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Studies on application of mixture of propionic and lactic acid bacteria
in the control of selected seed-borne cereal diseases

Badania nad zastosowaniem mieszaniny bakterii propionowych
i mlekowych do ograniczenia wystepowania wybranych choréb zbéz
przenoszonych z ziarnem siewnym

Krzysztof Kubiak®, Romuald Gwiazdowski', Daniela Gwiazdowska®

Summary

Attempt of application of mixture of bacteria Propionibacterium freudenreichii spp. shermanii and Lactobacillus rhamnosus in the
control of selected seed-borne cereal diseases in the field conditions was undertaken. The experiments were performed in the seasons
2009/2010 and 2010/2011. The seeds used in the experiments were naturally infected with Pyrenophora graminea and Ustilago nuda
(winter barley) as well as contaminated with teliospores of Tilletia caries (winter wheat). Tested bacteria were the most efficient in the
control of barley leaf stripe. Soaking the seeds during 15 minutes in a mixture of bacteria suspension resulted in the reduction of
barley loose smut incidence. Efficacy of tested bacteria in control of common bunt varied between years of experiments. The obtained
results indicated the need for further investigations.
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Streszczenie

W celu ochrony zbdz przed wybranymi chorobami przenoszonymi z ziarnem siewnym podjeto prébe zastosowania w warunkach
polowych mieszaniny bakterii Propionibacterium freudenreichii spp. shermanii oraz Lactobacillus rhamnosus. Badania prowadzono
w sezonach wegetacyjnych 2009/2010 oraz 2010/2011. Do siewu uzyto ziarna naturalnie zakazonego przez Pyrenophora graminea
i Ustilago nuda (jeczmien ozimy) oraz zanieczyszczonego teliosporami Tilletia caries (pszenica ozima).

Najwyzsza skutecznos$¢ bakterii obserwowano w ochronie jeczmienia przed P. graminea (pasiastos¢ lisci jeczmienia). Ograniczenie
wystepowania gtowni pylacej jeczmienia stwierdzono po zastosowaniu 15 minutowego moczenia ziarna w zawiesinie bakterii.
Skutecznos¢ bakterii w ograniczeniu wystepowania $nieci cuchnacej pszenicy byta zréznicowana w latach badan. Otrzymane wyniki
wskazuja na potrzebe kontynuacji badan.
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Wstep / Introduction

Kraje nalezace do Unii Europejskiej na mocy Dy-
rektywy Parlamentu Europejskiego i Rady 2009/128/WE
z dnia 21 pazdziernika 2009 roku zostaly zobowiazane do
wprowadzenia zasad integrowanej ochrony roslin w pro-
dukcji rolniczej. Celowe wigc jest poszukiwanie nie-
chemicznych metod ochrony upraw, migdzy innymi
wykorzystujacych czynniki biologiczne. W pracy podjgto
probe zastosowania w warunkach polowych mieszaniny
bakterii Propionibacterium freudenreichii spp. shermanii
oraz Lactobacillus rhamnosus do ograniczenia wystgpo-
wania wybranych chorob zb6z przenoszonych z ziarnem
siewnym.

