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Abstract

White button mushrooms, Agaricus bisporus, is susceptible to several
pathogenic microorganisms, including Pseudomonas tolaasii, which causes
brown blotch disease. The disease is devastating and results in severe loss of
cultivated mushrooms. For this reason, the study was undertaken of the effect of
two biological basic substances (EC 1107/2009) — hydrogen peroxide and wine
vinegar, on the reduction of brown bacterial blotch. The preparations were evaluated
in laboratory and cultivation conditions. High bactericidal and bacteriostatic activity
of the tested basic substances was demonstrated in laboratory conditions. In a crop
experiment, the basic substances showed varying efficacy in reducing brown blotch
depending on the inoculum concentration and the substances concentrations. The
limiting effect of hydrogen peroxide and wine vinegar on the development of brown
bacterial blotch in the second flush of fruiting bodies was shown. It can be concluded
that the use of hydrogen peroxide and wine vinegar to reduce bacterial diseases of
mushrooms can be an alternative to other chemical protection methods.

Key words: Agaricus bisporus, brown blotch disease, hydrogen peroxide, Pseudo-
monas tolaasii, wine vinegar

WSTEP
Polska od kilku dekad wiedzie prym na rynku europejskim w produkcji
pieczarek (ok. 350 tys. ton grzybow na rok). Zapotrzebowanie na ten suro-
wiec ma nadal tendencj¢ rosnaca. Zwigkszenie $wiadomosci konsumentéw
dotyczacej] wplywu pestycydow na ludzkie zdrowie narzucito konieczno$¢
wprowadzenia na rynek pieczarek pochodzacych z upraw ekologicznych.
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Pieczarka wymaga specyficznych warunkow uprawowych w halach wyposa-
zonych w wysoko zaawansowang aparature, ktora stymuluje zmiany tempe-
ratur oraz wilgotno$ci. Hale uprawowe sa doskonatym siedliskiem dla wielu
patogenicznych mikroorganizmow, odpowiadajgcych za choroby upraw
1 znaczne obnizenie plonu (Soler-Rivas i in. 1999). Z tego wzgledu podjeto
poszukiwania substancji naturalnych, tzw. substancji podstawowych (zgod-
nie z regulacjg EC 1107/2009), ktoérych zastosowanie bedzie ograniczato cho-
roby wystepujace w uprawach pieczarki.

Jedng z czesciej spotykanych patogenicznych bakterii w uprawie pie-
czarki jest Pseudomonas tolaasii Paine (Tolaas 1915; Paine 1919). Bakteria
wywoluje chorobe zwang brunatng plamistoscia, ktora objawia si¢ ciemno-
brazowymi, wklestymi plamami na kapeluszach, a niekiedy takze na trzon-
kach grzybow (Fletcher i Gaze 2008; Soler-Rivas i in. 1999). W wyniku cho-
roby plon owocnikdéw jest nizszy, a ich jako$¢ obnizona ze wzgledu na wia-
sciwosci organoleptyczne i morfologiczne. Ochrona przed chorobami bakte-
ryjnymi ma wi¢c duze znaczenie ekonomiczne (Fletcher 1979; Gill 1995).

Celem pracy byla ocena przydatnosci substancji podstawowych, takich
jak ocet winny i nadtlenek wodoru, w hamowaniu rozwoju bakterii Pseudo-
monas tolaasii w warunkach laboratoryjnych oraz uprawowych.

MATERIAL I METODY

Substancje podstawowe zostaty wybrane na podstawie wykazu zatwier-
dzonych substancji do stosowania w rolnictwie ekologicznym w Unii Euro-
pejskiej zamieszczonego na stronie Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju Wsi:
www.gov.pl/web/rolnictwo/wykaz-zatwierdzonych-w-ue-substancji-podstawowych.

