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Cele zadania w 2024 roku

Cel podstawowy — poszukiwanie efektywnych grzybni i warunkéw do rozrostu i funkcjonowania bojczego grzybni P. ostreatus w
warunkach gleby rolniczej.

Cele posrednie:

1.Wstepne okreslenie warunkow dozowania grzybni do gleby oraz wptywu roslin nicieniobdjczych na efektywnos¢ grzybni modelowe;
Po4 oraz wykorzystania grzybni w ptodozmianie.

2. Testowanie wybranych szczepow grzybni pod katem ich efektywnosci nicieniobodjczej w warunkach laboratoryjnych 1 wazonowych.
3. Ocena zmienno$ci i warunkéw produkeji 3-oktanonu przez wybrane grzybnie P. ostreatus.

4. Opracowanie mozliwosci wykrywania obecnos$ci grzybni P. ostreatus w glebie.

Cele szczegotowe:

1 — Sprawdzenie mozliwosci bojczych wybranych grzybni boczniaka na nicienie w warunkach modyfikowanych przez rosliny
nicieniobojcze.

2 — Przygotowanie metodyki analitycznej pozwalajacej na wykrycie 3-oktanonu koniecznego do realizacji dalszych tematéw badawczych.
3 — Ocena mozliwosci bojczych grzybni boczniaka wobec nicieni C. elegans w odniesieniu do zdolnosci do wytwarzania przez nie 3-
oktanonu.

4 — Dobor sktadu pozywki dajacej wigksza skutecznos$¢ bdjcza.

5 — Wytypowanie, wybor i optymalizacja starterow selektywnych dla grzybni P. ostreatus.

6 - Wazonowa ocena wlasciwosci nicieniobdjczych grzybni w warunkach oddziatywania roslin nicieniobojczych i buraka.

7 - Ustalenie terminéw I warunkow dozowania grzybni do gleby oraz badanie wplywu jej obecnosci na populacje H. schachtii w
warunkach polowych.

Cele zrealizowano. Mierniki badan - wykonano



Materiaty i metody badan

Material badan
1. Heterokariony Pleurotus ostreatus Po2- 20di x 23, Po4-14 x 17, Pol1-5di x 27, Po4, Po4 -3di x 17 oraz Po4-8 i Po4-30
wyselekcjonowane na podstawie rezultatow badan (cechy rozrostu; agresywnos¢ wzgledem badanych nicieni; tolerancja
na temperatury).
2. Caenorhabditis elegans N2 (fenotyp dziki) — organizm modelowy
3. Heterodera schachtii — organizm badany Metody badawcze

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

2. Okreslenie parametrow ekstrakcji HS-SPME zwiazkow lotnych z badanych grzybni i1 analizy GC-MS. Analiza GC-MS
zdolnosci wytwarzania 3-oktanonu przez grzybnie.

3. Badania molekularne prowadzono z wykorzystaniem gotowych kitoéw, grzybnie do badan hodowano w plynnej
pozywce peptonowej; startery uzyte w badaniach opracowano z wykorzystanlem narzedzia Primer BLAST.

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

5. Doswiadczenie polowe w namiotach hodowlanych z nawadnianiem, cz¢s¢ odkryta (warunki polowe), z dwoma
terminami dawkowania grzybni P. ostreatus Po4 (1 termin - 04.04.2024 r., 2 termin - 19.08.2024 r.). Obsiane roslinami
J.Ww. w wariantach plodozmianu. Okreslono poziom wyjsciowy H. schachtii, a nastepnie po zbiorze
gorczycy/rzodkwi/buraka. Zastosowano 3 termin - 08.11.2024r. dawkowania grzybni zaplanowany na zimowanie.



WYNI KI. Temat badawczy 1 - Wplyw roslin (burak i rosliny nicieniobéjcze) na zdolnosci béjcze wybranych
grzybni wzgledem nicieni — test na podlozu zagaryzowanym
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Reodkiew Gorezyca Burak Wykres. 3. Wytwarzanie toksocyst/wypustek i oplatanie cyst
Wykres. 1. Wptyw badanych grzybni i roslin na zywotnos¢ wyrazong ruchem C. elegans  H. schachtii przez czyste grzybnie
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_ ‘oplataty cysty H. schachtii po 5 dniach
w prébach badawczych i w kontroli FWyk. 3), przy czym nieco stabiej ten

