STRESZCZENIE

Przeprowadzone badania wykazaty zasadnos¢ uzycia C. melibiosica i R. mucilaginosa z olejkiem z
drzewa herbacianego jako antagonistow odpowiednio szarej plesni i alternariozy pomidora zwyczajnego.
W czasie doSwiadczenia proba kontrolna wykazywata najwyzszy poziom zarazenia obydwiema
chorobami. Najskuteczniejszy wobec alternariozy byt szczep R. mucilaginosa z adiuwantem, a najmniej
skuteczny szczep C. melibiosica. Szarg plesn najlepiej powstrzymywat fungicyd, ale C. melibiosica z
adiuwantem byfo najefektywniejsze wobec tej choroby, wérdd prob leczonych drozdzami. Znajdowato to
potwierdzenie w $rednim procentowym zarazeniu lisci (tab. nr 1), jak i w hamowaniu rozwoju choroby na
owocach. Stwierdzitem, ze gtéwna role w kontroli tych chorob odgrywa olejek. Wobec tego, niezbedne sg
dalsze badania, okreslajace jego fugistatyczne wiasciwosci wobec rdéznych mykopatogenéw roslinnych
oraz jego wptyw na antagonizm drozdzy. Badania te i ich wyniki, przyczynig sie do powstania jeszcze
skuteczniejszych preparatow drozdzowych, konkurencyjnych dla szkodliwych i drogich fungicydow.

WSTEP

Celem badania byto okreSlenie skutecznosci dziatania Candida melibiosica i Rhodotorula
mucilaginosa oraz Candida melibiosica i Rhodotorula mucilaginosa z olejkiem eterycznym z drzewa
herbacianego jako biologicznych czynnikow ochrony pomidora zwyczajnego odmiany ,Brylant” przed
alternariozg i szarg plesnig podczas wegetacii, i pordwnanie ich ze skutecznoscig fungicydu Gwarant 500
SC.

Pomidor zwyczajny (Lycopersicon esculentum Mill.) z rodziny psiankowatych (Solanaceae Juss.)
to jedna z najwazniejszych roslin uprawnych. Pochodzi z Ameryki Potudniowej lub Srodkowej. W klimacie
umiarkowanym uprawiany jako roslina jednoroczna.

Choroby powodowane przez grzyby, to najwazniejsza pod wzgledem gospodarczym grupa chordb
fungicydy, ktére jednak ze wzgledu na uodparnianie sie patogenéw tracg skutecznos¢, a opracowywanie i
kupno nowych preparatow wymaga duzych kosztow. Dlatego poszukuje sie biologicznych metod ochrony
roslin przed mykozami. Sg nimi m.in. drozdze. Dotychczasowe badania przyniosty efekty w postaci
wyodrebnienia gatunkow drozdzy (Debaryomyces hansenii, Pichia guilliermondii, Candida oleophila)
skutecznych w walce z fitopatogennymi wobec pomidordw grzybami, takimi jak: Botrytis cinerea,
Penicillum digitatum, Aspergillus niger, Rhizopus stolonifer [6]. O skutecznosci drozdzy R. mucilaginosa
jako antagonisty w walce z pozbiorowymi mykozami roslin doniesli m. in. Robiglio i wsp. [10]. Badania
dowiodty tez skutecznosci R. mucilaginosa jako pozbiorowego antagonisty szarej i niebieskiej plesni
jabtek [8] i, wraz z kwasem fitowym, szarej plesni truskawek [14]. Dlatego nie ujmowatem w badaniu
pozbiorowej ochrony pomidora.