Material biologiczny do badan pozyskiwany byt z owocnikow pora-
zonych brunatng plamisto$cig. Probki pieczarek pobierano z pieczarkarni
z regionu tddzkiego i mazowieckiego. Porazong tkanke pieczarki umiesz-
czono na agarze odzywczym (Difco™” Nutrient Agar) i inkubowano w tem-
peraturze 24 °C przez 24 godziny. Po wyrosnieciu kolonii bakterii przepro-
wadzono posiew redukcyjny w celu wyizolowania czystych kultur bakteryj-
nych. Pojedynczg koloni¢ bakterii przeszczepiano na skosy agarowe i prze-
trzymywano w warunkach chtodniczych w celu dalszej diagnostyki. Sto-
pien wirulencji bakterii wzgledem pieczarki ustalono na podstawie testow
patogenicznosci, a izolaty, ktore wywotywaty objawy plamisto$ci, podda-
wano dalszym testom biochemicznym. Testy te obejmowaty: barwienie bak-
terii metodg Grama (Beveridge 2001), zdolno$¢ do wytwarzania fluoryzuja-
cego pigmentu (King i in. 1954) oraz rodzaj metabolizmu glukozy (Hugh
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i Leifson 1953). Ponadto sprawdzano aktywno$¢ oksydazy, katalazy, zdol-
nos¢ bakterii do hydrolizy zelatyny i skrobi, rozktadu azotandéw, pobierania
wegla z cytrynianu (Lelliott 1 in. 1966). Wedlug klucza do identyfikacji bak-
terii (Buchanan i Gibbons 1974) izolaty zakwalifikowano do odpowiedniego
rodzaju. Przeprowadzano rdwniez tzw. test biatej linii, ktory wykorzystywany
jest do identyfikacji bakterii P. tolaasii (Wong i1 Preece 1979), a w ostatnim
etapie identyfikacji izolatow wykonano komercyjne testy API 20NE. Prze-
prowadzone testy pozwolily wytypowaé do badan siedem izolatow P. tolaa-
sii: MG, HA, LE, BO, BI, H4, B23.

Skutecznos$¢ substancji podstawowych w hamowaniu wzrostu bakterii
w warunkach in vitro badano metoda rozcienczen w celu wyznaczenia mini-
malnego st¢zenia hamujacego rozwdj bakterii (MIC, ang. minimal inhibitory
concentration), przy ktorym wzrost drobnoustrojow ulega zahamowaniu. Do-
bor stezen substancji opieral si¢ na danych literaturowych oraz na podstawie
wcezesniejszych doswiadczen (Cortesia i in. 2014; Szumigaj-Tarnowska i in.
2012). Substancje podstawowe badano w nastepujacym przedziale stezen:
nadtlenek wodoru 0,01-0,05%, ocet winny 0,25-1%, w dwoch powtdrze-
niach. Do pozywek ptynnych zawierajacych odpowiednie st¢zenia substancji
dodawano 100 pl zawiesiny bakterii, a nastepnie inkubowano je w tempera-
turze 24-25 °C. Po 24 i 48 godzinach inkubacji oceniano wzrost bakterii na
podstawie zmetnienia podloza. Kultury, w ktorych nie stwierdzano wzrostu
bakterii, wysiewano na stala pozywke odzywcza metoda rozcienczen w celu
wyznaczenia warto$ci MBC (ang. minimal bactericidal concentration), czyli
minimalnego stezenia bakteriobdjczego substancji, przy ktorym ginie 99,9%
bakterii w warunkach in vitro. Wzrost bakterii na pozywce stalej oraz liczbe
kolonii oceniano po 48 godzinach inkubacji. Na tej podstawie okreslano sto-
pien zahamowania rozwoju bakterii.

Kolejnym etapem badan byla ocena wplywu substancji podstawo-
wych na wystgpowanie brunatnej plamistosci w uprawie doniczkowej. Do-
swiadczenie wykonano w specjalistycznej hali uprawowej, ktéra zapewnia
grzybom odpowiednie warunki wzrostu, takie jak temperatura, wilgotnos¢
1 stezenie dwutlenku wegla. Infekcje podioza III fazy 1 okrywy wykonano
zawiesing bakterii o gestosci 1 x 10%i 1 x 10° jtk-mlI™! w iloéci 10 ml w pig-
tym dniu po natozeniu okrywy. Nastepnie uprawa zostata podlana wodnymi
zawiesinami substancji podstawowych: nadtlenek wodoru w stezeniu 0,05
10,5% oraz ocet winny w stezeniu 2% 1 4%. Powyzsze stezenia wybrano na
podstawie wczesniejszych wynikéw. Substancje byly aplikowane jedno-
krotnie oraz dwukrotnie.
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Doswiadczenie powyzsze o charakterze dwuczynnikowym przeprowa-
dzono dwukrotnie. Czynnik pierwszy stanowily rozne stezenia liczby bakte-
rii, za§ drugim byly stosowane substancje podstawowe. Kazda kombinacja
obejmowata 4 powtorzenia. Skutecznos$¢ antybakteryjng substancji badano na
podstawie wielkosci plonu owocnikow zdrowych i porazonych, obliczono
réwniez nasilenie choroby w pierwszym i drugim rzucie owocnikow. Wyniki
opracowano statystycznie za pomocg analizy wariancji dwuczynnikowej i te-
stu Newmana—Keulsa (p = 0,05).

