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1. Wstep

W nowoczesnym rolnictwie dazy si¢ do ograniczenia stosowania
nawozOéw mineralnych i chemicznych $rodkow ochrony roslin na rzecz
preparatow pochodzenia naturalnego nazywanych regulatorami wzrostu
1 rozwoju ro$lin (Maciejewski i in. 2007). Stosowanie chemicznych $rod-
kow ochrony roslin moze powodowa¢ gromadzenie si¢ niebezpiecznych
zwigzkow chemicznych w roslinach (Dymkowska-Malesa i in. 2014). Dla-
tego tez produkcja bezpiecznej, wysokiej jakosci zywnosci w sposob chro-
nigcy Srodowisko naturalne wspiera wykorzystanie biostymulatoréw
zwlaszcza w warunkach czynnikow stresujacych, ktore negatywnie wpty-
waja na plony (Kocira 1 in. 2017a, Szczepanek i in. 2017a-c, Kocira i in.
2018a-b). W praktyce rolniczej trudno jest zapewni¢ skuteczng ochrone
ro$lin przed czynnikami abiotycznymi, stad tez zaleca si¢ stosowanie syn-
tetycznych lub naturalnych biostymulatorow, ktorych celem jest poprawa
biochemicznych, morfologicznych i fizjologicznych (takich jak kietkowa-
nie czy tworzenie i rozwo6j korzeni) proceséw zachodzacych w roslinie
uprawnej (Basak 2008, Paradikovi¢ i in. 2011, Kocira i in. 2015a, Kocira
iin. 2017b, Szparaga i Kocira 2018). Zwiagzki te sg nieszkodliwe dla $ro-
dowiska 1 konsumentow, poniewaz wystepuja w komoérkach roslin 1 biorg
udzial w procesach fizjologicznych 1 biochemicznych (Czeczko 1 Mikos-
Bielak 2004, Maciejewski 1 in. 2007, Matysiak 1 in. 2011).
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Wykaz substancji czynnych $rodkdw ochrony roslin dopuszczo-
nych do stosowania w Unii Europejskiej ciagle ulega zmianie 1 prowadzi
do zmniejszania ich ogolnej liczby. Tak wiec ochrona roslin przed cho-
robami i szkodnikami dysponuje ograniczong liczbg preparatow. W tej
sytuacji najtansza i najskuteczniejsza metoda ochrony ro$lin staje si¢
podwyzszenie ich odporno$ci, badz tolerancji na stresy powodowane
réznymi czynnikami abiotycznymi i biotycznymi, poprzez stosowanie
substancji pochodzenia naturalnego (Pruszynski 2008, Matyjaszczyk
2018). Do gtownych czynnikow biotycznych zalicza si¢ oddziatywanie
drobnoustrojow, zasiedlajacych nasiona oraz bytujacych w glebie, ktore
stwarzaja duze zagrozenie nie tylko dla wschodzacych ros$lin, ale takze
w czasie przechowywania materialu siewnego (Czerwinska i Szparaga
2015). Patogeny pogarszaja wigor, site kietkowania, wzrost oraz stano-
wig grozne zrodto infekcji roslin (Tylkowska 1 in. 2011, Glen i Gospoda-
rek 2009, Glen i in. 2013), szczegdlnie w przypadku nasion o duzej ilo$ci
thuszczu (Janda 1 in. 2013). Oprocz drobnoustrojow wplywajacych nieko-
rzystnie na rosliny sg tez takie, ktore wystepuja w tkankach roslinnych
1 wspieraja wzrost roslin poprzez m.in. dostarczanie hormondw, stymu-
lowanie reakcji obronnych roslin lub wywieranie reakcji antagonizmu na
patogeny roslinne (Newman 1 in. 2008, Reinhold-Hurek 1 Hurek 1998,
Rosenblueth 1 Martinez-Romero 2006).

W biostymulatorach sktadniki aktywujace procesy metaboliczne
w ro$linach moga wystepowac samodzielnie lub w potaczeniu z innymi
substancjami czynnymi (Kocira i in. 2015b-c). Wydaje si¢, ze polaczenie
aktywnych sktadnikow jest bardziej efektywne w stymulowaniu proce-
soOw metabolicznych w ro$linie 1 w zwigzku z tym w prezentowanych
badaniach skupiamy si¢ na biostymulatorze Fylloton. Opiera si¢ on na
zwigzkach naturalnie wystepujacych w srodowisku, takich jak ekstrakt
z alg morskich gatunku Ascophyllum nodosum 1 wolne aminokwasy po-
chodzenia ro$linnego uzyskane w hydrolizie enzymatycznej. Fylloton
stymuluje syntez¢ biatek 1 biopromotoréw naturalnego wzrostu. Dodat-
kowo jest bardzo bogaty w tryptofan, naturalny prekursor auksyn, ktore
stymulujg wegetatywny rozwoj rosliny. Do tej pory jednak badania doty-
czace lacznego wykorzystania ekstraktu z alg i aminokwasow byty rzad-
kie (Norouzpour i Abad 2013). Brak jest takze doniesien dotyczacych
wplywu stosowania regulatorow wzrostu i rozwoju roslin na stan mikro-
biologiczny nasion. Dlatego wtasciwym wydaje si¢ zbadanie wpltywu
biostymulatora Fylloton na zasiedlenie nasion soi przez drobnoustroje.
Jakos$¢ mikrobiologiczna nasion jest bowiem bardzo wazna dla przemy-
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stowego ich wykorzystania. W zwigzku z tym w pracy przedstawiono
rowniez wyniki identyfikacji dominujacych bakterii i grzybow wystepu-
jacych na nasionach soi Glycine max (L.) Merr. ev. Bragg.