proces przebiegat w przypadku grzybni Po4-3di X 17 w probach z nasionami
2,00 gorczycy i rzodkwi. Grzybnie Po4-8 i P02-20di x 23 byly dos¢ dobrze
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zaznaczalo si¢ juz po 24 h w intensywniejszym wytwarzaniu toksocyst niz
pozostate grsznie, przy czym grzybnia Po4-8 dobrze i intensywnie
wytwarzala toksocysty niezaleznie od obecno$ci stymulatoréw roslinnych.
Grzybnia Po4-30 w probie kontrolnej tworzyta najmniej tosocyst, a ich
Bozmr_n byl stabilny w catym przebiegu testu kontrolnego, natomiast w
adaniu z wykorzystaniem eksudatow i nasion grzybnia ta zachowywata si¢
podobnie stabilnie cho¢ ilos¢ toksoc(}/st byta dwukrotnie wigksza w
wariantach z udziatem gorczycy i rzodkwi oraz tak jak w kontroli - w
Rzodkiew Gorczyca Burak wariancie z burakiem (eksudaty i nasiona). Grzybnia Po4-3di x 17 nie
. » _ tworzyta toksocyst i najwolnieJ oplatata cysty H. schachtii w testach z

Wykres. 2. Wptyw badanych grzybni i roslin na zdolnos¢ wytwarzania  gorczyca i rzodkwia (eksudaty i nasiona) (WyKk. 3).

toksocyst przez grzybnie pod wptywem obecnosci C. elegans
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l WYNIKI| Temat badawczy 2 - Przygotowanie metodyki analitycznej pozwalajacej na wykrycie 3-oktanonu i
= ; 3 2 ® porownanie zdolnosci jego wytwarzania; Temat badawczy 3 - Ocena zdolnosci do wytwarzania 3-

P S s oktanonu przez wybrane grzybnie
& Tl przez wybrane grzy
S a3 P . P
! S | F Poréwnanie chromatograméw HS-SPME-GC-
—=A_J MS probek boczniaka na medium i samego

Wybrane do badan parametry ekstrakcji HS-SPME: > medium
. Przygotowanie probki: 025
Hodol\_/leIe: grzybnia P. ostreatus, ktora rosta 8 dni w pozywce wylanej do fiolki
typu HS.

Przed analizg konieczne jest dodanie 0,6 g szklanych kulek, zamkniecie z
kapslem z septa fiolki i wytrzasanie pulsacyjne przez 30 minut, w celu
otwarcia toksocyst i uwolnienia toksyngl.

. Kondycjonowanie probki: 60 min w 30°C _

. Ekstrakcja SPME: z fazy nadpowierzchniowej, czas trwania — 30
min, temperatura — 30°C, wtékno SPME — 50/30 um StableFlex 10 15 20 o5 30
DVB/CAR/PDMS (szare) o dtugosci 2 cm Czas [min]

Parametry analizy GC-MS: o

. Tryb iniekcji probki — bez podziatu probki, po 10-ciu minutach
przeptukanie dozownika, temperatura iniekcji — 250°Cp

. Kolumna: kapilarna ZB5SHT, 60 m, srednica wewnetrzna: 0,25 mm,
grubos¢ filmu: 0,25 pm

. Program temperaturowy piecyka: 50 °C od 0 do 5 min, 5-220°C w
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OdpowiedzZ detektora x 10000000

Wykres 4. Porownanie chromatogramow po ekstrakcji HS-
SPME podtoza z grzybnig P. ostreatus (niebieski) oraz
samego podtoza (pomaranczowy)

tempie 5°C/min, 220-280°C w tempie 30°C/min. W Swietle przeprowadzonych wstepnych
o Detektor MS: Skan0wany zakres mas: 30-450 Da badan testowych postanowiono w analizach
Glownymi wykrytymi sktadnikami lotnymi probki boczniaka (rosngcego na rzeczywistych probek nie stosowac wzorca
medium) byty 1—olzten—3¢o_l (CAS 3391-86-4), 3-oktanon (CAS, 106-68-3). wewngtrznego, a jako poétilosciowy miernik
Ponadto wykryto takze disiarczek dimetylowy, izomery oktadienu, 1-okten-3- zawartosci 3-oktanonu monitorowac
ol, trans-2-oktenal, trans-2-okten-1-ol. Zwiazkéw tych nie wykryto w profilu powierzchnie i wysokos¢ piku w trybie TIC.

hotnyn_q ?(amego medium, zatem mozna zatozy¢, ze ich zrodtem jest grzybnia
OCZnlakKa.




