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Ability of selected microorganisms to limit 
Phytophthora infestans (Mont.) de Bary growth 
on potato in correlation to temperature

Zdolność wybranych mikroorganizmów pożytecznych 
do ograniczania wzrostu Phytophthora infestans (Mont.) de Bary
na ziemniaku w zależności od temperatury
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Summary 
The aim of the study was to determine whether selected microorganisms such as Pythium oligandrum Drechsler, Bacillus subtilis 

(Ehrenberg) Cohn and Cryptococcus albidosimilis Vishniac & Kurtzman are able to reduce the development of Phytophthora infestans 
(Mont.) de Bary on a model plant at various temperatures and to establish their survival abilities. The experiments were conducted under 
greenhouse and laboratory conditions on potato plants (Lord variety), which were artificially inoculated with P. infestans and treated with 
water solutions of examined microorganisms. It was demonstrated that the selected microorganisms varied in the survival and antago-
nistic abilities against P. infestans below 10°C and the yeast C. albidosimilis species exhibited the best abilities under low temperatures. 
All microorganisms were able to survive for one week under greenhouse conditions, however the survival rate for 10 days was low.
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Streszczenie
Badania prowadzono w warunkach laboratoryjnych i szklarniowych, gdzie założono doświadczenie na ziemniaku odmiany Lord, który 

inokulowano mikroorganizmem Phytophthora infestans (Mont.) de Bary oraz traktowano wodnymi zawiesinami czynników biologicznych: 
Pythium oligandrum Drechsler, Bacillus subtilis (Ehrenberg) Cohn oraz Cryptococcus albidosimilis Vishniac & Kurtzman. Celem badań było 
określenie czy wybrane mikroorganizmy ograniczają rozwój patogena na roślinie modelowej oraz ustalenie czasu ich przeżywalności 
w różnych temperaturach. Wykazano, że wybrane mikroorganizmy charakteryzują się zróżnicowaną przeżywalnością i zdolnościami an-
tagonistycznymi wobec P. infestans, preferując temperatury do 10°C. W warunkach szklarniowych wszystkie mikroorganizmy przeżywały 
do 7 dni, natomiast ich przeżywalność powyżej 10 dni była niewielka. Wysoką aktywnością biologiczną w temperaturze 4°C wykazał się 
C. albidosimilis, podczas gdy P. oligandrum i B. subtilis hamowały wzrost i rozwój.
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Wstęp / Introduction

Zaraza ziemniaka powodowana przez Phytophthora 
infestans jest w naszym kraju najgroźniejszą gospodarczo 
chorobą ziemniaka. Skutkuje ona zasychaniem liści i ogra
niczeniem powierzchni asymilacyjnej, a w konsekwencji 
obniżeniem plonu handlowego poprzez bezpośrednie pora
żenie bulw, które nie nadają się do przechowywania. W upra
wach konwencjonalnych skuteczna jest ochrona przed pato
genami środkami chemicznymi, podczas gdy w rolnictwie 
ekologicznym dozwolone są jedynie preparaty miedziowe, 
których stosowanie jest stale ograniczane. Nasilająca się 
presja ze strony konsumentów, dotycząca zapewnienia bez
piecznej produkcji żywności, jest znaczącym czynnikiem 
sprzyjającym poszukiwaniu skutecznych niechemicznych 
metod ochrony upraw rolniczych i zrównoważonych me
tod produkcji żywności. W związku z tym prowadzone są 
badania nad poszukiwaniem nowych i poszerzeniem metod 
obecnie stosowanych do ochrony plantacji ziemniaka, opar
tych na mikroorganizmach lub wykorzystujących zjawisko 
elicytacji (Chowdappa i wsp. 2013; Pieterse i wsp. 2014; 
Hadwiger i wsp. 2015; Khabbaz i wsp. 2015).

