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

Zdolnos$¢ wybranych mikroorganizmoéw pozytecznych
do ograniczania wzrostu Phytophthora infestans (Mont.) de Bary
na ziemniaku w zaleznosci od temperatury

Joanna Krzyminska*, Jolanta Kowalska, Magdalena Jakubowska

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 zatozono doswiadczenie na ziemniaku odmiany Lord, ktéry
inokulowano mikroorganizmem Phytophthora infestans (Mont.) de Bary oraz traktowano wodnymi zawiesinami czynnikdw biologicznych:
Pythium oligandrum Drechsler, Bacillus subtilis (Ehrenberg) Cohn oraz Cryptococcus albidosimilis Vishniac & Kurtzman. Celem badan byto
okreslenie czy wybrane mikroorganizmy ograniczajg rozwdéj patogena na roslinie modelowej oraz ustalenie czasu ich przezywalnosci
w réznych temperaturach. Wykazano, ze wybrane mikroorganizmy charakteryzuja sie zréznicowang przezywalnoscig i zdolnosciami an-
tagonistycznymi wobec P. infestans, preferujgc temperatury do 10°C. W warunkach szklarniowych wszystkie mikroorganizmy przezywaty
do 7 dni, natomiast ich przezywalnos¢ powyzej 10 dni byta niewielka. Wysokga aktywnoscig biologiczng w temperaturze 4°C wykazat sie
C. albidosimilis, podczas gdy P. oligandrum i B. subtilis hamowaty wzrost i rozwo;j.

Stowa kluczowe: ochrona biologiczna; mikroorganizmy pozyteczne; zaraza ziemniaka
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Wstep / Introduction

Zaraza ziemniaka powodowana przez Phytophthora
infestans jest w naszym kraju najgrozniejsza gospodarczo
chorobg ziemniaka. Skutkuje ona zasychaniem lisci i ogra-
niczeniem powierzchni asymilacyjnej, a w konsekwencji
obnizeniem plonu handlowego poprzez bezposrednie pora-
zenie bulw, ktore nie nadaja si¢ do przechowywania. W upra-
wach konwencjonalnych skuteczna jest ochrona przed pato-
genami $rodkami chemicznymi, podczas gdy w rolnictwie
ekologicznym dozwolone sa jedynie preparaty miedziowe,
ktorych stosowanie jest stale ograniczane. Nasilajaca sig
presja ze strony konsumentow, dotyczaca zapewnienia bez-
piecznej produkcji zywnosci, jest znaczacym czynnikiem
sprzyjajacym poszukiwaniu skutecznych niechemicznych
metod ochrony upraw rolniczych i zréwnowazonych me-
tod produkcji zywno$ci. W zwiazku z tym prowadzone s3
badania nad poszukiwaniem nowych i poszerzeniem metod
obecnie stosowanych do ochrony plantacji ziemniaka, opar-
tych na mikroorganizmach lub wykorzystujacych 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 bakteri¢ Bacillus subtilis (Ehrenberg)
Cohn, ktore znajduja si¢ w srodkach ochrony roslin zareje-
strowanych w ochronie ros§lin w uprawach ekologicznych
oraz organizm drozdzopodobny Cryptococcus albidosimilis
Vishniac & Kurtzman. Potencjat dwoch komercyjnych mi-
kroorganizmow do ograniczania patogenow potwierdzono
w innych badaniach (Hyakumachi i wsp. 2014; Takenaka
2015; Devi 1 wsp. 2017), a silny potencjat antagonistyczny
C. albidosimilis w stosunku do Sclerotinia sclerotiorum wy-
kazata Remlein-Starosta i wsp. (2016). Drozdze byly juz wy-
korzystywane w ochronie plantacji przeciwko patogenom, ta-
kim jak P, infestans i Alternaria alternata (Fr.) Keissl. Wyka-
zano, ze zastosowanie Saccharomyces cerevisiae Meyen ex
E.C. Hansen powoduje wzbudzenie naturalnych sit obron-
nych roslin (Kowalska 2013), oraz ze zastosowanie drozdzy
stymulowato ochrong roslin ziemniaka przeciwko Alternaria
spp. 1 plonowanie. W $wietle wykonanych badan sugerowa-
no, ze wykorzystanie tacznej aplikacji S. cerevisiae i weglanu
sodu lub chlorku wapnia mogtoby by¢ wykorzystane jako
latwa w uzyciu, bezpieczna i tania metoda ograniczania nasi-
lenia objawow choroby ponizej progu ekonomicznej szkodli-
wosci (EI-Mougy 1 Abdel-Kader 2009).