2. Material i metody badan

Badania polowe przeprowadzono w latach 2014-2016 w gospo-
darstwie rolnym potozonym w miejscowosci Perespa (50°66°N; 23°63°E)
na Zamojszczyznie w wojewodztwie lubelskim. Doswiadczenie polowe
przeprowadzono na glebie nalezacej do podtypu redziny brunatne typo-
we, zaliczanej do kompleksu pszennego dobrego, klasy bonitacyjnej Illa.
Zasobno$¢ gleby w przyswajalne sktadniki pokarmowe byla nastepujaca:
fosfor — $rednia (12,6 — 14,2 mg P,Os w 100 g gleby), potas — $rednia
(15,3-17,1 mg K,O w 100 g gleby), magnez — $rednia (6,2-6,8 mg Mg
w 100 g gleby). Wiosng wysiewano nawozy mineralne w dawkach:
30 kg N-ha ™', 70 kg P,Os-ha™" i 140 kg K,O-ha .

W kazdym roku badan przedplonem dla soi uprawnej byta psze-
nica ozima odmiany Bamberka. Nasiona trzech odmian soi uprawnej:
Annushka, Mavka i Atlanta wysiano siewnikiem punktowym mecha-
nicznym w nastgpujacych terminach: 25 kwietnia 2014 r., 25 kwietnia
2015 r. 1 23 kwietnia 2016 r. Nasiona wysiano w rozstawie miedzyrze¢dzi
co 30 cm, stosujac odstep w rzedzie co 3,5 cm. W okresie wegetacji za-
stosowano biostymulator Fylloton (zawiera ekstrakt z alg morskich ga-
tunku Ascophyllum nodosum 1 aminokwasy pochodzenia roslinnego: ala-
nina, glicyna, seryna, walina, arginina, cysteina, hydroksyprolina, lizyna,
metionina, fenyloalanina, tyrozyna, prolina, treonina) (http://biolchim.pl/
project/fylloton/). Biostymulator stosowano w czterech kombinacjach:
jednokrotne opryskiwanie 0,1% lub 0,2% roztworem preparatu w fazie
BBCH 13-15 1 dwukrotne opryskiwanie tymi samymi stezeniami w fa-
zach BBCH 13-15 1 BBCH 61 a otrzymane wyniki poréwnywano
z obiektem kontrolnym, w ktérej do opryskiwania ro$lin zastosowano
czysta wode. Zabiegi wykonano w nastepujacych terminach: 2014 r. —
pierwsze opryskiwanie 21 czerwca a drugie 5 lipca; 2015 r. — pierwsze
opryskiwanie 20 czerwca a drugie 3 lipca; 2016 r. — pierwsze opryskiwa-
nie 7 czerwca a drugie 23 czerwca. Rosliny opryskiwano roztworem bio-
stymulatora za pomocg opryskiwacza plecakowego akumulatorowego
marki Garland model FUM 12 B przy stalym ci$nieniu 0,30 MPa, zuzy-
wajace 300 1 cieczy roboczej na 1 ha.

Srednig temperature i opady w okresie wegetacji soi zawarto
w tabeli 1.
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Zebrane nasiona z do§wiadczen polowych poddane zostaty analizie
mikrobiologicznej. Ogolng liczbe bakterii i grzybow zasiedlajacych nasio-
na okreslono po wykonaniu posiewu wglebnego badanych prob metoda
dziesigciokrotnych rozcienczen. Do wykonania rozcienczen wykorzystano
jatowy roztwér o skladzie: 8,5 g NaCl i 1000 cm’ wody destylowanej
(AOAC r.17.2). W badaniu wykorzystano rozcieficzenie 10% i 10° bada-
nych probek. Hodowle bakterii prowadzono na agarze odzywczym (firmy
BTL) w temperaturze 35°C przez okres 48 godzin (AOAC r.17).

Identyfikacj¢ wyhodowanych bakterii wykonano za pomocg ana-
lizatora mini API firmy bioMerieux stosujac testy API 50 CHB, ID 32
STAPH, ID 32 GN. Aby ocenié, rodzaje grzybow zasiedlajacych nasiona
oraz ich liczebno$¢, wykorzystano podloze agarowe Sabourauda z chlo-
ramfenikolem, a inkubacj¢ prowadzono przez 5 dni w temperaturze 20°C
(AOAC 1. 17). Identyfikacje grzybow plesniowych do rodzaju wykonano
na podstawie cech makro- 1 mikroskopowych uwzgledniajac takie struk-
tury morfologiczne jak: budowa strzepek, owocnikéw 1 zarodnikéw
(Czerwinska i Piotrowski 2014).

3. Wyniki badan

Analizujgc uzyskane wyniki badan (tab. 2) nalezy stwierdzié, ze
liczba aplikacji wplyneta istotnie na liczbe drobnoustrojow, ktore zasie-
dlity soje. Odmiany, ktére najlepiej zareagowaty na aplikacje¢ bioprepara-
tu w przypadku oceny bakterii to ‘Mavka’ 1 ‘Atlanta’, a grzybow to
‘Atlanta’. We wszystkich przypadkach dwukrotne opryskiwanie soi 0,7%
lub 1,0% roztworem preparatu ograniczyt zasiedlenie mikroorganizmami
badanych odmian w stosunku do obiektu kontrolnego, przy czym mniej-
sza o0golng ich liczbe stwierdzono po zastosowaniu biostymulatora
w stezeniu 1,0%.

Najwigksza ogdlng redukcje drobnoustrojow wszystkich odmian
zaobserwowano po dwukrotnym opryskiwaniu 1,0% roztworem preparatu.