Alternarioza wywotywana przez patogena Alternaria solani (typ Ascomycota) pospolicie wystepuje
na pomidorach, a ,zrodtem choroby sg [...] zalegajace w wierzchniej warstwie gleby resztki chorych
roslin’[9]. Szara plesn to choroba wywotywana przez gronowca szarego (Botrytis cinerea Pers) z typu
Ascomycota. Zrodtem patogena sa resztki roslin zalegajace w glebie, a rozwojowi choroby sprzyja
ostabienie roslin innymi chorobami [9]. Antagonizm Candida oleophila i Candida guilliermondii wobec
szarej plesni pomidora podczas wegetacji rowniez zbadano [11] dlatego, postanowitem okreslic
skuteczno$¢ innego gatunku Candida, wspomaganego adiuwantem wobec tej choroby.

W badaniu staratem sie wykazaC, ze stosowanie drozdzy z adiuwantem moze byC réwnie
skuteczne jak stosowanie fungicydu Gwarant 500 SC.



MATERIAL | METODY

Roslina, na ktorej prowadzitem badania, to pomidor zwyczajny (Lycopersicon esculentum Mill.). 72
sadzonki, przy zakupie réwnego wzrostu, pochodzity od hodowcy z okolic Zamoscia.

Drozdze pozyskatem dwa razy z Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie. Regularnie zaktadatem
ich hodowle na szalkach Petriego (fot. nr 1), pobieranych z oddziatu w Zamo$ciu oraz sporzadzatem
zawiesine do spryskiwania obiektow.

W badaniu zastosowatem jedng probe kontrolng (PK) i pie¢ badawczych (PB). W kazdeJ proble
(jedno poletko) posadzitem po 6 sadzonek W pums e
odstepach potmetrowych. Odstepy pomiedzy =
prébami wynosity 90 cm. Préba kontrolna: nie
opryskiwana (1). Proby badawcze: opryskiwana §
fungicydem Gwarant 500 SC (2), opryskiwane
zawiesing Candida melibiosica (3) i zawiesing
Candida melibiosica z olejkiem eterycznym z Y7/

Fot.1 — hodowla (5.06.2012) drzewa herbacianego (4), oraz opryskiwane Fot. 2 - system nawadniajacy
C. melibiosica i R. mucilaginosa zawiesing ~ Rhodotorula mucilaginosa (5) i
Rhodotorula mucilaginosa z olejkiem eterycznym z drzewa herbacianego (6). Stezenie zawiesin —
4,25x108 CFU/ml. Stezenie olejku — 0,3%. Dla badania wykonatem identyczne proby powtérzeniowe
(PKP i PBP) w tym samym czasie i warunkach fizycznych, razem 72 obiekty (schemat nr 1). System
nawadniajacy doprowadzat wode do korzeni kazdego obiektu (fot. nr 2), a liScie opryskiwatem wodg z
drozdzami. Proby odizolowatem od siebie foliowymi ekranami zapobiegajacymi rozprzestrzenianiu sie
zarodnikow Alternaria solani i Botrytis cinerea w trakcie badania. Codziennie mierzytem temperature,
ci$nienie i wilgotno$¢ powietrza. Co tydzien mierzylem suwmiarkg Srednice wszystkich owocow, wzrost
obiektow oraz ilos¢ lisci z objawami chordb. Dane wprowadzatem do tabeli programu Microsoft Office
Excel. Na ich podstawie prowadzitem statystyke i wykonatem wykresy zmiennosci ww. parametrow dla

kazdej proby.
6 6 6 6 6 6
S S S 5 5 S
4 4 4 4 4 4
3 3 3 3 3 3
2 2 2 2 2 2
1 1 1 1 1 1
PBnr1 PBP nr 1 PBnr3 PBP nr3 PBnrd PBP nr5
Gwarant 500 SC (2) Candida melibiosica + olejek eteryczny Rhodotorula mucilaginosa + olejek
z drzewa herbacianego (zawiesina) (4) eteryczny z drzewa herbacianego
(zawiesina) (6)
6 6 6 6 6 6
S S S 5 S S
4 4 4 4 4 4
3 3 3 3 3 3
2 2 2 2 2 2
1 1 1 1 1 1
PK PKP PBnr2 PBP nr 2 PBnr4 PBP nr4
Brak oprysku (1) Candida melibiosica (zawiesina) (3) Rhodotorula mucilaginosa (zawiesina) (5)

Schemat nr 1 — Rozmieszczenie obiektow w prébach



WYNIKI

W badaniu okre$latem procent lisci z objawami chorab,
srednice owocdw i wysoko$¢ obiektow.