W przeprowadzonych badaniach zastosowano Pythium 
oligandrum Drechsler i bakterię Bacillus subtilis (Ehrenberg) 
Cohn, które znajdują się w środkach ochrony roślin zareje
strowanych w ochronie roślin w uprawach ekologicznych 
oraz organizm drożdżopodobny Cryptococcus albidosimilis 
Vishniac & Kurtzman. Potencjał dwóch komercyjnych mi
kroorganizmów do ograniczania patogenów potwierdzono 
w innych badaniach (Hyakumachi i wsp. 2014; Takenaka 
2015; Devi i wsp. 2017), a silny potencjał antagonistyczny 
C. albidosimilis w stosunku do Sclerotinia sclerotiorum wy
kazała RemleinStarosta i wsp. (2016). Drożdże były już wy
korzystywane w ochronie plantacji przeciwko patogenom, ta
kim jak P. infestans i Alternaria alternata (Fr.) Keissl. Wyka
zano, że zastosowanie Saccharomyces cerevisiae Meyen ex 
E.C. Hansen powoduje wzbudzenie naturalnych sił obron 
 nych roślin (Kowalska 2013), oraz że zastosowanie drożdży 
stymulowało ochronę roślin ziemniaka przeciwko Alternaria 
spp. i plonowanie. W świetle wykonanych badań sugerowa
no, że wykorzystanie łącznej aplikacji S. cerevisiae i węglanu 
sodu lub chlorku wapnia mogłoby być wykorzystane jako 
łatwa w użyciu, bezpieczna i tania metoda ograniczania nasi
lenia objawów choroby poniżej progu ekonomicznej szkodli
wości (ElMougy i AbdelKader 2009).

Celem badań było określenie możliwości wykorzystania 
i określenia optymalnych warunków termicznych dla stoso
wania wybranych mikroorganizmów w ochronie ziemniaka 
przed P. infestans.

Materiały i metody / Materials and methods

Doświadczenia prowadzono w warunkach szklarnio
wych i laboratoryjnych. Materiał badawczy stanowiły ziem

niaki odmiany Lord w fazie rozwojowej 15 w skali BBCH 
rosnące w 5 wazonach w ramach jednej serii. Wykonano 
dwie serie powtórzeń. Do badań wykorzystano pożytecz
ne mikroorganizmy: bakterie B. subtilis (z komercyjnego 
preparatu Serenade ASO), P. oligandrum (z komercyjnego 
preparatu Polyversum) oraz grzyb drożdżopodobny C. al-
bidosimilis (szczep 117/10) pochodzący z własnej kolekcji, 
a wyizolowany z fyllosfery ślazowca pensylwańskiego. 
Zawiesiny wodne komercyjnych produktów przygotowano 
zgodnie z zaleceniami producentów. Badano skuteczność 
zabiegu prewencyjnego i interwencyjnego z wybranymi 
mikroorganizmami w stosunku do P. infestans inokulowa
nego na rośliny ziemniaka. Zabiegi z patogenem i mikro
organizmami pożytecznymi wykonano w odstępie 3 dni 
(kombinacje interwencyjne: pierwszego dnia zaaplikowano 
na rośliny patogena, trzeciego dnia mikroorganizm pożytecz
ny, kombinacje prewencyjne: w pierwszym dniu zastoso
wano mikroorganizm pożyteczny, w trzecim dniu patogen). 
Kontrolę stanowiły rośliny bez ochrony, porażone jedynie 
patogenem. Zastosowano stężenia: P. infestans 1 × 106/1 ml 
(3 ml na roślinę), P. oligandrum 0,5 g/l (5 ml na roślinę), 
B. subtilis 38 ml/l (0,15 ml na roślinę) oraz C. albidosimilis 
3 × 106/1 ml (3 ml na roślinę) zachowując przeliczenie cie
czy roboczej na objętość 300 l wody/ha oraz koncentrację 
1 × 106/1 ml. Oceny stopnia porażenia roślin przez P. infestans 
dokonano trzykrotnie: po tygodniu, 10 dniach oraz po dwóch 
tygodniach od pierwszego zabiegu za pomocą skali procento
wego uszkodzenia powierzchni rośliny według zaleceń EPPO 
(EPPO Bulletin 2008). Dodatkowo w 3., 7. i 10. dniu doś   
wiadczenia oceniono, przy użyciu komory Thoma, liczbę 
CFU (jednostek tworzących kolonię)/ml na liściach roślin.