Materialy i metody / Materials and methods

Badania prowadzono w sezonach wegetacyjnych
2009/2010 oraz 2010/2011 w uprawie jgczmienia 0zimego
i pszenicy ozimej na terenie Polowej Stacji Doswiad-
czalnej Instytutu Ochrony Roslin — Panstwowego Instytutu
Badawczego w Winnej Gorze. Doswiadczenie zalozono
w uktadzie blokéw losowanych kompletnych w czterech
powtorzeniach, na poletkach o powierzchni 16,5 m*. Do
siewu uzyto naturalnie zakazonego ziarna, pochodzacego
z poletek doswiadczalnych, na ktorych wystgpowala
pasiasto$¢ lisci jeczmienia (Pyrenophora graminea),
glownia pylaca jeczmienia (Ustilago nuda) oraz $nie
cuchnaca pszenicy (7illetia caries). Przed siewem na
ziarno nanoszono mieszaning bakterii P. freudenreichii
spp. shermanii oraz L. rhamnosus. Bakterie P. freuden-
reichii ssp. shermanii 41 hodowano przez 5 dni na
pozywce MRS (De Man Rogosa Sharpe Agar) w tem-
peraturze 30°C, a L. rhamnosus 492 przez 2 dni na
pozywce MRS w temperaturze 37°C. Nastgpnie
przygotowywano mieszaning hodowli w stosunku 1:1.
W pierwszym roku badan, mieszaning bakterii propio-
nowych 1 mlekowych aplikowano dwoma sposobami:
moczono ziarno przez 5 minut w zawiesinie tych bakterii
oraz nanoszono zawiesing na powierzchni¢ ziarna przy
uzyciu zaprawiarki laboratoryjnej. Drugi sposob aplikacji
okazal si¢ nieskuteczny, w kolejnym roku badan
stosowano tylko moczenie ziarna w zawiesinie bakterii,
wlaczajac dodatkowy czas moczenia (15 minut). Kom-
binacje kontrolng stanowito ziarno niepoddane zadnemu
zabiegowi oraz ziarno moczone przez 5 minut w wodzie.
Efekty dzialania mieszaniny bakterii propionowych
imlekowych porownywano tez z zaprawa Baytan
Universal 094 FS (triadimenol 75 g/l, imazalil 10 g/,
fuberidazol 9 g/1), zastosowana w dawce 400 ml + 200 ml
wody/100 kg ziarna. Ocena wystgpowania chordéb na
jeczmieniu polegata na policzeniu wszystkich porazonych
zdzbet (pasiastos¢ lisci jeczmienia) i klosow (glownia
pylaca jeczmienia) na kazdym poletku. W przypadku
$nieci cuchnacej pszenicy, z kazdego poletka pobrano
z pigciu miejsc po 10 kloséw (tacznie 50 klosow z po-
letka), a nastgpnie obliczono procent porazonych klosow
W ocenianej probie.

Przeprowadzono analizg statystyczna, w ktorej wyniki
testu Fishera oceniano na poziomie istotnosci 5%. Po

stwierdzeniu istotnych réznic dokonano szczegdélowego
porownania srednich za pomoca testu t-Studenta, wyzna-
czajac najmniejsza istotna réznicg na poziomie istotnosci 5%.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

W sezonie 2009/2010 istotnie mniejsza niz w kontroli
liczbg zdzbel porazonych przez P. graminea stwierdzono
w obiekcie z zastosowaniem zaprawy Baytan Universal
094 FS oraz w obiekcie, w ktorym ziarno moczono
w zawiesinie bakterii przez 5 minut (tab. 1). Skutecznos¢
dziatania wynosita odpowiednio: 99,9 i 86,3%. Nanoszenie
bakterii przy uzyciu zaprawiarki oraz moczenie ziarna
w wodzie nie wplyngto w sposob statystycznie istotny na
liczbe zdzbel z objawami pasiastosci lisci jeczmienia.
W przypadku U. nuda, w wigkszo$ci badanych obiektow
nie stwierdzono istotnego wplywu na liczbe porazonych
ktosow (tab. 1). Wyjatkiem byta zaprawa Baytan Universal
094 FS, ktora wykazata 100% skuteczno$ci ochrony
jeczmienia przed U. nuda. Procent ktoséw porazonych
przez T. caries byt istotnie mniejszy tylko w obiekcie
z zaprawg Baytan Universal 094 FS. Skuteczno$¢ dziatania
wynosita 100%. W obiekcie, w ktorym ziarno moczono
w zawiesinie bakterii przez 5 minut, pomimo braku réznic
statystycznie istotnych, obserwowano pewna tendencj¢ do
ograniczenia wystgpowania $nieci cuchnacej pszenicy.