Rozwdj alternariozy na lisciach w poszczegéinych prébach.

Proba kontrolna. Podczas trwania badania trend
zarazenie stale wzrastato w umiarkowanym tempie — $rednio o
0,83 p.p. tygodniowo. Poziom maksymalny catego badania
wyniést 40,9% w dniu 11.06.2012 (wyk. nr 1). Odchylenie
standardowe w tej probie wyniosto 4,7%.

Préba badawcza nr 1. To jedna z dwoch prob w ktorych
trend rozwoju choroby byt ujemny (wyk. nr 2). Zmniejszat sie $re-
dnio 0 0,16 p.p. tygodniowo. Poziom maksymalny zarazenia liSci
—30,1%. Odchylenie standardowe wynosito 5,5%.

Préba badawcza nr 2. To préba gdzie zarazenie liSci
wzrastato w sposob identyczny, jak w probie kontrolnej tj. o ok.
0,83 p.p. tygodniowo w czasie catego badania (wyk. nr 3).
Poziom maksymalny wynosit 37,6%. Odchylenie standardowe -
5,6%.

Proba badawcza nr 3. Zarazenie lisci wzrastato w
znacznie wolniejszym tempie niz w poprzednich prébach tj.
srednio o ok. 0,38 p.p. tygodniowo (wyk. nr 4). Poziom
maksymalny to 36,6%, a odchylenie standardowe 5,7%

Préba badawcza nr 4. Zarazenie lisci rosto w tempie ok.
0,64 p.p. tygodniowo, az do poziomu maksymalnego — 34%
(wyk. nr 5). Odchylenie standardowe wyniosto 4,4%.

Préba badawcza nr 5. To druga z prob w ktorej trend
rozwoju alternariozy byt ujemny (wyk. nr 6), choC nie az tak
wyraznie jak w probie badawczej nr 1. Spadek wynosit ok. 0,1
p.p. tygodniowo. Poziom maksymalny — 24,5%. Odchylenie
standardowe byto najnizsze w catym badaniu - 2,8%.

Wzrost obiektow w prébach.

Przyrost wysokosci w kazdej probie byt podobny i wynosit
Srednio 10 cmi/tydzien (wyk. nr 7). Nie zaobserwowatem
zadnych istotnych anomalii.

Srednica owocow.

Srednica owocow przyrastata $rednio o ok.: 0,62
cm/tydzien w probie kontrolnej; 0,68 cm/tydzien w probie
badawczej nr 1; 1,09 cm/tydzien w probie badawczej nr 2; 0,64
cm/tydzien w probie badawczej nr 3; 0,66 cm/tydzien w probie
badawczej nr 4; 0,64 cm/tydzien w probie badawczej nr 5 (wyk.
nr 8). Ograniczenie rozwoju choroby poprzez stosowanie
fungicydu i drozdzy przyczynito sie do szybszego Sredniego,
tygodniowego przyrostu Srednicy owocow, ale nie sprawito, ze
ostateczna ich srednica byta wyzsza niz w probie kontrolnej.
Rozwdj szarej plesni na lisciach i owocach.

Od dnia 18 sierpnia, we wszystkich probach, zaczefa sie
rozwijac szara plesn. Na owocach w probie badawczej 1
wystepowata w postaci, charakterystycznej dla szarej plesni,
widmowej plamistosci (fot. nr 6), ale w pozostatych prébach jej
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WYNIKI c.d.
objawy wobec owocdw byty bardziej wyniszczajace (fot. nr 7).