WYNIKI| Temat badawczy 3 - Ocena zdolnosci do wytwarzania 3-oktanonu przez wybrane grzybnie
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Wykres 5-6. Zdolnos¢ do wytwarzania 3-oktanonu przez rézne badane grzybnie mierzona jako  VWykres 7. Wielkos¢ nekroz u C. elegans pod
powierzchnia piku — lewo, wielko$¢ piku - prawo wplywem dziatania grzybni
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Fot. 1 a-e. Nekrozy u C. elegans pod wptywem grzybni: a,b,c - Po4- 14x17 d-— Po4 e— Pol 5di x 27 Fot. 2. Obraz grzybni wraz z toksocystami



WYNIKI| Temat badawczy 4 - Ocena wplywu skladu pozywek na zdolno$é produkeji 3-oktanonu przez
wybrane grzybnie modelowe; Temat badawczy 5 - Opracowanie metody molekularnej do wykrycia

obecnosci P. ostreatus w glebie
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Wykres 7-8. Zdolno$¢ do wytwarzania 3-oktanonu (mierzona jako
powierzchnia piku — gora, wielkos$¢ piku - dot) przez badane grzybnie; LNM -
pozywka minimalna; Saburo — pozywka Sabourauda (bogata)

Badano dwie grzybnie - PO4 oraz PO1-5di x 27 i dwie pozywki -
LNM oraz Sabourauda. Zawarto§¢ 3-oktanonu byta znacznie wyzsza
w grzybniach na pozywce Sabourauda, niz na LNM (Wyk. 7-8).
Wynika to najprawdopodobniej z faktu, niktego poro$nigcia grzybnig
?olglloZa tLN . Cho¢ jednoczesnie takie grzybnie obficie produkuja
oksocysty.

Z grupy badanych starterow (Tab. 1) tylko dla dwoch par Pleurotus2F/ Pleurotus2R
I Pleurotus10KF/Pleurotus10KR uzyskano pozadany wynik, czyli dodatnie reakcje
dla P. ostreatus i negatywne dla pozostatych grzybow i roslin. Nie uzyskano z tymi
starterami spodziewanego produktu w probkach gleby, co najprawdopodobniej jest
to zwigzane ze zbyt malg ilo$cig/brakiem grzybni w probee gleby (probka 250 mg).
Jednoczesnie w  doswiadczeniu  wazonowym  obserwowano  grzybni¢
podstawczakowa na powierzchni gleby, a w doswiadczeniu polowym, jesienig
pojawity sie¢ owocniki, co dowodzi dobrego przetrwania grzybni w glebie.

Tabela 1.Wykaz starteréw opracowanych w badaniach

Wielkosé Temperatura
produktu [pz] | hybrydyzacji [°C]

Pleurotus1F ATCTCTTGGCTCTCGCATCG

Pleurotus1R CGCAAGGTGCGTTCAAAGAT

- Pleurotus2F TGGGCCTTGTGCCTATAAACC 70 55
Pleurotus2R TCTTCATCGATGCGAGAGCC

- Pleurotus4F CATTTAATGGGCCTTGTGCCT 72 54
Pleurotus4R ATCGATGCGAGAGCCAAGAG

- Pleurotus5F GGATCTCTTGGCTCTCGCAT 102 54
Pleurotus5R CGCAAGGTGCGTTCAAAGA

- Pleurotus9F AACGGATCTCTTGGCTCTCG 104 53
Pleurotus9R GCAAGGTGCGTTCAAAGATTC

- Pleurotus1KF ATCTCTTGGCTCTCGCATCG 226 55
Pleurotus1KR TAAGAGGAGCCGACCTGTCA

Pleurotus2KF TGAAGAACGCAGCGAAATGC 79 54
Pleurotus2KR CGCAAGGTGCGTTCAAAGAT

- Pleurotus4KF TGTTTGGATTGTTGGGGGCT 88 55
Pleurotus4KR CATCATGCGCAGAGGCAATG

_ Pleurotus7KF GAACGCAGCGAAATGCGATA 237 54
Pleurotus7KR ATGCGCAGAGGCAATGAGAA

Pleurotus10KF  TGACAGGTCGGCTCCTCTTA 132 54
Pleurotus10KR  TCAAATTGTCCTTGCGGACG

_ ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 400-900 49
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC




___ Temat badawczy 6 - Wplyw roslin (burak i ro$liny nicieniobéjcze) na zdolnosci bojcze wybranych
Wyn | k| grzybni wzgledem nicieni — test wazonowy (na podlozu glebowym)

Badane grzybnie boczniaka roznity sie w zakresie ich

oddziatywania matwikobojczego. Stwierdzono, ze
najskuteczniejszym dziataniem antymatwikowym
charakteryzowalty si¢ grzybnie Po02-20dix23 1 Po4-8.

Zaobserwowano, ze inokulacja grzybniami P. ostreatus w
polaczeniu z wegetacja rzodkwi oleistej i gorczycy bialej
przyczynita si¢ do istotnej poprawy dziatania antymatwikowego
w porownaniu do odpowiadajacych im wariantow kontrolnych.