Doświadczenie drugie wykonane w warunkach labora
toryjnych dotyczyło zbadania przeżywalności wybranych 
mikroorganizmów antagonistycznych wobec P. infestans, 
w warunkach zróżnicowanych temperatur. Z każdej zdro
wej rośliny pobrano po 3 liście i osobno umieszczono na 
szklanych szalkach Petriego o średnicy 90 mm, zachowując 
odpowiednią wilgotność. Następnie patogen został inoku
lowany poprzez opryskiwanie na liście ziemniaka. Liście 
opryskano preparatami w stężeniach: P. oligandrum (0,3 ml 
na liść), B. subtilis (0,01 ml na liść) oraz C. albidosimilis 
(0,1 ml na liść) zachowując koncentrację CFU 1 × 106/1 ml. 
Płytki umieszczono w stałych kontrolowanych temperatu
rach: 4, 12 i 23°C. Ilość CFU/ml oceniono po 3, 7 i 10 dniach 
za pomocą komory Thoma.

W celu oceny istotności statystycznej różnic wykonano 
test jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z testem 
post hoc TukeyKramera.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

W przeprowadzonym doświadczeniu szklarniowym 
prewencyjne zastosowanie zawiesin wodnych wszystkich 
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badanych mikroorganizmów skuteczniej ograniczało obja
wy zarazy ziemniaka (ograniczanie nasilenia objawów od 
około 73 do około 98%), niż przy ich zastosowaniu dopie
ro po wystąpieniu pierwszych objawów choroby (od około 
60 do około 78%). Analiza wyników badań wykazała istot
ne różnice po 14 dniach od prewencyjnego zastosowania 
preparatów Polyversum i Serenade (tab. 1). W przypadku 
interwencyjnego zastosowania preparatów istotne różnice 
występowały jedynie początkowo, a przy interwencyjnym 
zastosowaniu grzyba drożdżopodobnego nie odnotowano 
takich różnic. Podobne wyniki zostały przedstawione przez 
Stephana i wsp. (2005) – zabiegi ochrony roślin przeciwko 
P. infestans preparatem Serenade były najbardziej skutecz
ne przy zastosowaniu preparatu na 3 dni przed inokulacją 
patogenem i zaraz po inokulacji.

Zarówno preparat Polyvesum, jak i Serenade były już 
testowane przez innych badaczy, w tym jako preparaty 
ograniczające zarazę ziemniaka. W doświadczeniu prze
prowadzonym przez CwalinęAmbroziak i wsp. (2015) 
wczesne objawy zarazy były silnie zredukowane zarówno 
po zastosowaniu Polyversum, jak i preparatów zawierają
cych substancje chemiczne. Natomiast spośród innych pre
paratów biologicznych Polyversum był najefektywniejszy 
w zwal czaniu późnych objawów. Kurzawińska i Mazur 
(2009) zanotowali istotne ograniczenie porażenia naci 
i bulw przez P. infestans po zastosowaniu preparatu Poly
versum w doświadczeniach polowych. Dorn i wsp. (2007) 
stwierdzili, że preparaty biologiczne, w tym Serenade, są 
skuteczne wobec sprawcy zarazy ziemniaka. Ich skutecz
ność była niższa niż preparatów opartych na miedzi, co spo
wodowane było niską odpornością tych mikroorganizmów 
na czynniki środowiskowe. Z kolei Olanya i Larkin (2006) 
w badaniach w fitotronie stwierdzili zredukowanie 

o 20–40% objawów zarazy po nalistnym zastosowaniu 
preparatu Serenade (zawierającym B. subtilis). Skutecz
ność ta była znacząco niższa niż preparatów chemicznych 
(80–98%), ale autorzy zasugerowali użycie środków biolo
gicznych w połączeniu z innymi integrowanymi metodami 
ochrony roślin przed patogenami.