Skutki wystapienia szarej plesni w zdecydowany sposéb
obnizaty jakosc¢ i ilos¢ zbieranych owocdw, ich przydatno$¢ do
spozycia, oraz estetyke ich wygladu.

Ale szara ple$n, w przeciwienstwie do alternariozy, nie
miata znaczacego wptywu na przyrost sredniej Srednicy owocow
W poszczegdlnych probach.

Rozwoj choroby na lisciach byt bardzo gwattowny w
probach: kontrolnej, badawczej nr 2 i badawczej nr 4 — w ciggu
trzech tygodni spowodowata ok. 94 - procentowe zarazenie ww.
préb (tab. nr 1).

Natomiast najskuteczniejszy wobec szarej ple$ni byt
fungicyd. Po trzech tygodniach stopiert zarazenia lisci wynosit
43% (fot. nr 5). Od samego poczatku wystepowania objawow
szarej pledni zauwazytem, ze Candida melibiosica z
adiuwantem, odznaczato sie najwyzszg skutecznoscig wsrod
prob, w ktorych stosowatem drozdze. Tutaj stopien zarazenia
lisci po tym samym czasie wynosit ok. 49% (fot. nr 3).
Rhodotorula mucilaginosa z adiuwantem, najskuteczniejsze
wobec alternariozy nie okazaty sie tak efektywne w stosunku do
szarej plesni, o czym Swiadczy 80-procentowe porazenie liSci
juz po trzech tygodniach (fot. nr 4, tab. nr 1). Po skofczeniu
badania, nadal prowadzitem obserwacje i opryskiwatem glebe
roztworem olejku eterycznego.

Préba/ 28.8.2 | 49.20 | 11.9.2 | 18.9.2

data 012 12 012 012

PK 91,0 94,3 94,8 98,0
PB 1 216 30,8 37,1 43,3
PB 2 91,8 94,2 94,4 94,6
PB3 42,3 44,7 47,5 49,4
PB4 94,6 92,9 91,7 92,9
PBS 53,1 69,4 79,6 80,0

Tab. 1 - Procent liSci z objawami szarej plesni
podczas badania

Fot. nr 3 — szara plesn (PB 3)
i b

s

Fot. nr 4 — szara plesn (PB 4)

Fot. nr 5 - szara plesn (PB 1)
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DYSKUSJA

Drozdze jako alternatywa dla fungicyddéw w pozbiorowej ochronie roslin zostaty przedstawione w
1989 r. [13]. Od tego czasu, wigkszo$¢ publikowanych prac dotyczyto ich mozliwo$ci, w tego typu
ochronie roslin przed mykozami. Znacznie mniej opublikowano badan nad dziataniem drozdzy w okresie
przedzbiorowym, chociaz potencjalng efektywno$¢ takiego postepowania juz zasugerowano i
prowadzono w tym kierunku badania [5]. Dlatego postanowitem zbadac skutecznosci Candida melibiosica
I Rhodotorula mucilaginosa z adiuwantem wobec dwoch chordb podczas wegetacji. Takie dziatanie moze
ograniczy¢ zaréwno rozwoj choréb w czasie uprawy, jak i koniecznos¢ pozbiorowej ochrony plondw, w
tym sensie, ze wczesniejsze zastosowanie antagonisty daje mu wiecej czasu na kolonizacje catej rosliny,
jeszcze przed pojawieniem sie patogena grzybowego. To umozliwia tez lepszg kontrole choroby [5].