Celem badan byto okreslenie mozliwo$ci wykorzystania
i okreslenia optymalnych warunkéw termicznych dla stoso-
wania wybranych mikroorganizméw w ochronie ziemniaka
przed P. infestans.

Materialy i metody / Materials and methods

Doswiadczenia prowadzono w warunkach szklarnio-
wych i laboratoryjnych. Materiat badawczy stanowity ziem-

niaki odmiany Lord w fazie rozwojowej 15 w skali BBCH
rosngce w 5 wazonach w ramach jednej serii. Wykonano
dwie serie powtorzen. Do badan wykorzystano pozytecz-
ne mikroorganizmy: bakterie B. subtilis (z komercyjnego
preparatu Serenade ASO), P. oligandrum (z komercyjnego
preparatu Polyversum) oraz grzyb drozdzopodobny C. al-
bidosimilis (szczep 117/10) pochodzacy z wlasnej kolekcji,
a wyizolowany z fyllosfery §lazowca pensylwanskiego.
Zawiesiny wodne komercyjnych produktow przygotowano
zgodnie z zaleceniami producentéw. Badano skutecznos¢
zabiegu prewencyjnego i interwencyjnego z wybranymi
mikroorganizmami w stosunku do P. infestans inokulowa-
nego na rosliny ziemniaka. Zabiegi z patogenem i mikro-
organizmami pozytecznymi wykonano w odstgpie 3 dni
(kombinacje interwencyjne: pierwszego dnia zaaplikowano
na rosliny patogena, trzeciego dnia mikroorganizm pozytecz-
ny, kombinacje prewencyjne: w pierwszym dniu zastoso-
wano mikroorganizm pozyteczny, w trzecim dniu patogen).
Kontrole stanowily rosliny bez ochrony, porazone jedynie
patogenem. Zastosowano stezenia: P. infestans 1 x 1091 ml
(3 ml na rosling), P. oligandrum 0,5 g/l (5 ml na rosling),
B. subtilis 38 ml/1 (0,15 ml na rosling) oraz C. albidosimilis
3 x 1051 ml (3 ml na ro$ling) zachowujac przeliczenie cie-
czy roboczej na objetos¢ 300 1 wody/ha oraz koncentracje
1 x 1051 ml. Oceny stopnia porazenia ro$lin przez P, infestans
dokonano trzykrotnie: po tygodniu, 10 dniach oraz po dwdch
tygodniach od pierwszego zabiegu za pomocg skali procento-
wego uszkodzenia powierzchni ro$liny wedtug zalecen EPPO
(EPPO Bulletin 2008). Dodatkowo w 3., 7. 1 10. dniu dos-
wiadczenia oceniono, przy uzyciu komory Thoma, liczbe
CFU (jednostek tworzacych kolonig)/ml na lisciach roslin.

Doswiadczenie drugie wykonane w warunkach labora-
toryjnych dotyczylo zbadania przezywalnosci wybranych
mikroorganizmow antagonistycznych wobec P infestans,
w warunkach zro6znicowanych temperatur. Z kazdej zdro-
wej ro$liny pobrano po 3 liscie i osobno umieszczono na
szklanych szalkach Petriego o §rednicy 90 mm, zachowujac
odpowiednig wilgotno$¢. Nastgpnie patogen zostal inoku-
lowany poprzez opryskiwanie na liScie ziemniaka. LiScie
opryskano preparatami w stezeniach: P. oligandrum (0,3 ml
na 1i§¢), B. subtilis (0,01 ml na li§¢) oraz C. albidosimilis
(0,1 ml na 1i§¢) zachowujac koncentracj¢ CFU 1 x 1051 ml.
Ptytki umieszczono w statych kontrolowanych temperatu-
rach: 4, 12 123°C. Ilo§¢ CFU/ml oceniono po 3, 7 i 10 dniach
za pomoca komory Thoma.