W przypadku bakterii (tab. 2) na nasionach odmiany ‘Mavka’
uzyskanych z ros$lin traktowanych biostymulatorem Fylloton redukcja
drobnoustrojéw w stosunku do obiektu kontrolnego byla najwigksza.
Natomiast na nasionach odmian ‘Atlanta’ 1 ‘Mavka’, ktore otrzymano
zros$lin dwukrotnie opryskiwanych 1,0% roztworem biostymulatora
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stwierdzono najmniejszg ogdlng liczbe drobnoustrojow w stosunku do
obiektu kontrolnego.

Pod wzgledem liczby grzyboéw zasiedlajacych badane odmiany
soi (tab. 2) odnotowano, iz liczba aplikacji i st¢zenie preparatu wplynety
na stan mikrobiologiczny nasion. Najwigksza Srednig redukcje grzybow
w stosunku do obiektu kontrolnego stwierdzono w odmianie ‘Mavka’.
Z kolei najwigksze S$rednie zasiedlenie przez grzyby chorobotworcze
zaobserwowano w odmianie ‘Annushka’. Mozna przypuszczaé, ze wyni-
kato to miedzy innymi ze zréznicowanych warunkow termiczno — wil-
gotnos$ciowych, jakie panowaty podczas wegetacji rosliny.

We wszystkich badanych odmianach liczba grzybow byta na po-
dobnym poziomie i ich redukcja na nasionach uzyskanych z roslin trak-
towanych biopreparatem byla najwicksza, gdy zastosowano dwukrotne
opryskiwanie 1,0% roztworem preparatu. Najlepszy efekt uzyskano
w przypadku odmiany ‘Annushka’, gdzie redukcja grzybdéw wyniosta
99,87% w stosunku do obiektu kontrolnego. W przypadku odmiany
‘Atlanta’ zaobserwowano, takze wysoka skutecznos$¢ biopreparatu o ste-
zeniu 0,7%, gdyz ogolna liczba grzybow w tej kombinacji ulegta redukcji
na poziomie 99,91% w stosunku do obiektu kontrolnego. Biorac pod
uwage temperatur¢ zaobserwowano, ze w roku 2015, ktéry charaktery-
zowat si¢ susza w czasie wzrostu badanych roslin liczba grzybéw w sto-
sunku do liczby bakterii byta mniejsza. Rdznice w wigkszej liczbie bak-
terit w stosunku do grzybow w tym roku mozna wytlumaczy¢ tym, ze
termostabilno$¢ komoérek bakteryjnych spada w miar¢ wzrostu wilgotno-
Sci otoczenia, natomiast u grzybow wzrost temperatury i1 wilgotnosci
wplywaja na intensywnos¢ ich rozwoju (Jedrczak 2007).
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W dostepnej literaturze jest niewiele doniesien, w ktorych autorzy
zajmowali si¢ okres$laniem zaleznos$ci migdzy liczba bakterii i grzybow
plesniowych zasiedlajacych nasiona. Badania dotyczace poréwnania pa-
rametrow wplywajacych na zasiedlenie przez grzyby nasion wykonali
Janda 1 in. (2013), Janda 1 Markowska-Szczupak (2014). Niestety autorzy
skupili si¢ na nasionach soi i slonecznika, nie identyfikujac zasiedlaja-
cych nasiona grzybow. W badaniach w/w najwigksza liczbe kolonii
grzyboéw wyizolowano w temperaturze 25°C na pozywce DG18 (1,4 x
10° jtk/g) — byly to gatunki kserofilne, przy czym autorzy zaobserwowali,
iz im wigksza byla wilgotno$¢ nasion tym wigksza ogdlna liczba grzy-
bow je zasiedlajacych (Janda i Markowska-Szczupak 2014).

Identyfikacja drobnoustrojow na nasionach soi (tab. 3) zebranych
z roslin, ktére traktowano biostymulatorem wykazata ich duza r6znorod-
no$¢. W badaniach nie stwierdzono mikroorganizméw, ktére sg patoge-
nami soi, natomiast zdecydowanie wi¢cej wyizolowano w materiale bak-
terii w stosunku do grzybow, odpowiednio $rednia 1,1 x 10°jtk g, 8,6 x
10* jtk g™). Posréd bakterii dominowaty rodzaje Bacillus, ktorych liczba
w stosunku do pozostatych stanowita 86%. Bakterie te naleza do drobno-
ustrojow wytwarzajacych przetrwalniki stad tak duza ich réznorodnos$¢.

Uzyskane wyniki badan wtasnych znajduja potwierdzenie takze
w badaniach Piety (2006) nad wplywem biopreparatéw na zbiorowiska
mikroorganizmow w glebie ryzosferowej nasion roslin bobowatych. Ana-
liza mikrobiologiczna, przeprowadzona przez wymieniong autorke, po-
szczegblnych prob wykazata, ze w 1 g s.m. gleby ryzosferowej byla rozna
liczba bakterii Bacillus spp. 1 Pseudomonas spp. Bez wzgledu na gatunek
badanej rosliny najmniej bakterii bylo w glebie ryzosferowej pobranej
z obiektu kontrolnego, w ktorym rosliny nie zostaly wczesniej traktowane
biopreparatem. Natomiast w kombinacjach, w ktorych zastosowano bio-
preparaty, zarowno do zaprawiania nasion, jak i do opryskiwania, liczeb-
nos$¢ kolonii Bacillus spp. i Pseudomonas spp. w glebie ryzosferowej byta
istotnie wigksza w poréwnaniu do obiektu kontrolnego (Pigta 2006).