WYNIKI I DYSKUSJA

Badania laboratoryjne

W tabeli 1 przedstawiono wptyw nadtlenku wodoru na wzrost i liczbg komo-
rek bakterii P. tolaasii. Wykazano, ze minimalne st¢zenie nadtlenku wodoru
hamujace rozwoj wszystkich izolatow wyniosto 0,02%, a minimalne st¢zenie
bakteriobojcze dla wszystkich testowanych bakterii byto dwukrotnie wigk-
sze. Nadtlenek wodoru w stezeniu 0,02% obnizyt liczb¢ komoérek bakterii
srednio o dwa rzedy wielkosci (tab. 1).

Tabela 1. Wzrost i liczba komorek bakterii P. tolaasii w pozywce zawierajacej nad-
tlenek wodoru oraz stezenia MIC i MBC

Table 1. Growth and number of bacteria cells of P. tolaasii in a medium containing
hydrogen peroxide and concentrations of MIC and MBC

Izolat; Rf)dzaj_ Stezenie nadtlenku wodoru; Concentration of hydrogen peroxide
pozywki; 5

Isolate Type (%)

=4 e redium 0,0 0,01 0,02 0,03 | 0,04 |0,05 | MIC/MBC
plynna; liquid + + - - - -

MG " Gtata; solid | 2,5x 108 | 12x 108 | 32x106 | - S| - | %0003
ptynna; liquid + + - - - R

B23 stata; solid | 4.4 x 108 | 2.4 x 107 | 3.1 x 106 ] ] | 0,02/0,03
ptynna; liquid + + - - - -

BO stata; solid | 5,3 x 108 | 32x107 | 2,1x106| - .| . | 0.02/003
ptynna; liquid + + - - - i

BI stata; solid | 5,5 % 108 | 1,9 x 108 | 2,8 x 106 ] ] 0,02/0,03
plynna; liquid + + - - - i

HA stata; solid | 3,5 x 105 | 2,5x 107 | 3,8x 106 | 1,8x 105 | - 0,02/0,04
ptynna; liquid + + - - - -

LE stata: solid | 3.5 x 108 | 33 x 107 | 2.6 x 106 ] ] .| 0,02/0,03

H4 ptynna; liquid + + - - - - 0.02/0.04

: stata; solid | 2,2 x 108 | 1,3x107 | 93x105 | 3,8 x 105 | - - b

*wartoS$ci liczby komorek sg Srednig z czterech powtdrzen; cell number values are the mean of four replicates
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Todorovi¢ i in. (2012) takze wykazali wysoka aktywno$¢ bakterioboj-
cza w stosunku do P. folaasii preparatu zawierajacego nadtlenek wodoru oraz
koloidalne srebro. W badaniach Brennan i in. (2000) oraz Sapersa i in. (2001)
wykazano skuteczno$¢ nadtlenku wodoru w przeciwdziataniu brazowieniu
grzybéw wywoltywanego rozwojem bakterii chorobotwoérczych na po-
wierzchni owocnikéw w trakcie ich przechowywania.

W tabeli 2 przedstawiono wptyw octu winnego na wzrost 1 liczbe ko-
morek badanych bakterii. Rozwoj bakterii P. tolaasii w pozywce ptynnej
z dodatkiem octu winnego ulegt zahamowaniu przy stezeniu 0,5% (MIC),
a liczba bakterii obnizyta si¢ o dwa rzedy wielkosci. Minimalne st¢zenie bak-
teriobojcze octu winnego w stosunku do wszystkich izolatoéw byto rowne 1%.
Skuteczno$¢ octu winnego w ograniczaniu rozwoju bakterii patogenicznych
dla grzyboéw jadalnych w naszych badaniach potwierdzita wyniki Bruna i in.
(2013, 2015) oraz Entaniego i in. (1998).