W celu oceny istotnosci statystycznej réznic wykonano
test jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z testem
post hoc Tukey-Kramera.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

W  przeprowadzonym doswiadczeniu szklarniowym
prewencyjne zastosowanie zawiesin wodnych wszystkich
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badanych mikroorganizméw skuteczniej ograniczato obja-
wy zarazy ziemniaka (ograniczanie nasilenia objawow od
okoto 73 do okoto 98%), niz przy ich zastosowaniu dopie-
ro po wystgpieniu pierwszych objawow choroby (od okoto
60 do okoto 78%). Analiza wynikow badan wykazata istot-
ne réznice po 14 dniach od prewencyjnego zastosowania
preparatow Polyversum i Serenade (tab. 1). W przypadku
interwencyjnego zastosowania preparatow istotne réznice
wystepowaly jedynie poczatkowo, a przy interwencyjnym
zastosowaniu grzyba drozdzopodobnego nie odnotowano
takich réznic. Podobne wyniki zostaly przedstawione przez
Stephana i wsp. (2005) — zabiegi ochrony roslin przeciwko
P infestans preparatem Serenade byty najbardziej skutecz-
ne przy zastosowaniu preparatu na 3 dni przed inokulacja
patogenem i zaraz po inokulacji.

Zaroéwno preparat Polyvesum, jak i Serenade byty juz
testowane przez innych badaczy, w tym jako preparaty
ograniczajace zaraz¢ ziemniaka. W do$wiadczeniu prze-
prowadzonym przez Cwaling-Ambroziak i wsp. (2015)
wczesne objawy zarazy byty silnie zredukowane zar6wno
po zastosowaniu Polyversum, jak i preparatow zawieraja-
cych substancje chemiczne. Natomiast sposrod innych pre-
paratow biologicznych Polyversum byt najefektywniejszy
w zwalczaniu poéznych objawow. Kurzawinska i Mazur
(2009) zanotowali istotne ograniczenie porazenia naci
i bulw przez P. infestans po zastosowaniu preparatu Poly-
versum w do$wiadczeniach polowych. Dorn i wsp. (2007)
stwierdzili, ze preparaty biologiczne, w tym Serenade, sa
skuteczne wobec sprawcy zarazy ziemniaka. Ich skutecz-
no$¢ byla nizsza niz preparatow opartych na miedzi, co spo-
wodowane byto niska odpornoscia tych mikroorganizméw
na czynniki srodowiskowe. Z kolei Olanya i Larkin (2006)

w badaniach w fitotronie stwierdzili zredukowanie

0 20-40% objawdéw zarazy po nalistnym zastosowaniu
preparatu Serenade (zawierajacym B. subtilis). Skutecz-
no$¢ ta byla znaczaco nizsza niz preparatdéw chemicznych
(80-98%), ale autorzy zasugerowali uzycie srodkow biolo-
gicznych w pofaczeniu z innymi integrowanymi metodami
ochrony roslin przed patogenami.

Cho¢ w literaturze brak doniesien na temat zwalczania
objawdw zarazy ziemniaka za pomocag preparatoéw opar-
tych na C. albidosimilis, ktore stosowane sg do zwalczania
grzyboéw rodzaju Fusarium (Laitila i wsp. 2007; Moller
i wsp. 2016), to jednak moze on by¢ skuteczny w stosun-
ku do Sclerotinia sclerotiorum (Remlein-Starosta i wsp.
2016).

W doswiadczeniach laboratoryjnych wybrane mikroor-
ganizmy wykazaly zréznicowang wrazliwo$¢ na dziatanie
temperatur. Najnizszg przezywalno$cig charakteryzowat si¢
P oligandrum. Temperatura 4°C okazala si¢ zabodjcza za-
rowno dla P. oligandrum, jak 1 B. subtilis, natomiast w tej
temperaturze stosunkowo dobrze przezywat grzyb drozdzo-
podobny. W temperaturach 12 oraz 23°C wysoka liczbe ko-
morek tworzacych kolonie zanotowano dla B. subtilis oraz
C. albidosimilis (tab. 2). Analiza wynikow w warunkach
szklarniowych (temperatura 23°C) réwniez wykazata niz-
sza przezywalnos¢ P. oligandrum — do 7 dni. B. subtilis oraz
C. albidosimilis przezywalty na powierzchni lisci do 10 dni
(tab. 3). C. albidosimilis jest gatunkiem, ktory zostal wyizo-
lowany miedzy innymi w rejonie Antarktyki. Organizm ten
moze rozwijac si¢ w szerokim spektrum temperatur — miedzy
4 a 30°C (Vishniac i Kurtzman 1992; Butinar i wsp. 2007;
Martinez i wsp. 2016). Podobne wyniki uzyskali Leibinger
i wsp. (1997) w doswiadczeniu dotyczacym przezywalno-
$ci pozytecznych mikroorganizméw na powierzchni jabtek.
B. subtilis wykazal poczatkowo wysoka przezywalnos¢

Tabela 1. Srednie porazenie roslin ziemniaka przez Phytophthora infestans w doswiadczeniu wazonowym [% porazenia]
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 42,5a 475a
Pythium oligandrum