Zdaniem Pigty 1 in. (2002) wystepowanie wymienionych gatunkow
bakterii zar6wno na powierzchni nasion, jak i w glebie, moze dodatkowo
efektywnie dziata¢ w ochronie przed grzybami przezywajacymi w glebie.
Fiddman 1 in. (2000) potwierdzili w swoich badaniach, ze wystepowanie
bakterii Bacillus subtilis moze znalez¢ zastosowanie w ochronie sataty
przed Botrytis cinerea. Natomiast zdaniem Ksi¢zniaka i Kobusa (1993)
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siderofory wytwarzane przez fluoryzujace Pseudomonas moga mie¢ fungi-
statyczny 1 fungicydalny wptyw na grzyby chorobotworcze w glebie. Do
powszechnie znanych antagonistow z rodzajow Pseudomonas 1 Bacillus
nalezg takie gatunki, jak P. fluorescens, P. putida, P. cepacia, P. aureofa-
ciens, B. subtilis, B. mycoides, B. polymyxa (Goel 1 in. 2000, Manwar 1 in.
2000, Yeole i Dube 2000). Bakterie te wytwarzaja rozne metabolity o wla-
sciwosciach fungicydalnych lub fungistatycznych. Badania wlasne wska-
zuja na obecno$¢ wymienionych drobnoustrojow i prawdopodobnie one
tez ograniczyly liczbe grzybdw na nasionach.

W badaniach wtasnych zidentyfikowano nast¢pujace rodzaje
grzybow: Aspergillus ssp., Alternaria ssp., Chaetomium ssp., Colletotri-
chum ssp., Fusarium sp., Mucor ssp., Penicillium ssp., Rhizoctonia ssp.,
Rhizopus ssp., 1 inne (tab. 6). Najwigksza liczbe grzyboéw wyizolowano
w odmianie ‘Annushka’, gdzie stwierdzono takze najwicksza réznorod-
no$¢ gatunkow. Nasiona, strgki 1 siewki soi sg podatne na porazenie
przez patogeny grzybowe dzigki duzej zawarto$ci sktadnikow odzyw-
czych. Izolowaniem grzybow toksynotworczych w nasionach soi, zaj-
mowali si¢ Cortina i in. (2013). Autorzy opisali szczegétowo mikroflore,
lecz nie podjeli si¢ badania parametréw fizykochemicznych nasion. Do
wyodregbniania grzybow wykorzystali podloze MEA w 25°C. Wsrod wy-
izolowanych grzybow znajdowaty si¢ Aspergillus ssp., Rhizoctonia spp.,
Fusarium ssp., Chaetomium ssp., Penicillium ssp., Colletotrichum ssp.,
Alternaria ssp. 1 Cercospora spp. Z kolei Roy 1 in. (2000) skupili si¢ na
identyfikacji grzybdéw wystepujacych na nasionach soi i wyizolowali
rodzaje grzybow: Aspergillus, Fusarium, Chaetomium, Penicillium, Col-
letotrichum 1 Alternaria. W badaniach Lakshmeesha 1 in. (2013) najcze-
sciej izolowanymi grzybami na nasionach soi (JS-335) byly Fusarium
spp., Macrophomina phaseolina, Pythium spp., Aspergillus spp., Phoma
spp. 1 Phomopsis spp. Macrophomina phaseolina jest waznym patoge-
nem grzybowym roélin zasiedlajacym nasiona, ktory powoduje zgorzel
siewek, zgnilizng korzeni u ponad 500 gatunkoéw roslin. W badaniach
wlasnych obecno$ci w/w grzyba nie stwierdzono, ale obecnos¢ grzybow
toksynotworczych z rodzaju Aspergillus, Penicillium i Fusarium stanowi
dla soi zagrozenie.
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Tabela 3. Zidentyfikowane bakterie i grzyby zasiedlajace nasiona soi
Table 3. The identified of bacteria and fungi in soybean seeds

E

s | 28 . , . ,

,g § % Rodzaje bakterii Rodzaje grzybow

S| =&
Acinetobacter ssp., Bacillus ssp.; B.circulans, coagu- | Alternaria alternata; Aspergil-
lans, macerans, megaterium, mycoides, polymyxa, lus ssp.; Chaetomium ssp.; Fusa-

K pumilis, subtilis; Citrobacter sp.; Enterococcus deco- | rium oxysporum; Mucor muce-

rum; Leuconostoc spp.; Leuconostoc mesenteroides; do; Rhizopus ssp.; Rhizopus

Pantoea spp.; Pseudomonas fluorescens; Streptococ- | oryzae; Penicillium ssp.; Sac-

cus sanquinis; Raoultella spp. charomyces cerevisae.

Bacillus ssp.; B.circulans, coagulans, macerans, Aspergillus ssp.; Chaetomium
£ 11007% megaterium, mycoides, polymyxa, pumilis, subtilis; ssp.; Fusarium oxysporum; Mu-
= Enterococcus decorum; Leuconostoc spp.; cor mucedo; Penicillium ssp.;

g Pseudomonas fluorescens; Streptococcus sanquinis; Rhizopus ssp.; Rhizopus oryzae;
< Bacillus ssp.; B.circulans, coagulans, macerans, Aspergillus ssp.; Chaetomium
DO 0,7% | megaterium, mycoides, polymyxa, pumilis, subtilis; ssp.; Penicillium ssp.; Rhizopus

Pseudomonas fluorescens; oryzae,

10 1.0% Bacillus ssp.; B:c-irculan‘s-, macerans, megaterium, Penicillium ssp.; Rhizopus
polymyxa, pumilis, subtilis; Pseudomonas fluorescens, | oryzae;

Bacillus ssp.; B.circulans, macerans, megaterium,

DO 1,0% | polymyxa, pumilis, subtilis; Leuconostoc spp.; Pseudo- | Penicillium ssp.; Rhizopus ssp.;
monas fluorescens, Streptococcus sanquinis;

Aerococcus viridians,; Bacillus ssp.; B. circulans, co-

agulans, licheniformis, macerans, megaterium, myco-

ides, polymyxa, pumilis, subtilis;Citrobacter freundii | Aspergillus flavus; Mucor

K group; Enterococcus sp.; Leuconostoc ssp., Leucono- | mucedo; Penicillium ssp.;

stoc mesenteroides; Micrococcus luteus; Pantoea spp; | Rhizopus oryzae; Rhizopus sp.