Nie wykazano statystycznie istotnego wplywu wegetacji .
rzodkwi oleistej i gorczycy biatej na liczebnos¢ H. schachtii w — |/ \ s
porownaniu do wariantow bez roslin,

Fot. 1-2. Fragment do$w. wazonowego — na lewo; na prawo - grzybnia strzgpkowa P. ostreatus widoczna

na powierzchni gleby w doswiadczeniu wazonowym — potwierdzenie prawidtowej inokulacji
Po2
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Wykres 9-11. Wplﬁr\{v genotypu grzybni P, ostreatus na liczebnos$¢ populacji nicienia H. schachtii — doswiadczenia wazonowe . _
Pi— liczba zywych jaj i larw H. schachtii 0znaczona na poczatku doswiadczenia; Pf — finalna populacja nicienia; a-c — przedziaty istotnosci czynnika (A —
wspotdziatanie grzybni i roslin; B — efekt dziatania grzybni; C — efekt dziatania roslin matwikobojczych i buraka)
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Wykres 12-13. Wptyw uprawy rzodkwi oleistej w plonie gtownym i buraka na stanowiskach zasiedlonych P. e -100 a a
ostreatus na populacj¢ matwika burakowego (H. schacr?tii). Doswiadczenie polowe (odkryte namioty) Pf/Pi: 3,85 0,02 0,94 0,52

Wykres 14-15. Wptyw uprawy rzodkwi oleistej w plonie gtéwnym i buraka na stanowiskach
zasiedlonych P. ostreatus na populacje matwika burakowego (H. schachtii). Doswiadczenie polowe
(zakryte namioty)

Nie stwierdzono negatywnego oddzialywania grzybni
boczniaka ostrygowatego na plonowanie rzodkwi oleistej oraz
gorczycy biatej oraz na plonowanie 1 wartos¢ przetworcza

Fot. 3. Owocniki P. ostreatus widoczne na powierzchni

Fot. 4-5. Objawy porazenia buraka

gleby w migdzyplonowej uprawie rzodkwi oleistej — matwikiem burakowym (X.2024) korzeni buraka.
potwierdzenie prawidtowej inokulacji (X.2024)




9.

GléwnDn!iQA%tl/mi sktadnikami lotnymi prébki boczniaka (rosngcego na medium) byly 1-okten-3-ol (CAS
3391-86-4), 3-oktanon (CAS, 106-68-3).

Potwierdzono zroznicowanie zdolnosci do wytwarzania 3-oktanonu wsrod potomstwa P. ostreatus. Wigksza
zdolnoscig do produkcji tego zwigzku cechowaly si¢ grzybnie Po2-20di x 23, Po4-14 x 17, Po4, a grzybnie Pol-5di
X 27, Po4 -3di x 17 produkowaty mniej 3-oktanonu, przy czym tylko dla szczepu Pol-5di x 27 cecha ta istotnie
rozni si¢ statystycznie od pozostatych szczepow.

Zdolnos¢ do produkcji 3-oktanonu nie koreluje z rozmiarem nekrozy u C. elegans, cho¢ w przypadku Po4-3di x 17
nie zanotowano zdolnosci bojczych pomimo wytwarzania 3-oktanonu i braku toksocyst.

Podloze hodowlane (zawierajace peptydy/lub ubogie) ma wpltyw na ilo$¢ produkowanego 3-oktanonu; wigcej
powstawato go na podtozu bogatym.

Obecnos¢ roslin matwikobdjczych moze stymulowaé grzybnie w zakresie ich dziatania bojczego, wyrazonego
ruchem C. elegans, tworzeniem toksocyst i zdolnoscig do oplatania cyst H. schactii, przy czym najkorzystniej
dziata rzodkiew oleista odm. Romesa.

Wykazano bardzo korzystny wplyw stosowania grzybni P. ostreatus w uprawie buraka cukrowego na spadek
liczebnosci populacji patogenicznego nicienia H. schachtii.

Udowodniono, ze inokulowana grzybnia wykazuje zdolnosci przetrwania w srodowisku glebowym pomimo braku
systemu nawadniajgcego oraz mimo braku mozliwosci wykrywania grzybni metoda molekularna.

Stwierdzono, ze pomimo istotnego ograniczania namnazania nicienia H. schachtii przy jednoczesnej uprawie
buraka cukrowego, korzystniejsza metodg fitosanitarnego wykorzystania grzybni P. ostreatus w uprawach
polowych jest rownoczesny z grzybnia siew rzodkwi oleiste;.

Nie odnotowano negatywnego wplywu grzybni P. ostreatus na wzrost i rozwoj buraka cukrowego i rzodkwi
oleiste.

10. Wykazano, ze ze wzgledu na obiecujace rezultaty badan, uzasadniona jest ich kontynuacja.