Wiadomo, ze na lisciach pomidora naturalnie wystepujg drozdze z rodzaju Rhodotorula, ktore sq
uwazane za endofityczne [7], a tym samym skuteczniejsze w kontroli patogendw grzybowych [4]. Przez to
prawdopodobnie ich skuteczno$¢ w moim badaniu byta wyzsza, wobec alternariozy niz C. melibiosica.
Z drugiej strony, wykazatem lepsze dziatanie, R. mucilaginosa z olejkiem eterycznym, niz stosowanych
bez niego, co oznacza, ze adiuwant, jakiego uzytem dodatkowo wzmacniat ich antagonizm wobec
alternariozy. Fakt, ze poziom porazenia lisci w probie nr 5 byt duzo nizszy od tego poziomu w probie
leczonej fungicydem, wskazuje na wysokg skuteczno$¢ tej zawiesiny w kontrolowaniu alternariozy.
Natomiast C. melibiosica z olejkiem lepiej sie sprawdzato, jako antagonista szarej plesni, ale nie
zaobserwowatem wyzszej lub, chociaz porownywalnej z fungicydem efektywnosci tej zawiesiny. Same
drozdze Candida wobec szarej plesni byly nieskuteczne, podobnie jak Rhodotorula.

Ponadto, R. mucilaginosa zdolne sg do syntezy i wydzielania do $rodowiska syderoforéw w postaci
kwasu rodotorulowego, ktory wg Calvente’a i wsp. hamuje rozwoj zarodnikow Botrytis cinerea [2]. Nie
sqdze, ze w przypadku mojego badania miato to jakies znaczenie, gdyz proba pryskana zawiesing R.
mucilaginosa miata podobny procent porazenia lisci jak préba kontrolna. Wptyw na to miata wilgotnos¢
powietrza [9], w tej probie najwyzsza w catym badaniu. Ten sam czynnik w probach badawczych,
spowodowat nizszg ostateczng Srednice owocOw niz, w najlepiej wietrzonej probie kontrolnej, gdzie
ostateczna srednica owocdw byta najwyzsza (wyk. nr 8).

Stosunkowo niska skuteczno$¢ drozdzy i drozdzy za adiuwantem wobec szarej plesni, a wysoka
wobec alternariozy, czesciowo potwierdza postawiong we wstepie hipoteze.

Badania nad fungistatycznym dziataniem olejku z drzewa herbacianego sg duzo mniej
zaawansowane, niz badania nad drozdzami, ale podane wyzej obserwacje, wskazujg na wazng role
wybranego przeze mnie adiuwantu w walce z dwiema chorobami. Zaobserwowana przeze mnie
skutecznos¢ olejku wobec szarej ple$ni znajduje potwierdzenie w literaturze. Burgiet i Smagtowski [1]
wykazali petne hamowanie wzrostu kolonii Botrytis cinerea na pozywce, przez olejek z drzewa
herbacianego w stezeniu 0,5% i czeSciowe w nizszych stezeniach. Inne badania, potwierdzity
przydatnos¢ preparatu Timorex (60% olejku) w ochronie pomidora przed zarazg ziemniaka [12]. Te
wyniki, sktonity mnie do sprawdzenia hipotezy o skutecznosci drozdzy z olejkiem, w kontroli mykoz
pomidora w uprawie pod ostonami. Pomimo tego, ze udato mi sie okresli¢ fugistatyczne wiasciwosci
olejku, to nie uzyskatem az tak duzej skutecznosci. Wobec tego, nalezatoby przeprowadzi¢ nowe badania
w uprawie roslin pod ostonami, z jego uzyciem. MoZliwe jest, ze zastosowanie innego stezenia tego
adiuwantu, w potaczeniu ze stworzeniem jak najbardziej niekorzystnych dla grzyba warunkow fizycznych,
spowodowatoby mniejsze straty w uprawie.

Prawdopodobne jest, ze w celu zapobiegania wystapienia szarej plesni, nalezatoby jeszcze
efektywniej hamowac alternarioze. Wysoka skuteczno$¢ fungicydu i jego trujgce wiasciwosci oraz
nieszkodliwe, ale mniej skuteczne drozdze, by¢ moze pozwalajg na integracje ochrony biologiczne
drozdzami (R. mucilaginosa z olejkiem najskuteczniejsze wobec alternariozy) i chemicznej -
najskuteczniejszej wobec szarej plesni. Takie dziatanie mogtoby obnizy¢ iloS¢ uzywanych, trujgcych
fungicydow, przy jednoczesnym utrzymaniu podobnego stopnia kontroli obydwu choréb.