Pseudomonas ssp.; Pseudomonas fluorescens; Strepto-

coccus sanquinis

Aerococcus viridians; Bacillus ssp.; B. circulans,

coagulans, licheniformis, macerans, megaterium, Aspergillus flavus; Mucor

JO 0,7% | polymyxa, subtilis; Enterococcus sp.; Leuconstoc mucedo; Penicillium ssp.;
< mesenteroides; Micrococcus luteus; Pseudomnas Rhizopus sp.
é fluorescens;
= Bacillus ssp.; B. circulans, coagulans, licheniformis,

macerans, megaterium, mycoides, polymyxa, pumilis,

DO 0,7% | subtilis; Enterococcus sp.; Leuconostoc ssp., Micro- Aspergillus flavus; Rhizopus sp.
coccus luteus; Pseudomonas ssp.; Pseudomonas flu-

orescens;

Bacillus ssp.; B. circulans, coagulans, licheniformis, Asp ergl{lusﬂ avis; MucoT‘

JO 1,0% . O ; mucedo; Penicillium ssp.;

macerans, megaterium, subtilis; Micrococcus luteus; .

Rhizopus sp.

B. circulans, coagulans, macerans, mycoides, pumilis,

DO 1,0% | subtilis; Enterococcus sp.; Micrococcus luteus; Pseu- | Aspergillus flavus; Rhizopus sp.

domonas ssp.;
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Tabela 3. cd.
Table 3. cont.

Rodzaje bakterii Rodzaje grzybow

Odmiana soi
Apikacjia
Fyllotonu

Bacillus ssp.; B. circulans, subtilis, coagulans, polymy-
xa, macerans, mycoides; Citrobacter freundii group;

K Leuconostoc spp.; Leuconostoc mesenteroides; Pseu-
domonas fluorescens; Streptococcus gordonii, S. sanqu-
inis; Raoultella spp

Aspergillus ssp.; Colletotrichum

ssp; Mucor mucedo; Penicillium
ssp.; Rhizoctonia ssp.; Rhizopus

ssp.; Rhizopus oryzae.

Bacillus ssp.; B. circulans, subtilis, polymyxa,
macerans, mycoides; Citrobacter freundii group; Penicillium ssp.; Rhizoctonia
Leuconostoc spp.; Pseudomonas fluorescens; Strepto- | ssp.; Rhizopus ssp.;

coccus gordonii, S. sanquinis;

JO 0,7%

Atlanta

Bacillus ssp.; B. circulans, subtilis, polymyxa,
DO 0,7% | macerans, mycoides; Leuconostoc spp.; Pseudomonas | Penicillium ssp.; Rhizopus ssp.;
fluorescens; Streptococcus gordonii, S. sanquinis;

Bacillus ssp.; B. circulans, subtilis, coagulans,

0,
10 1,0% polymyxa, mycoides; Pseudomonas fluorescens;

Penicillium ssp.; Rhizopus ssp.;

Bacillus ssp.; B. circulans, subtilis, polymyxa,
DO 1,0% | macerans, Leuconostoc spp.; Leuconostoc Penicillium ssp.; Rhizopus ssp.;
mesenteroides;

Oznaczenia: K — obiekt kontrolny; JO — jednokrotne opryskiwanie; DO — dwukrotne
opryskiwanie

Uzyskane w badaniach wtasnych wyniki sa zblizone do analizy
mikologicznej nasion bobu, przeprowadzonych przez Glen i in. (2013),
gdzie wsréd oznaczonych 14 gatunkéw grzybow dominowaty rodzaje:
Acremonium, Aspergillus, Mucor, Penicillium, Fusarium 1 Cladospo-
rium. Jednocze$nie badania te wykazaly, ze zastosowana ochrona, za-
réwno naturalna jak i chemiczna, nie réznicowata pod wzgledem jako-
sciowym zbiorowiska grzybow zasiedlajacych nasiona bobu.

4. Whnioski

1. Zastosowanie biostymulatora opartego na ekstrakcie z alg morskich
1 wolnych aminokwasow ograniczyto liczebno$¢ drobnoustrojow zasie-
dlajacych nasiona soi. W tym kontekscie wnikliwa obserwacja roslin
1 znajomo$¢ drobnoustrojow, ktore je zasiedlaja pozwala na wczesne
reagowanie 1 ochrong roslin poprzez stosowanie m.in. biostymulatorow.
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2. Dwukrotna aplikacja 1,0% roztworu biostymulatora Fylloton wptywa-
fa na zmniejszenie liczby bakterii i grzybow zasiedlajacych nasiona
trzech odmian soi.

3. W zasiedleniu nasion drobnoustrojami przewazaty bakterie — 86%,
a grzyby stanowily 14%. Sposrdod zidentyfikowanych bakterii dominu-
jacym byt rodzaj Bacillus, a w§rdd grzybow Aspergillus sp. — 35%,
Penicillium ssp. 25% Rhizopus oryzae 38%.

Literatura

Basak, A. (2008). Biostimulators. Definitions, classification and legislation. W:
Biostimulators in modern agriculture, General Aspects, H. Gawronska
(red.), Wies Jutra, Warszawa, 7-17.