W sezonie 2010/2011 istotnie mniejsza niz w kontroli
liczbe zdzbet porazonych przez P. graminea stwierdzono
w obiekcie z zaprawa Baytan Universal 094 FS oraz
w obiektach, w ktorych ziarno moczono w zawiesinie
bakterii przez 5 i 15 minut (tab. 2). Skuteczno$¢ wynosita
odpowiednio: 100; 92,2 i 95,1%. Liczba klosow
porazonych przez U. nuda byla istotnie mniejsza po
zastosowaniu zaprawy Baytan Universal 094 FS oraz
w obiekcie, w ktorym ziarno moczono w zawiesinie
bakterii przez 15 minut (tab. 2). Skutecznos$¢ wynosita
odpowiednio: 100 i 46,6%. Istotnie mniejszy niz w kontro-
li procent ktosow porazonych przez T. caries odnotowano
w obiekcie z zaprawa Baytan Universal 094 FS oraz
w obiektach, w ktorych ziarno moczono w zawiesinie
bakterii przez 5 1 15 minut (tab. 2). Skuteczno$¢ wynosita
odpowiednio: 99,2; 92,8 1 96,0%.

Skuteczno$¢ badanych bakterii w ograniczaniu pa-
siastoéci lisci jeczmienia byta wysoka w obydwu latach
prowadzenia doswiadczenia. W przypadku $nieci cuch-
nacej pszenicy, istotne ograniczenie wystgpowania choro-
by stwierdzono tylko w drugim roku badan. Brak
mozliwosci zapewnienia jednakowych parametrow S$ro-
dowiska w kolejnych latach doswiadczenia polowego mogt
wplyna¢ na zroéznicowanie skuteczno$ci dziatania zasto-
sowanych bakterii w ograniczeniu wyst¢gpowania $nieci
cuchnacej pszenicy. Wiele bakterii wykazuje bowiem
wrazliwo$¢ na zmieniajace si¢ warunki otoczenia
(Sobiczewski 2010).

W czasie trwania badan, w obiektach, w ktorych ziarno
moczono w zawiesinie bakterii przez 5 i 15 minut ob-
serwowano mniejsza niz w kontroli liczbg roslin w okresie
wschodow. Najwigksze obnizenie liczby wschodow,
siggajace okoto 45% wystapito na pszenicy moczonej
w zawiesinie bakterii przez 15 minut.
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Tabela 1. Wplyw zastosowania mieszaniny bakterii propionowych i mlekowych na wystgpowanie chordb przenoszonych z ziarnem na
jeczmieniu i pszenicy w sezonie 2009/2010
Table 1. The effect of application of mixture of propionic and lactic acid bacteria on the incidence of barley and wheat seed-borne
diseases in the season 2009/2010

Pasiastos¢ lisci jeczmienia
(Pyrenophora graminea)

Glownia pylaca jgczmienia
(Ustilago nuda)

Snie¢ cuchnaca pszenicy
(Tilletia caries)

Obiekt liczba porazonych| liczba porazonych| procent
Object zdzbel na poletku| skuteczno$¢  [ktosow na poletku| — skuteczno$é porazonych skuteczno$é
number of efficacy number efficacy ktosow efficacy
infected stems [%] of infected ears [%] per cent [%]
per plot per plot of infected ears

Iéﬁ?rter:tlj | 167,75 - 16,25 - 41,50 -
g’f}‘;‘f{?ﬁg‘f&ﬁfﬂe 172,50 0,0 17,75 0,0 43,0 0,0
oB;Zt;g Universal 0,25 99,9 0,00 100,0 0,00 100,0
Bakterie — moczenie
15332:1;  soaking 23,00 86,3 14,25 12,3 24,50 41,0
for 5 minutes
Bakterie — uzycie
ZB?)crt?::z;aiklllse of seod 135,75 19,1 18,50 0,0 48,00 0,0
treater
II:I;?)((%%SS)) 58,546 7,558 25,718

Tabela 2. Wplyw zastosowania mieszaniny bakterii propionowych i mlekowych na wystgpowanie chordb przenoszonych z ziarnem na
jeczmieniu i pszenicy w sezonie 2010/2011
Table 2. The effect of application of mixture of propionic and lactic acid bacteria on the incidence of barley and wheat seed-borne
diseases in the season 2010/2011