Kolejnym aspektem moze by¢ regularne stosowanie drozdzy z olejkiem lub samego olejku,



bezposrednio na powierzchnie gleby, po zakonczeniu okresu wegetacyjnego roslin. Wiadomo, ze zalega-
ja tam obumarte resztki roslin, a wraz z nimi zarodniki zaréwno Alternaria solani i Botrytis cinerea.

Takie postepowanie mogtoby przyczyni¢ sie do ograniczenia ich liczby w glebie i jednoczesnie
ostabienia ich patogennosci, poniewaz catkowite wyeliminowanie ich wystepowania, jest praktycznie
niemozliwe. Tym samym, w nastepnym okresie wegetacyjnym, posadzone rosliny, rosty by na glebie, na
ktorej liczebno$¢ zarodnikow obu grzybdéw i ich zdolno$¢ do kolonizacji rosliny, (a tym samym ich
fitopatogenno$¢), bytaby obnizona w stosunku do poprzedniego roku. Udowodniono, ze Rhodotorula
glutinis hamowata rozwoj zarodnikdw Botrytis cinerea na martwym materiale roslinnym [3], dlatego warto
zbada¢ dziatanie Rhodotorula mucilaginosa z olejkiem pod tym samym katem. To, w potaczeniu z
dalszym stosowaniem drozdzy z adiuwantem, by¢ moze pozwolitoby na uzyskiwanie plondw w wigkszej
ilosci i lepszej jakosci, co jest oczywistym i gtownym celem prowadzenia upraw.

Ze wzgledu na to, ze olejek jest skutecznym adiuwantem w walce z mykozami, wartym uwagi
obszarem badan mogto by by¢ okreslenie doktadnego wptywu olejku eterycznego z drzewa herbacianego
na same drozdze i opisanie, w jaki sposob wzmacnia ich antagonizm. Zrozumienie oraz wyjasnienie
fizjologicznych zaleznosci miedzy drozdzami a olejkiem, a nastepnie zbadanie ich roli zarowno w
procesach kolonizacji roznych czesci rosliny, jak i powstrzymywania rozwoju patogena grzybowego, w
ré6znych warunkach fizykochemicznych, bytoby waznym osiggnieciem. Takie badania, prowadzone na
roznych gatunkach roslin uprawnych, w jeszcze wiekszym stopniu przyczynityby sie do poszerzenia
wiedzy o antagonistycznych mozliwosciach tych organizmoéw. Umozliwityby takze redukcje uzycia
syntetycznych, szkodliwych dla Srodowiska fungicyddw.

Moje wyniki wykazaty ponadto, ze biorgc pod uwage koniecznos¢ cotygodniowego oprysku
drozdzami i fungicydem, nieco bardziej optacalne jest stosowanie drozdzy z olejkiem eterycznym, niz
srodka Gwarant 500 SC.

Badania nad drozdzami jako skutecznymi antagonistami mykoz roslin, to wciaz zbyt mato poznany,
cho¢ rozwojowy temat. Kluczowe jest zwlaszcza wyjasnienie molekularnych podstaw interakci
antagonista-patogen oraz wptyw adiuwantow, takich jak stosowany przeze mnie olejek eteryczny, na te
interakcje i na efektywno$¢ samych drozdzy.

Mam nadzieje, ze przeprowadzone przeze mnie badanie przyczyni si¢ do lepszego poznania tych
zaleznosci, gdyz ten interesujgcy zakres badan, moze w znacznym stopniu przyczyni¢ sie do
zmniejszenia strat w uprawach, powodowanych przez wystepowanie mykoz.
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