Cortina, J. V.; Theodoro, G. F.; Walker, D. R. (2013). Identification of fungi on
diseased soybean seeds harvested during a high rainfall period in Mato
Grosso do Sul, Brazil. Biosci. J., 29(2), 386-391.

Czeczko, R., i Mikos-Bielak, M. (2004). Efekty stosowania biostymulatora
Asahi w uprawie roznych gatunkow warzyw. Ann. UMCS, Sectio E, 59(3),
1073-1079.

Czerwinska, E., Piotrowski, W. (2014). Microbiological purity and selected
physicochemical properties of cereal products stored in different packages.
Rocznik Ochrona Srodowiska, 16, 161-172.

Czerwinska, E., Szparaga, A. (2015). Antibacterial and antifungal activity of
plant extracts. Rocznik Ochrona Srodowiska, 17, 209-229.

Dymkowska-Malesa, M., Szparaga, A., Czerwinska, E. (2014). Evaluation of
polichlorinated biphenyls content in chosen vegetables from Warmia and
Mazury Region. Rocznik Ochrona Srodowiska, 16, 290-299.

Fiddman, P.J., O’Neill, T.M., Rossall, S. (2000). Screaning of bacteria for the
suppression of Botrytis cinerea and Rhizoctonia solani on lettuce (Lactuca
sativa) using leaf disc bioassays. Ann. Appl. Biol., 137(3), 223-235.

Glen, K., & Gospodarek, J. (2009). Mikroflora nasion bobu (Vicia faba L. ssp.
Maior) uprawianego w warunkach gleby skazonej metalami ciezkimi.
Prog. Plant Prot., 49(3), 1260-1236.

Glen, K., Boligtowa, E., Gospodarek, J. (2013). Grzyby zasiedlajace nasiona
bobu w zaleznosci od sposobu ochrony roslin. Polish J. Agron., 12, 9-16.

Goel, A.K., Sindhu, S.S., Dadarwal, K.R. (2000). Pigment diverse mutant of
Pseudomonas sp. inhibition of fungal growth and stimulation of growth of
Cicer arietinum. Biol. Planet., 43(4), 563-569.

http://biolchim.pl/project/fylloton/ (dostep 2.09.2017).



1722 Anna Kocira i in.

Janda, K., & Markowska-Szczupak A. (2014). Zalezno$ci pomigdzy wybranymi
cechami jako$ciowymi nasion stonecznika a ich zasiedleniem przez grzy-
by, Folia Pomer. Univ. Technol. Stetin., Agric., Aliment., Pisc., Zootech.,
309(29), 59-66.

Janda, K., Ulfig, K., Hury, G., Markowska-Szczupak A. (2013). Zalezno$ci
pomiedzy wybranymi cechami jako§ciowymi nasion soi a ich zasiedleniem
przez grzyby. Rosliny Oleiste — Oilseed Crops, 34(1), 95-102.

Jedrczak, A. (2007). Biologiczne przetwarzanie odpadow. Warszawa: PWN SA.

Kocira, S., Sujak, A., Kocira, A., Wéjtowicz, A., Oniszczuk, A. (2015a). Effect
of Fylloton application on photosynthetic activity of Moldavian dragon-
head (Dracocephalum moldavica L.). Agric. Agric. Sci. Proc., 7, 108-112.
DOI 10.1016/j.aaspro.2015.12.002.

Kocira, S., Kocira, A., Szmigielski, M., Piecak, A., Sagan, A., Malaga-Tobota,
U. (2015Db). Effect of an amino acids—containing biostimulator on common
bean crop. Przem. Chem., 94(10), 1732-1736. DOI10.15199/62.2015.
10.16.

Kocira, A., Kocira, S., Stryjecka, M. (2015c). Effect of Asahi SL application on
common bean yield. Agric. Agric. Sci. Proc., 7, 103-107. DOI: 10.1016/
j.aaspro.2015.12.045.

Kocira, A., Kocira S., Swieca M., Ztotek, U., Jakubczyk, A., Kapela, K.
(2017a). Effect of foliar application of a nitrophenolate-based biostimulant
on the yield and quality of two bean cultivars. Sci. Hortic., 214, 7682,
DOI: 10.1016/j.scienta.2016.11.021.

Kocira, S., Kocira, A., Kornas, R., Koszel, M., Szmigielski, M., Krajewska, M.,
Szparaga, A., Krzysiak. Z. (2017b). Effects of seaweed extract on yield and
protein content of two common bean (Phaseolus vulgaris L.) cultivars. Le-
gume Res., In press. Online Published. DOI 10.18805/LR-383.

Kocira, S., Szparaga, A., Kocira, A., Czerwinska, E., Wojtowicz, A., Brono-
wicka-Mielniczuk, U., Koszel, M., Findura, P. (2018a). Modeling bio-
metric traits, yield and nutritional and antioxidant properties of seeds of
three soybean cultivars through the application of biostimulant containing
seaweed and amino acids. Frontiers in Plant Science, 9, 388, DOI:
10.3389/1pls.2018.00388.

Kocira, S., Szparaga, A., Kocira, A., Czerwinska, E., Depo, K., Erlichowska B.,
Deszcz E. (2018b). Effect of applying a biostimulant containing seaweed
and amino acids on the content of fiber fractions in three soybean cultivars.
Legume Research. In press. Online Published. DOI: 10.18805/LR-412.

Ksiezniak, A., & Kobus, J. (1993). Udziat drobnoustrojow ryzosfery pszenicy,
jeczmienia i owsa w produkcji sideroforow. Pam. Put.-Prace IUNG, 102,
77-90.



Ocena mikrobiologiczna nasion trzech odmian soi... 1723

Lakshmeesha, T R, Sateesh, M K, Vedashree, S, Sofi Mohammad Shafi. (2013).
Antifungal activity of some medicinal plants on Soybean seed-borne
Macrophomina phaseolina. J. App. Pharm. Sci., 3(2), 84-87.

