dziatania majace na celu eliminacje lub chociazby
zmniejszenie populacji patogena w glebie. W prezento-
wanych badaniach wykorzystano material ro§linny, ktory
wprowadzano do podlozy zakazonych bakterig B. cepacia.
Zastosowano zmielone nasiona gorczycy sarepskiej oraz
makuch rzepakowy — materialy bogate w azot i zwiazki
biologicznie aktywne, m.in. glukozynolany. Z przeprowa-
dzonych obserwacji wynika, ze dodatek makuchu rzepako-
wego 1 nasion gorczycy sarepskiej do gleby obnizat liczbg
patogenicznej bakterii B. cepacia.

Mozliwo$¢ wykorzystania glukozynolanéw jako alter-
natywnych $rodkéw ochrony roslin przed fitopatogenicz-
nymi bakteriami wykazali takze Aires i in. (2009). Na-
ukowcy ci badali in vitro antybakteryjny efekt produktow
hydrolizy glukozynolanéw, np. 2-propenyl izotiocyjania-
nu, izotiocyjanianu benzylu, izotiocyjanianu 2-fenyloety-
lu, w stosunku do Agrobacterium tumefaciens, Erwinia
chrysanthemi, Pseudomonas cichorii, Pseudomonas to-
mato, Xanthomonas campestris 1 Xanthomonas juglandis.
Efekt dzialania zalezat gtéwnie od chemicznej struktury
badanego zwiazku oraz od stosowanej dawki. Jednakze
w wiekszosci przypadkdw wykazano toksyczny wplyw
tych produktéw na wszystkie badane bakterie. Nie mozna
takze wykluczy¢, ze inne, powstajace w trakcie degrada-
cji tego materialu, zwiazki, np. amoniak czy kwasy orga-
niczne, niekorzystnie wplywaly na B. cepacia. Autorzy we
wczesniejszych badaniach wilasnych przeprowadzonych
w warunkach in vitro dowiedli ograniczajacego dziala-
nia materiatu z roslin Brassicaceae na wzrost B. cepacia
w pozywkach mikrobiologicznych oraz na rozwdj bakte-
riozy wywotywanej przez t¢ bakteri¢ na cebuli w warun-
kach laboratoryjnych (Kowalska, Smolinska, 2008).

Wzbogacenie gleby w material organiczny w bardzo
krotkim czasie powoduje intensywny wzrost aktywnos$ci
mikroorganizméw (Smolinska, 2004; Janvier i in., 2007).
W przeprowadzonych dos$wiadczeniach stwierdzono, ze
dodanie do gleby zmielonych nasion gorczycy sarepskiej
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i makuchu rzepakowego znacznie zwickszato liczebno$¢
gtownych grup mikroorganizméw glebowych — bakterii,
w tym Pseudomonas, bakterii przetrwalnikujacych i pro-
mieniowcoOw oraz grzybow. Po 3 miesigcach od zalozenia
doswiadczenia obserwowano do$¢ znaczne zmniejszenie
si¢ populacji B. cepacia, szczegolnie w latach 2007 1 20009.
Woéwczas liczba B. cepacia w tych kombinacjach byta
kilkukrotnie mniejsza w poroéwnaniu z kontrola. Jedno-
czesnie nastapil takze istotny wzrost populacji innych bak-
terii, w tym bakterii przetrwalnikujacych, fluoryzujacych
Pseudomonas oraz grzybow. Mozna sadzié, ze mikroorga-
nizmy te byly jednym z czynnikow, ktére miaty wplyw na
zmniejszenie liczby B. cepacia w glebie. Przypuszczenie
to wynika z faktu, ze fluoryzujace Pseudomonas i bakte-
rie przetrwalnikujace, np. Bacillus, sa bardzo czesto po-
dawane jako te grupy mikroorganizmow, ktore zwiekszaja
supresje gleby, poniewaz moga wykazywac¢ dziatanie anta-
gonistyczne w stosunku do patogenéw (Dufty i in., 2003;
Bakker i in., 2010). Antagonizm ten moze przejawiac si¢
poprzez konkurencje o pokarm, np. o Fe, dzigki wydajnym
sideroforom, lub wydzielanie toksycznie dzialajacych na
patogeny zwigzkow.

Przedstawione wyniki badan s3 zgodne z obserwacjami
wielu innych badaczy. Zanon i Jorda (2008) na podstawie
wlasnych eksperymentoéw stwierdzili, ze mikroorganizmy
glebowe z rodzaju Pseudomonas, Bacillus i Streptomyces
zmniejszyly populacje¢ Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis w glebie. Schrey i Tarkka (2008) udowod-
nili korelacj¢ miedzy liczebnos$cia promieniowcow w gle-
bie a efektywnoscia biologicznej kontroli. Natomiast Aliye
iin. (2008) eksperymentalnie udowodnili efekt zmniejsza-
nia populacji Ralstonia solanacearum w glebie przez bak-
terie PGPR (ang. plant growth promoting rhizobacteria)
W uprawie ziemniaka.