Choć w literaturze brak doniesień na temat zwalczania 
objawów zarazy ziemniaka za pomocą preparatów opar
tych na C. albidosimilis, które stosowane są do zwalczania 
grzybów rodzaju Fusarium (Laitila i wsp. 2007; Moller 
i wsp. 2016), to jednak może on być skuteczny w stosun
ku do Sclerotinia sclerotiorum (RemleinStarosta i wsp. 
2016). 

W doświadczeniach laboratoryjnych wybrane mikroor
ganizmy wykazały zróżnicowaną wrażliwość na działanie 
temperatur. Najniższą przeżywalnością charakteryzował się 
P. oligandrum. Temperatura 4°C okazała się zabójcza za
równo dla P. oligandrum, jak i B. subtilis, natomiast w tej 
temperaturze stosunkowo dobrze przeżywał grzyb drożdżo
podobny. W temperaturach 12 oraz 23°C wysoką liczbę ko
mórek tworzących kolonie zanotowano dla B. subtilis oraz 
C. albidosimilis (tab. 2). Analiza wyników w warunkach 
szklarniowych (temperatura 23°C) również wykazała niż
szą przeżywalność P. oligandrum – do 7 dni. B. subtilis oraz 
C. albidosimilis przeżywały na powierzchni liści do 10 dni 
(tab. 3). C. albidosimilis jest gatunkiem, który został wyizo
lowany między innymi w rejonie Antarktyki. Organizm ten 
może rozwijać się w szerokim spektrum temperatur – między 
4 a 30°C (Vishniac i Kurtzman 1992; Butinar i wsp. 2007; 
Martinez i wsp. 2016). Podobne wyniki uzyskali Leibinger 
i wsp. (1997) w doświadczeniu dotyczącym przeżywalno
ści pożytecznych mikroorganizmów na powierzchni jabłek. 
B. subtilis wykazał początkowo wysoką przeżywalność 

Tabela 1. Średnie porażenie roślin ziemniaka przez Phytophthora infestans w doświadczeniu wazonowym [% porażenia]
Table 1.  Mean infection of potato plants by Phytophthora infestans in a pot experiment [% of infection]

Kombinacja – Treatment Po 7 dniach – After 7 days Po 10 dniach – After 10 days Po 14 dniach – After 14 days
Kontrola – Control 25,0 a 42,5 a 47,5 a
Pythium oligandrum 
prewencja – prevention

0,5 b 0,75 b 1,75 b

Bacillus subtilis 
prewencja – prevention

0,25 b 0,5 b 0,75 b

Cryptococcus albidosimilis 
prewencja – prevention

1,0 b 7,5 ab 12,5 ab

Pythium oligandrum  
interwencja – intervention

2,75 b 7,75 b 15,0 ab

Bacillus subtilis  
interwencja – intervention

2,0 b 5,25 ab 10,0 ab

Cryptococcus albidosimilis  
interwencja – intervention

9,0 ab 16,25 ab 18,75 ab

Wartości w kolumnach oznaczone tą samą literą nie różnią się istotnie przy p = 0,05
Values in columns followed by the same letter do not differ significantly at p = 0.05
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w warunkach polowych, która po 24 dniach spadła, nato
miast nie przeżył w warunkach przechowalniczych w tem
peraturze 2°C, w przeciwieństwie do dwóch gatunków grzy
bów drożdżopodobnych: Aureobasidium pullulans (de Bary) 
G. Arnaud oraz Rhodotorula glutinis (Fresen.) F.C. Harri
son, które przeżyły na powierzchni materiału roślinnego za
równo w warunkach polowych, jak i obniżonej temperatury. 
W literaturze brak jednoznacznego potwierdzenia wraż
liwości P. oligandrum na obniżone temperatury, jednakże 
Benhamou i wsp. (2012) wspominają, że niekorzystne wa
runki, takie jak brak optymalnej temperatury czy wilgotno
ści, mogą znacząco obniżyć antagonizm wobec patogenów.