Maciejewski, T., Szukata, J., Jarosz, A. (2007). Influence of biostymulator Asa-
hi SL and Atonik SL on qualitative tubers of potatoes. J. Res. Appl. Agric.
Eng., 52(3), 109-112.

Manwar, A.V., Vaiganker, P.D., Bhonge, L.S., Chincholkar, S.B. (2000). In
vitro suppression of plant pathogens by siderophores of fluorescent Pseu-
domonas. Indian J. Microbiol., 40(2), 109-112.

Matyjaszczyk, E. (2018). ‘‘Biorationals’’ in integrated pest management strate-
gies. J. Plant Dis. Protect., DOI: 10.1007/s41348-018-0180-6.

Matysiak, K., Adamczewski, K., Kaczmarek, S. (2011). Wplyw biostymulatora
Asahi SL na plonowanie i wybrane cechy iloSciowe i jakosciowe niekto-
rych ro$lin rolniczych uprawianych w warunkach Wielkopolski. Prog.
Plant Prot., 51(4), 1849-1857.

Newman, K.L., Chatterjee, S., Ho, K.S., Lindow, S.E. (2008). Virulence of
plant pathogenic bacteria attenuated by degradation of fatty acid cell-to-
cell signaling factors. Mol. Plant—Microbe Interact., 21, 326-334.

Norouzpour, S., & Abad K.M. (2013). Studying the effect of growth stimulants
and nano-fertilizers foliar application on agronomic characters and nuts
sunflower seed yield. Journal of Research in Crop Sciences, 6(21), 63-72.

Paradikovié¢, N., Vinkovi¢, T., Vinkovi¢ Vréek, 1., Zuntar, L., Boji¢, M., Medi¢-
Sari¢, M. (2011). Effect of natural biostimulants on yield and nutritional
quality: an example of sweet yellow pepper (Capsicum annuum L.) plants.
J Sci Food Agric., 91, 2146-2152.

Pigta, D. (2006). Wpltyw wybranych biopreparatéw na zbiorowiska mikroorga-
nizméw w glebie ryzosferowej grochu, fasoli zwyktej i fasoli wielokwia-
towej. Ann. UMCS, Sectio EEE, 16, 73-84.

Picta, D., Patkowska, E., Pastucha, A., Betkot, M. (2002) Wplyw mikroorgani-
zmOw antagonistycznych na ograniczanie porazenia soi przez grzyby cho-
robotworcze przezywajace w glebie. Acta Sci Pol-Hortoru., 1(1), 23-30.

Pruszynski, S. (2008). Biostimulators in plant protection. W: Biostimulators in
modern agriculture, General Aspect, Gawronska (red.). Wies Jutra, War-
szawa, 18-23.

Reinhold-Hurek, B., & Hurek, T. (1998). Life in grasses: diazotrophic
endophytes. Trends Microbiol., 6, 139-144.

Rosenblueth, M., & Martinez-Romero, E. (2006). Bacterial endophytes and
their interactions with hosts. Mol. Plant—Microbe Interact., 19, 827-837.



1724 Anna Kocira i in.

Roy, K.W., Baird, R.E., Abney, T.S. (2000). A review of soybean (Glycine
max) seed, pod, and flower mycofloras in North America, with methods
and a key for identification of selected fungi. Mycopathologia, 150, 15-27.

Szczepanek, M., Siwik-Ziomek, A., Wilczewski, E. (2017a). Effect of
biostimulant on accumulation of Mg in winter oilseed rape under different
mineral fertilization rates. J Elementol., 22(4), 1375-1385. DOIL: 10.5601/
jelem.2017.22.1.1317.

Szczepanek, M., Wilczewski, E., Poberezny, J., Wszelaczynska, E., Ochmian, I.
(2017b). Carrot root size distribution in response to biostimulant applica-
tion. Acta Agr Scand B-S P, 67(4), 334-339. DOI: 10.1080/09064710.2017.
1278783.

Szczepanek, M., Wszelaczynska, E., Poberezny, J., Ochmian, 1. (2017c). Re-
sponse of onion (Alium cepa L.) to the method of seaweed biostimulant
application. Acta Sci Pol-Hortoru., 16(2), 113-122.

Szparaga, A., & Kocira, S. (2018). Generalized logistic functions in modelling
emergence of Brassica napus L. PLoS ONE, 13(8), e0201980. DOI:
10.1371/journal.pone.0201980.

Tylkowska, K., Dorna, H., Szopinska, D. (2011). Patologia nasion. Poznan:
Wydawnictwo Akademii Rolniczej w Poznaniu.

Yeole, R.D., & Dube, H.C. (2000). Siderophore-mediated antibiosis of
rhizobacterial fluorescent pesudomonads against certain soil-borne fungal
plant pathogens. J. Mycol. Plant Pathol., 30(3), 335-338.