Pasiastos¢ lisci jgczmienia
(Pyrenophora graminea)

Glownia pylaca jgczmienia
(Ustilago nuda)

Snieé cuchnaca pszenicy
(Tilletia caries)

Obiekt liczba porazonych| liczba porazonych| procent
Object zdzbet na poletku|  skuteczno$¢  |ktosow na poletku| — skutecznosé porazonych skutecznos$¢
number of efficacy number efficacy ktosow efficacy
infected stems [%] of infected ears [%] per cent [%]
per plot per plot of infected ears

léﬁgter;’tl: | 25.50 - 14,50 - 62,50 -
Moczenie w wodzie 27,50 0,0 12,75 12,1 66,5 0,0
Soaking in water
Baytan Universal
094 FS 0,00 100,0 0,00 100,0 0,50 99,2
Bakterie — moczenie
15332:1;  soaking 2,00 92,2 10,25 293 4,50 92,8
for 5 minutes
Bakterie — moczenie
llasagtl;?il;t— soaking 1,25 95,1 7,75 46,6 2,50 96,0
for 15 minutes
NIR (0,05) 12,330 6,130 15,452

LSD (0.05)
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Koch i wsp. (2006) prowadzili badania nad
mozliwoscia zaprawiania ziarna pszenicy i jgczmienia
réznymi mikroorganizmami, w tym bakteriami. Istotne
ograniczenie wystgpowania S$nieci cuchnacej pszenicy
autorzy ci uzyskali migdzy innymi po zastosowaniu
szczepu FZB 53 (Streptomyces spp.) i preparatu Mycostop
Mix (Streptomyces griseoviridis). Dwa spos$rod pigciu
testowanych preparatow zawierajacych Bacillus subtilis
(Serenade oraz FZB 24) wykazaly pewna skutecznos¢
w zwalczaniu 7. caries w doswiadczeniach wazonowych
prowadzonych w warunkach kontrolowanych, lecz w dos-
wiadczeniu polowym okazaly si¢ nieskuteczne. Autorzy ci
stwierdzili istotne ograniczenie wystgpowania pasiastosci
liSci jeczmienia w doswiadczeniach wazonowych po
zastosowaniu szczepu FZB 53 i W 490 (Streptomyces spp.)
oraz preparatu Serenade (Bacillus subtilis). Hokeberg
iwsp. (1997) opisali szczep bakterii MA 342 (Pseudo-
monas chlororaphis), ktory po naniesieniu na ziarno
skutecznie chronit pszenicg przed 7. caries. Johnsson
i wsp. (1998) stwierdzili, ze skutecznos¢ szczepu MA 342
w ochronie pszenicy przed T. caries 1 jeczmienia przed

Literatura / References

P. graminea byta na podobnym poziomie, jak skutecznosé¢
zaprawy chemiczne;.

Whioski / Conclusions

1. Po zastosowaniu mieszaniny bakterii propionowych
i mlekowych obserwowano ograniczenie wystgpowania
choréb przenoszonych z ziarnem zaréwno na jecz-
mieniu ozimym (pasiasto$¢ liSci jgczmienia 1 glownia
pylaca jeczmienia), jak i na pszenicy ozimej ($nie¢
cuchnaca pszenicy).

2. Najwyzsza skuteczno$¢ badanych bakterii stwierdzono
W ograniczaniu pasiastosci liSci jgczmienia.

3. Ograniczenie wystgpowania gtowni pylacej jeczmienia
(mniejsze od 50%) obserwowano po zastosowaniu
15 minutowego moczenia ziarna w zawiesinie bakterii.

4. Skuteczno$¢ dziatania bakterii w ograniczeniu wysteg-
powania $nieci cuchnacej pszenicy bylta zréznicowana
w latach badan.

5. Otrzymane wyniki wskazuja na potrzebg kontynuacji
badan.
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