Niestety, jak mozna zaobserwowac¢ na podstawie uzy-
skanych wynikéw, dodatek materiatu z roslin Brassicaceae
niekorzystnie wplynat na roéline testowa — cebulg. Zjawi-
sko negatywnego wpltywu rozkladajacej si¢ $Swiezej ma-
terii organicznej na rosliny jest dobrze udokumentowane
w literaturze (Bonanomi i in., 2007; Kaczmarek, 2009;
Sottys i in., 2010). Wywotywane jest ono wydzielaniem
do srodowiska biologicznie aktywnych substancji che-
micznych, np. amoniaku, kwaséw organicznych, zwiaz-
kéw fenolowych czy, jak w przypadku ro$lin Brassicace-
ae, produktéw rozkladu glukozynolanow, modyfikujacych
procesy wzrostu i rozwoju roslin. W prezentowanych ba-
daniach substancje powstajagce w czasie degradacji zmie-
lonych nasion gorczycy dzialaty fitotoksycznie na rosli-
ny cebuli. Najprawdopodobniej mogly uszkadzaé siewki
i czyni¢ je bardziej podatnymi na porazenie przez pato-
geny. W tym przypadku problem fitotoksycznosci mozna
catkowicie wyeliminowa¢, wydtuzajac okres od momentu
dodatku gorczycy do gleby do wysadzenia siewek cebu-
li. Okreslenie ,,bezpiecznego” terminu wymaga dalszych
badan, poniewaz zalezy on od rodzaju gleby, a zwlaszcza

jej struktury. W glebach stabo przepuszczalnych, o duzej
wilgotnosci i stabym natlenieniu, ilo$¢ toksycznych zwigz-
kéw powstajacych w trakcie rozktadu materii organicznej
jest wigksza (Bonanomi i in., 2007).

Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze wzbogacenie
gleby w materiat z roélin Brassicaceae pozwolito obnizy¢
w glebie populacje patogenicznej bakterii B. cepacia, wy-
wotujacej choroby cebuli. Nieznany jest prog infekcyjno-
$ci B. cepacia. Ponadto jest on trudny do okres$lenia, gdyz
pojawienie si¢ objawow chorobowych na ro$linie zalezy
od wielu wzajemnych interakcji migdzy patogenem, mi-
kroorganizmami glebowymi, ro$ling i $rodowiskiem.
Zatem nie wiadomo, jakie musi by¢ inokulum patogena
w glebie, aby wywota¢ chorobg. Mozna obnizy¢ liczeb-
no$¢ patogena, a nie bgdzie to miato wptywu na obnizenie
porazenia czy zwickszenie plonu. W prezentowanych ba-
daniach obserwowano spadek liczebnos$ci patogena po za-
stosowaniu gorczycy, ale jednocze$nie znaczne obnizenie
plonu cebuli. Dodatkowa korzyscia aplikowania materialu
Brassicaceae do gleby jest zwigkszenie jej supresyjnosci
poprzez stymulacj¢ rozwoju grup mikroorganizméw, ktore
ze wzgledu na swoje wlasciwosci uwazane sg za dobrych
antagonistow mikroorganizmow patogenicznych. Autorzy
maja swiadomos¢, ze stosowana metoda nie wyeliminuje
catkowicie patogena z gleby, jedynie pozwoli obnizy¢ jego
populacj¢. Jednak stosowanie materiatu z roslin Brassica-
ceae jako dodatku do gleby przez kilka lat na polach sil-
nie zainfekowanych patogenem moze obnizy¢ liczebnos¢
B. cepacia do bezpiecznego poziomu i skroci¢ wymagany
okres przerwy w uprawie cebuli na danym polu.

WNIOSKI

1. Dodatek do gleby zmielonych nasion gorczycy sa-
repskiej odm. Matopolska oraz makuchu rzepakowego po-
wodowal zmniejszenie liczebno$ci bakterii B. cepacia.

2. Dodatek zmielonych nasion gorczycy sarepskiej do
gleby zakazonej B. cepacia wywolywat istotny spadek plo-
nu cebuli.

3. Wzbogacenie gleby w material ro§linny w postaci
zmielonych nasion gorczycy sarepskiej i makuchu rzepa-
kowego zwigkszalo ogodlna liczbe bakterii, promieniow-
cow, liczbe bakterii z rodzaju Pseudomonas i bakterii two-
rzacych przetrwalniki.

4. Funaben T zastosowany jako zaprawa nasienna nie
zwigkszyt plonu cebuli, nie miat takze wpltywu na zmiane
liczebnosci B. cepacia w glebie.

5. Antagonistyczny grzyb T. harzianum spowodowat
spadek liczebnosci B. cepacia w glebie po uptywie 9 mie-
siecy od dnia zakazenia.
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B. Kowalska, U. Smolinska

RESEARCH ON REDUCING THE POPULATION
IN THE SOIL OF AN ONION VALID PATHOGEN
— BACTERIUM BURKHOLDERIA CEPACIA

Summary

The aim of the study was to investigate the effect of addition
of plant materials (rapeseed meals and milled seeds of mustard)
and Trichoderma harzianum on a population of Burkholderia
cepacia in soil. The onion cv. Grabowska (Allium cepa L.) was
cultivated in container soil culture. During cultivation population
of B. cepacia and other soil microorganisms were estimated. Also
the health and yield of onion were studied. Experiments were
conducted over three years.

The number of B. cepacia decreased with time in all treat-
ments. The lowest population of B. cepacia was observed in rape-
seed meals and milled seeds of mustard treatments, especially af-
ter 3 and 9 months after the plant material application. In these
treatments the increasing amount of total number of bacteria,
spore bacteria and Pseudomonas bacteria, streptomyces and fungi
was observed. After 1 month from the start of the experiment the
differences were strongly expressed.

The increased yield of onion was observed after addition of
the rapeseed meal both in B. cepacia-infested and uninfested
treatments. The addition of milled seeds of mustard to the unin-
fested soil had positive influence on the yield of onion, however
addition of mustard to the infested soil caused decrease of the
yield.

key words: Burkholderia cepacia, Brassicaceae, onion, biologi-
cal control