Tabela 2. Wzrost i liczba komorek bakterii Pseudomonas tolaasii w pozywce zawie-
rajacej ocet winny oraz stezenia MIC i MBC

Table 2. Growth and number of bacteria cells of Pseudomonas tolaasii in a medium
containing wine vinegar and concentrations of MIC and MBC

Izolat; pﬁ;;;?(ji. Stezenie octu winnego; Concentration of wine vinegar

Isolate ’ (%)

(n=4)* Type

of medium 0,0 0,25 0,5 0,75 1,0 | MIC/MBC

ptynna; liquid + + - - -

MG stata; solid 2,5 x 108 2,2 x 108 3,9 x 106 2.2 % 10 _ 0,5/1,0
ptynna; liquid + + - - -

B23 stata; solid 44%10% | 85%x107 | 3,1 x105 | 1,1 x10° _ 0,5/1,0
ptynna; liquid + + - - -

BO stata; solid 53x10% | 82x107 | 1,3 x10° i} } 0,5/0,75
ptynna; liquid + + - - -

Bl stata; solid 5,5 x 108 4.0 x 106 2.3 x 104 _ _ 0,5/0,75
ptynna; liquid + + - - -

HA stata; solid 3,5 x 108 3,4 x 108 3,6 x 106 2.3 x 10 _ 0,5/1,0
ptynna; liquid + + - - -

LE stala; solid 3,5%x10% | 33x107 | 2,6 x10° _ B 0,5/0,75
ptynna; liquid + + - - -

H4 stata; solid 22%x10% | 1,4x107 | 7,4x10°5 | 1,8 % 10% } 0,5/1,0

*Uwaga: patrz Tabela 1; Note: see Table 1
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Badania uprawowe

Plon owocnikow zdrowych zebranych w pierwszym rzucie przedsta-
wiono w tabeli 3. Zainfekowanie uprawy komorkami bakterii w ilo$ci
2,6 x 10° na m? nie obnizyto istotnie plonu owocnikéw, tj. w probce kon-
trolnej uzyskano 417,7 g, podczas gdy w infekowanej 359,3 g na 0,038 m?.
Zastosowanie badanych substancji nie miato istotnego wplywu na wzrost
plonu. Jednak w donicach, w ktérych nadtlenek wodoru byt aplikowany dwu-
krotnie, uzyskano wyzszy plon niz po jednokrotnej aplikacji. W kombina-
cjach z octem winnym w st¢zeniu 4% plon byl wyzszy niz po zastosowaniu
preparatu w nizszym stezeniu. Uzyskane réznice miedzy $rednimi z kontroli
i kombinacji infekowanych i z uzyciem substancji podstawowych nie byty
istotne statystycznie. W uprawie infekowanej zawiesing komorek w ilosci
2,6 x 10° na m* okrywy plon owocnikéw zdrowych byl istotnie nizszy
(228,7 g) od plonu uzyskanego w nieinfekowanej kontroli. Po zastosowaniu
substancji podstawowych plon w badanych kombinacjach nie ulegl istotnemu
zwiekszeniu w porownaniu do kontroli.

Tabela 3. Plon owocnikoéw zdrowych (g na 0,038 m?) w pierwszym rzucie po pora-
zeniu przez Pseudomonas tolaasii (MG) w zaleznosci od substancji podstawowej
i liczby dawek

Table 3. Yield of healthy mushrooms (g per 0,038 m?) in the first flush after Pseudo-
monas tolaasii (MG) infection depending on the basic substances and doses number

Liczb Nadtlenek wodoru Ocet winny

klcz ba K Hydrogen peroxide Wine vinegar

(jimn:fﬁz)- Kontrola; 0.1% 0,5% 2% 4%

ij“felﬁ:r Control |} 4 wka |2 dawki |1 dawka |2 dawki |1 dawka |2 dawki |1 dawka |2 dawki Srtfl‘g;a;