Microbiological Evaluation of Three Soybean Cultivars
Seeds after Biostimulant Application

Abstract

The production of safe and high quality food in a way that protects the
natural environment is now associated with the use of biostimulants in agricul-
tural crops. In practice, it is difficult to ensure effective protection of plants
against various types of abiotic factors. In addition, modern agriculture strives
to reduce the use of mineral fertilizers and chemical plant protection products
for natural products. In soya cultivation, bacterial and fungal pathogens are
extremely dangerous, their occurrence depends not only on weather conditions,
resistance of varieties but also on some agrotechnical treatments. Therefore,
regulators of plant growth and development may respond to the challenges and
problems in soybeans cultivation. In the available literature, there is few infor-
mation on the impact of the use of regulators of plant growth and development
on the microbiological state of seeds. Therefore, the aim of this study was to
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investigate the influence of a natural biostimulant, based on the extract from
seaweed and free amino acids, on the colonization of soybeans by microorgan-
isms. The microbiological quality of seeds is extremely important for their in-
dustrial use. The article also presents the results of identification of dominant
bacteria and fungi occurring on the soybean seeds Glycine max (L.) Merr. Field
experiments were conducted in the years 2014-2016. During the growing season
a biostimulant based on the extract of brown algae (4scophyllum nodosum) and
amino acids of plant origin (alanine, glycine, serine, valine, arginine, cysteine,
hydroxyproline, lysine, methionine, phenylalanine, tyrosine, proline, threonine,
and others) was used. The biostimulant was used in four combinations: single
spraying at a concentration of 0.1% and 0.2% in the phase BBCH 13-15 and
twice spraying in phases BBCH 13-15 and BBCH 61 and the obtained results
were compared with a control combination in which to spray plants only water
was used.

The conducted research proved that the application of a natural
biostimulant reduced the number of microorganisms on soybeans. It was found
that the number of bacteria and fungi colonizing soybeans was reduced com-
pared to the control depending on the number of applications and the concentra-
tion of biostimulant used in the cultivation. In microbial seeding, bacteria pre-
dominated — 86%, while only 14% were fungi. Among the identified bacteria,
the dominant type was Bacillus, among the fungi Aspergillus sp. and
Penicillium ssp.

The results obtained from the conducted research, the biostimulant ap-
plication limited the number of microorganisms. In connection with the above,
the conclusion is that thorough observation of plants and knowledge of micro-
organisms that inhabit them allowed for early response and protection of plants
through the use of, among others, biostimulants.

Streszczenie

Wytwarzanie bezpiecznej 1 wysokiej jakosci zywnosci w sposob chro-
nigcy srodowisko naturalne zwigzane jest obecnie z wykorzystaniem w upra-
wach rolniczych biostymulatorow. W praktyce trudno jest zapewni¢ skuteczna
ochrone ros$lin przed réznego rodzaju czynnikami abiotycznymi. Dodatkowo
w nowoczesnym rolnictwie dazy si¢ do ograniczenia stosowania nawozow mi-
neralnych i chemicznych $rodkéw ochrony roslin, na rzecz preparatéw pocho-
dzenia naturalnego. W uprawach soi bardzo duze zagrozenie stanowia bakterie
oraz grzyby, ktorych wystgpowanie uzaleznione jest nie tylko od warunkow
atmosferycznych, odpornos$ci odmian ale takze od niektorych zabiegow agro-
technicznych. W zwiazku z tym na wyzwania i problemy w uprawie soi moga
odpowiada¢ regulatory wzrostu i rozwoju roslin. W dostgpnej literaturze nie-
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wiele jest informacji dotyczacych wplywu stosowania regulatorow wzrostu
1 rozwoju roslin na stan mikrobiologiczny nasion. Dlatego celem niniejszej pra-
cy bylo zbadanie wptywu naturalnego biostymulatora, opartego na ekstrakcie
z wodorostow 1 wolnych aminokwasach, na zasiedlenie nasion soi przez drob-
noustroje. Jako$¢ mikrobiologiczna nasion jest niezmiernie wazna dla przemy-
stowego ich wykorzystania. W artykule przedstawiono rowniez wyniki identy-
fikacji dominujgcych bakterii i grzybow wystepujacych na nasionach soi Glyci-
ne max (L.) Merr. Badania polowe przeprowadzono w latach 2014-2016.
W okresie wegetacji zastosowano biostymulator oparty na ekstrakcie z alg bru-
natnych (4scophyllum nodosum) i aminokwasach pochodzenia roslinnego (ala-
nina, glicyna, seryna, walina, arginina, cysteina, hydroksyprolina, lizyna, me-
tionina, fenyloalanina, tyrozyna, prolina, treonina, i inne). Biostymulator stoso-
wano w czterech kombinacjach: jednokrotne opryskiwanie w stezeniu 0,1%
10,2% w fazie BBCH 13-15 i dwukrotne opryskiwanie w fazach BBCH 13-15
i BBCH 61 a otrzymane wyniki porownywano z obiektem kontrolnym, w kto-
rym do opryskiwania roslin stosowano czysta wode.

Przeprowadzone badania dowiodly, Zze aplikacja naturalnego biostymu-
latora, ograniczyta liczebno$¢ drobnoustrojow na nasionach soi. Stwierdzono, iz
liczba bakterii oraz grzybow zasiedlajacych nasiona soi ulegta redukcji w sto-
sunku do obiektu kontrolnego w zalezno$ci od liczby aplikacji oraz stezenia
zastosowanego w uprawie biostymulatora. W zasiedleniu nasion przez drobno-
ustroje przewazaty bakterie — 86%, natomiast tylko 14% stanowity grzyby.
Sposrod zidentyfikowanych bakterii dominujacym byt rodzaj Bacillus, wsrod
grzybow natomiast Aspergillus sp. oraz Penicillium ssp.

Jak wynika z przeprowadzonych badan, aplikacja biostymulatora ogra-
niczyta liczebno$¢ drobnoustrojow. W zwiagzku z powyzszym nasuwa si¢ wnio-
sek, iz wnikliwa obserwacja roslin i znajomos$¢ drobnoustrojow, ktore je zasie-
dlaja pozwalaja na odpowiednio wczesne reagowanie i ochrong roslin poprzez
stosowanie m.in. biostymulatoréw.

Slowa kluczowe:
soja, nasiona, bakterie, grzyby, biostymulator

Keywords:
soybeans, seeds, bacteria, fungi, biostimulant
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