. . 0,5b 0,75b 1,75b
prewencja — prevention
Bacillus subtilis

. . 0,25b 0,5b 0,75b
prewencja — prevention
Cryptococcus albidosimilis

. . 1,0b 7,5 ab 12,5 ab
prewencja — prevention
Pythium oligandrum
. L i 2,75b 7,75 b 15,0 ab
Iinterwencja — intervention
Bacillus subtilis
. L. ) 2,0b 5,25 ab 10,0 ab
Interwencja — intervention
Cryptococcus albidosimilis
. L. ) 9,0 ab 16,25 ab 18,75 ab
interwencja — intervention

Wartosci w kolumnach oznaczone ta sama litera nie rdznia si¢ 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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Tabela 2. Srednia liczba CFU/ml badanych mikroorganizméw na lisciach ziemniaka w warunkach in vitro, w roznych temperaturach
Table 2. Mean CFU of investigated microorganisms/ml on potato leaves in in vitro conditions at various temperatures

Przezywalno$¢ — Survival ability 4°C 12°C 23°C
po 3 dniach — after 3 days 5,1 x 10° 3,7 x 103 3,5 % 10*
Pythium oligandrum po 7 dniach — after 7 days 6,9 x 10! 76,7 x 10! 6,1 x 107
po 10 dniach — after 10 days 0 3,4 x 10! 73,3 x 10!
po 3 dniach — after 3 days 1,8 x 10° 1,2 x 10% 4,6 x10°
Bacillus subtilis po 7 dniach — after 7 days 0 5,4 %103 2,1 x10*
po 10 dniach — after 10 days 0 1,1 x10? 1,4 x10°
po 3 dniach — after 3 days 3,6 x 10° 5,6 x 10° 2,2 x 10°
Cryptococcus albidosimilis | po 7 dniach — after 7 days 1,3 x10° 2,2 x10° 3,0 x 10*
po 10 dniach — after 10 days 1,2 x 103 3,1 x10° 1,8 x10°
Tabela 3. Srednia liczba CFU/ml badanych mikroorganizméw na roglinach ziemniaka rosnacych w szklarni
Table 3. Mean CFU of investigated microorganisms/ml on potato leaves in the greenhouse conditions
Przezywalnos¢ Pythium Bacillus Cryptococcus
Survival ability oligandrum subtilis albidosimilis
Po 3 dniach — After 3 days 3,0 x 10* 39x10° 2,9 x10°
Po 7 dniach — After 7 days 1,4 x 10* 4,9 x 10* 1,2 x10°
Po 10 dniach — After 10 days 3,0x 103 1,5 x 10* 2,8 x 10*

w warunkach polowych, ktéra po 24 dniach spadta, nato-
miast nie przezyt w warunkach przechowalniczych w tem-
peraturze 2°C, w przeciwienstwie do dwoch gatunkow grzy-
boéw drozdzopodobnych: Aureobasidium pullulans (de Bary)
G. Arnaud oraz Rhodotorula glutinis (Fresen.) F.C. Harri-
son, ktdre przezyly na powierzchni materiatu roslinnego za-
rowno w warunkach polowych, jak i obnizonej temperatury.
W literaturze brak jednoznacznego potwierdzenia wraz-
liwosci P. oligandrum na obnizone temperatury, jednakze
Benhamou i wsp. (2012) wspominaja, ze niekorzystne wa-
runki, takie jak brak optymalnej temperatury czy wilgotno-
$ci, moga znaczaco obnizy¢ antagonizm wobec patogendw.

Preparaty biologiczne charakteryzuja si¢ nizsza sku-
tecznoscig, szczegdlnie w warunkach polowych, od sto-
sowanych w konwencjonalnym rolnictwie chemicznych
srodkow ochrony roslin. Przyczyng tego jest gldwnie zalez-
nosc¢ ich efektywnosci od warunkow srodowiska, takich jak
temperatura, a takze gatunku czy odmiany rosliny oraz nie-
jednokrotnie waskiego spektrum dziatania. Jednakze takie
zalety, jak bezpieczenstwo dla srodowiska, poprzez zasto-
sowanie mikroorganizmow wystepujacych w naturze, czy
pozytywny wpltyw na bezpieczenstwo i jakos¢ wytwarzane;j
zywnos$ci poprzez mozliwos¢ obnizenia st¢zenia stosowa-
nych konwencjonalnych $rodkéw sa przestanka, aby kon-
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