(cuperm?) 1 dose |2 doses |1 dose |2 doses |1 dose |2 doses |1 dose |2 doses

0(n=9) 417,7 a**

2,6  10°

(n—4) |3593 2858 [3352 [3165 |3737 |3653 |3233 |4242 |4295 3570a
8

?;1622;0 2287 1912 1792 2263 |2403 2015 |209.0 |2837 | 2737 |2249a

f;igﬁ‘a; 3352A%2982A | 310,7A(320,2A1343,9A |3282A|316,7A|3752A| 370,6A| -

* §rednie w wierszach oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢ istotnie (p = 0,05); means in rows
followed by the same letter are not significantly different (p = 0.05)

** $rednie w kolumnach oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢ istotnie (p = 0,05); means in
columns followed by the same letter are not significantly different (p = 0.05)
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Plon owocnikéw uzyskany w drugim rzucie przedstawiono w tabeli 4.
W uprawie zainfekowanej komérkami bakterii w ilosci 2,6 x 10° na m?
uzyskano istotnie nizszy plon owocnikow (189,5 g) niz w nieinfekowanej
kontroli (252,5 g na 0,038 m?). Po zastosowaniu substancji podstawowych
nie obserwowano istotnego zwigkszenia plonu owocnikow zdrowych.
W uprawie infekowanej zawiesina komoérek w ilosci 2,6 x 108 na m? okrywy
plon owocnikéw zdrowych byt istotnie nizszy (164,2 g) od plonu uzyskanego
w uprawie kontrolnej nieinfekowanej. Zastosowanie substancji podstawo-
wych spowodowato nieznaczny wzrost plonu owocnikow zdrowych w tych
kombinacjach. Sredni plon ze wszystkich kombinacji przy liczbie komérek
2,6 x 10° byt istotnie wickszy niz plon przy liczbie komérek 2,6 x 108,

Tabela 4. Plon owocnikow (g na 0,038 m*) w drugim rzucie uprawy porazonej bak-
teriami Pseudomonas tolaasii (MG) w zalezno$ci od zastosowanej substancji pod-
stawowej i liczby dawek

Table 4. Yield of healthy mushrooms (g per 0,038 m?) in the second flush after Pseu-
domonas tolaasii infection depending on the basic substances and doses number

Liczba Nadtlenek wodoru Ocet winny

komorek Hydrogen peroxide Wine vinegar

(jtk na m?);|Kontrola; 0,1% 0,5% 2% 4%

g;g;ﬁ:r Control || jowka| 2 dawkd | 1 dawka | 2 dawki | 1 dawka | 2 dawki | 1 dawka | 2 dawkd Srtfl‘g;a’

1 dose | 2 doses | 1 dose | 2 doses | 1 dose |2 doses | 1 dose | 2 doses

(cfupernr)

0(n=9) 252,5 a**

2,6 x 10°

(n=4) 189,5 [|194,7 |251,0 [192,0 |216,3 |227,7 |(211,7 |248,2 | 204,7 |215,1b
8

5136;4;0 1642 2017 (1950 (2280 [1983 1790 |127.7 |189.0 | 1975 |186,1c

f;gg;“a; 202,1 A*|216,3A(232,8A 2242 A |222,4A [219,7A [197,3A [232,7A| 2154A | -

* Uwaga: patrz Tabela 3; Note: see Table 3

Na wykresach przedstawiono nasilenie choroby bakteryjnej w pierw-
szym 1 drugim rzucie w zaleznosci od zastosowanej substancji podstawowej
1jej stezenia. Uzyskane dane dla liczby stosowanych dawek w obrgbie sub-
stancji zostaly usrednione. W pierwszym rzucie nasilenie choroby w kontroli
infekowanej zawiesing komoérek w stezeniu 2,6 x 10° na m? wyniosto 10%,
a w kombinacjach gdzie zastosowano substancje podstawowe byto nieznacz-
nie nizsze. Wyzsze stezenie komorek bakteryjnych spowodowato nasilenie
plamistosci do 35%, a zastosowane substancje podstawowe nie wplynety
istotnie na zahamowanie rozwoju choroby (rys. 1).
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Przedstawione wartosci sa srednimi dla danego st¢zenia substancji bez podzialu na liczbg jej
dawek dodawanych do okrywy; The presented values are averages for a concentration of the
substance without dividing it into the number of its doses added to the casing soil