Preparaty biologiczne charakteryzują się niższą sku
tecznością, szczególnie w warunkach polowych, od sto
sowanych w konwencjonalnym rolnictwie chemicznych 
środków ochrony roślin. Przyczyną tego jest głównie zależ
ność ich efektywności od warunków środowiska, takich jak 
temperatura, a także gatunku czy odmiany rośliny oraz nie
jednokrotnie wąskiego spektrum działania. Jednakże takie 
zalety, jak bezpieczeństwo dla środowiska, poprzez zasto
sowanie mikroorganizmów występujących w naturze, czy 
pozytywny wpływ na bezpieczeństwo i jakość wytwarzanej 
żywności poprzez możliwość obniżenia stężenia stosowa
nych konwencjonalnych środków są przesłanką, aby kon

tynuować badania zarówno nad istniejącymi na rynku, jak 
i nowymi preparatami.

Wnioski / Conclusions

1. Prewencyjne zastosowanie P. oligandrum i B. subti-
lis oraz interwencyjne zastosowanie P. oligandrum 
w okresie do 10 dni od momentu wystąpienia objawów 
chorobowych jest skuteczne i istotnie ogranicza objawy 
zarazy ziemniaka.

2. B. subtilis oraz C. albidosimilis posiadają potencjał do 
przetrwania w warunkach polowych do 10 dni, po ich 
upływie zalecane jest powtórzenie zabiegu, aby pod
trzymać na uprawie populację tych mikroorganizmów. 
W przy padku P. oligandrum ponowny zabieg należało
by wykonać już po upływie 7 dni.

3. Liczebność P. oligandrum i B. subtilis drastycznie 
spada w temperaturze 4°C. C. albidosimilis przeżywa 
w naj szerszym zakresie temperatur, w tym 4°C, co su
geruje, że może być stosowany do ograniczania obja
wów chorobowych również w warunkach chłodniczych. 
Pozostałe mikroorganizmy mogą być stosowane jedynie 
w warunkach szklarniowych i polowych.

Tabela 2. Średnia liczba CFU/ml badanych mikroorganizmów na liściach ziemniaka w warunkach in vitro, w różnych temperaturach 
Table 2.  Mean CFU of investigated microorganisms/ml on potato leaves in in vitro conditions at various temperatures

Przeżywalność – Survival ability 4°C 12°C 23°C

Pythium oligandrum
po 3 dniach – after 3 days 5,1 × 103 3,7 × 103 3,5 × 104

po 7 dniach – after 7 days 6,9 × 101 76,7 × 101 6,1 × 102

po 10 dniach – after 10 days 0 3,4 × 101 73,3 × 101

Bacillus subtilis
po 3 dniach – after 3 days 1,8 × 103 1,2 × 104 4,6 × 105

po 7 dniach – after 7 days 0 5,4 × 103 2,1 × 104

po 10 dniach – after 10 days 0 1,1 × 102 1,4 × 103

Cryptococcus albidosimilis
po 3 dniach – after 3 days 3,6 × 105 5,6 × 105 2,2 × 106

po 7 dniach – after 7 days 1,3 × 103 2,2 × 103 3,0 × 104

po 10 dniach – after 10 days 1,2 × 103 3,1 × 103 1,8 × 105

Tabela 3. Średnia liczba CFU/ml badanych mikroorganizmów na roślinach ziemniaka rosnących w szklarni
Table 3.  Mean CFU of investigated microorganisms/ml on potato leaves in the greenhouse conditions

Przeżywalność 
Survival ability

Pythium 
oligandrum

Bacillus 
subtilis

Cryptococcus 
albidosimilis

Po 3 dniach – After 3 days 3,0 × 104 3,9 × 105 2,9 × 105

Po 7 dniach – After 7 days 1,4 × 104 4,9 × 104 1,2 × 105

Po 10 dniach – After 10 days 3,0 × 103 1,5 × 104 2,8 × 104
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