Rysunek 1. Srednie nasilenie choroby bakteryjnej (%) wywotywanej przez P. tolaasii
W pierwszym rzucie po zastosowaniu substancji podstawowych

Figure 1. Mean severity of bacterial disease (%) caused by P. tolaasii in the first flush
after application of basic substances

W drugim rzucie nasilenie choroby w kontroli infekowanej zawiesing
bakterii w stezeniu 2,6 x 10° na m? wynosito 9%. Badane substancje podsta-
wowe wyraznie ograniczyty rozwoj plamistosci, a w kombinacjach, w kto-
rych substancje byly stosowane w wyzszych stezeniach, owocniki z obja-
wami choroby praktycznie nie wystgpity. W przypadku infekowania zawie-
sing 0 wyzszym st¢zeniu komorek bakterii nasilenie choroby wynosito 20%.
Badane substancje podstawowe istotnie ograniczyly rozwoj choroby, zwiasz-
cza w wyzszych stezeniach (rys. 2).
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dawek dodawanych do okrywy; The presented values are averages for a concentration of the
substance without dividing it into the number of its doses added to the casing soil

Rysunek 2. Srednie nasilenie choroby bakteryjnej (%) wywolywanej przez P, tolaasii
w drugim rzucie po zastosowaniu substancji podstawowych

Figure 2. Mean severity of bacterial disease (%) caused by P. tolaasii in the second
flush after application of basic substances

Nasilenie chordb bakteryjnych w uprawie pieczarki badali rowniez
Navarro 1 in. (2018), ktorzy wykazali, Ze stopien nasilenia plamistosci
w pierwszym rzucie wynosit od 5 do 15%, za$ w drugim wzrdst do ponad
25%. Wedhtug Olivieraiin. (1997) po zainfekowaniu uprawy bakterig P. to-
laasii objawy byly najsilniejsze w pierwszym rzucie, a w drugim i trzecim
nasilenie choroby bylo znikome. Wyniki sugerujg zatem, ze na rozwdj cho-
rob bakteryjnych wptyw maja tez warunki panujace w hali uprawowej,
a zapewne takze genotyp pieczarki (Navarro i in. 2018; Wong i Preece 1982).
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W ochronie przed chorobami bakteryjnymi najczesciej stosuje si¢ zwigzki
chlorowe, np. woda chlorowana podchlorynem sodu i dwutlenkiem chloru,
kwas nadoctowy (Wong i Preece 1985a) lub czwartorzgdowe zwigzki amo-
niowe (Wong i Preece 1985b). Skutecznos¢ nadtlenku wodoru w ochronie
przed rozwojem plamistosci bakteryjnej w ochronie badali tez Szumigaj-Tar-
nowska 1 in. (2012). Ten preparat wykazal si¢ nizszg skutecznos$cig niz pre-
parat na bazie podchlorynu sodu. W prezentowanej pracy skutecznosé
ochronna substancji podstawowych byta istotna w drugim rzucie.

WNIOSKI

W warunkach laboratoryjnych wykazano wysoka aktywno$¢ bakte-
riobodjcza 1 bakteriostatyczng nadtlenku wodoru 1 octu winnego wzgledem
bakterii Pseudomonas tolaasii. W warunkach uprawowych substancje pod-
stawowe wykazaty zroznicowang skuteczno$¢ w ograniczeniu brunatnej pla-
mistosci, zalezng od rzutu owocnikow, stezenia komorek bakterii w zawiesi-
nie 1 stosowanych stg¢zen substancji podstawowych. Ograniczajacy wplyw
nadtlenku wodoru i octu winnego na rozwoj plamistosci bakteryjnej wyka-
zano w drugim rzucie owocnikéw. Skutecznos¢ badanych substancji w ochro-
nie pieczarki przed chorobami bakteryjnymi wymaga prowadzenia dalszych
badan. Nalezy miedzy innymi oceni¢ wptyw zwielokrotnienia liczby aplikacji
substancji 1 zastosowania ich w wyzszych stezeniach. Wydaje si¢ bowiem, iz
zastosowanie nadtlenku wodoru i octu winnego do ograniczenia plamistos$ci
bakteryjnej pieczarki moze by¢ alternatywa dla innych chemicznych metod
ochrony, a przede wszystkim moze by¢ wykorzystane w ekologicznej upra-
wie pieczarki.
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