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Sposób bioochrony bulw ziemniaka sadzeniaka przed rozwojem 

fitopatogenów grzybowych. 

Przedmiotem wynalazku jest sposób bioochrony bulw ziemniaka 

sadzeniaka przed rozwoJem fitopatogenów grzybowych. Sposób według 

wynalazku jest przeznaczony dla ekologicznego rolnictwa, jako biologiczna 

metoda zaprawiania hulw ziemniaka sadzeniaka przed okresem przechowywania 

w okresie jesienno-zimowym w celu ochrony przed fitopatogcnami. 

Infekcje fitopatogcnami grzybowymi mogą spowodować obniżenie plonu 

bulw Liemniaków, szczególnie odmian wrażliwych (np. lmpre!)ja) nawet o 70%. 

Ochrona ziemniaka przed chorobami powodowanymi przez patogenne grzyby 

wymaga zabiegów ochrony roślin m. in. zaprawiania preparatami. 

Obecnie na rynku krajowym dostępne są preparaty zawierające fungicydy, 

które w swoim składzie zawierają czynne substancje chemiczne o działaniu 

przeciwgrzybowym. Ich formulacjc oparte są na antygrzybowych substancjach 

czynnych (np. fluazynam. cymoksanil, propincb, difcnokonaLOl, mandipropamid, 

mankozcb, wodorotlenek miedzi, siarczan miedzi, chlorotalonil. cyjaLofamid, 

ametoktradyna, fluopikolid. chlorowodorek propamokarbu, piraklostrobina. folpet 

i in.). Udowodniono jednak. że długoterminowe stosowanie fungicydów powoduje 

degradację środowiska naturalnego. zachwianie naturalnych biocenoz oraz wzrost 

oporności fitopatogenów na stosowane związki chemiczne. Środki chemiczne 

stosowane do ochrony roślin charakteryzują się niską hiodegradowalnością 

w środowisku naturalnym, kumulacją w komórkach organizmów żywych, 

np. w ziemniakach i mogą przechodzić od końcowego ogniwa w łańcuchu żywienia 

do organizmów zwierząt i człowieka. Fungicydy stosowane w ochronie 

sadzeniaków wpływają również na zaburzenie równowagi biologicznej 

w naturalnych biocenozach. 

Alternatywą dla fungicydów są substancje naturalnego pochodzenia które 

wykazują aktywność przeciwdrobnoustrojową wobec fitopatogenów. Ponadto 

środki chemiczne oparte na fungicydach przeznaczone są przede wszystkim 
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dostosowania na polu w CLasic uprawy ziemniaka, nic ma zaś metod stosowanych 

podczas magaLynowania ziemniaków sadzeniaków. Natomiast podstawą produkcji 

Ldrowych ziemniaków sad.Leniaków jest profilaktyka w postaci eliminowania 

źródeł zakażenia. uprawa odmian o podwyższonej odporności, ale przede 

wszystkim prawidłowe przechowywanie zdrowych ziemniaków. 

Trudności utrzymania zdrowego ziemniaka w czasie jego przechowywania 

wynikają z faktu zmieniającego się klimatu, w szczególności podwyższonych 

temperatur w sezonie jesienno - zimowym. co szczególnie dotyka małych 

i średnich producentów. którzy przechowują sadzeniaki tradycyjnymi metodami. 

W warunkach podwyższonej temperatury i wilgotności zarażone bulwy 

ziemniaków ulegają zniszczeniu w ciągu kilkunastu dni. a choroba dotyka do 20% 

magazynowanych ziemniaków. Gospodarstwa zajmujące się uprawą ekologiczną. 

w tym przypadku nie posiadają żadnych rozwiązań ochrony ziemniaka przed 

fitopatogenami. 

Znane są drożdże z kładu Metschnikml'ia pulcherrżma. 

Niniejszy wynalazek rozwiązuje problem ekologicznego sposobu ochrony 

bulw ziemniaka sadzeniaka przed rozwojem fitopatogcnów, bez konieczności 

stosowania środków chemicznych, mogących powodować degradację środowiska 

naturalnego. zachwianie naturalnych biocenoz oraz wzrost oporności 

fitopatogenów na zastosowane związki chemiczne. 

Sposób hioochrony hulw ziemniaka sadzeniaka przed rozwoJem 

fitopatogenów grzybowych charakteryzuje się tym. że ziemniaki traktuje się 

zawiesiną komórek drożdży z kładu Metschnżko,via pulcherrima o gęstości 106- 107 

jtk/ml w postaci kąpieli przcL zanurzenie ziemniaków w czasie 5-1 O minut. a proces 

namnażania komórek drożdży prowadzi się w temp. 20-30°C w czasie 12-48 godz. 

po zaszczepieniu serwatki czystą kulturą drożdży z kładu Metschnikowia 

pulcherrima w ilości inokulum 5-10 % v/v, które inkubowano w temperaturze 20-

30°C w czasie 12-48 godz., przy czym stosuje się kwaśną serwatkę pochodzącą z 

produkcji przemysłowej suplementowaną 1,25-5 g/1 ekstraktem drożdżowym, 2,5-

10 g/1 peptonem i 5-10 g/1 glukozą. 
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Korzystnie drożdże przechowuje się na agarze YPG (1 % ekstraktu drożdżowego. 

2% peptonu. 2% glukozy) w temp. 4°C po ich namnożeniu w temp. 20-30°C przez 

czas 24-72 godziny. 

Sposób według wynalazku jest rozwiązaniem ekologicznym. przyczynia się 

do przywrócenia równowagi biologicznej i ochrony środowiska naturalnego. 

Sposób stosowany do zaprawiania sadzeniaków wpływa pozytywnie na rozwój 

systemu korzeniowego. a w konsekwencji rozwój roślin i zwiększone plony 

podczas uprawy ziemniaka. 

Sposób według wynalazku ilustrują poniższe pr,,:yklady z powołaniem się 

na rysunek, na którym Fig. 1 przedstawia wykres ilustrujący aktywność 

przeciwdrobnoustrojową przykładowych drożdży z kładu Metschnikowia 

pulcherrima wyizolowanych z polskich upraw ekologicznych bez stosowania 

fungicydów w teście in vitro; Fig 2 wykres ilustrujący plon biomasy hodowli 

drożdży M. p11lrherrima, w podłożach serwatkowych o różnym poz10m1e 

suplementacji. Fig. 3 wykres ilustrujący dynamikę wzrostu drożdży 

M. pulcherrima w bioreaktorze w pożywce serwatkowej; Fig. 3 Al i Bł 

pr,,:edstawiają próby kontrolne inhibicji infekcji ziemniaka prLeL Alternaria :mlani 

(A) i Fusarium sambucinum (B). a Fig.3 A2 i B2 - próby z naniesioną hodowlą 

drożdży z kładu M. pulcherrima na podłożu serwatkowym. 

Przykład 1. 

Drożdże M. pulchcrrima wyizolowano z owoców z polskich upraw 

ekologicznych. Drożdże przechowywano na podłożu agarowym YPG (1 % 

ekstraktu drożdżowego, 2% peptonu. 2% glukoLy) w temperaturze 4 °C po 

uprzedniej inkubacji drożdży w temp. 20°C przez 24 godz. 

Ocenę działania przeciwdrobnoustrojowego drożdży z kładu 

Metschnikowia pulcherrima w warunkach in vitro na fitopatogeny ziemniaka 

przeprowadzono metodą dyfuzyjna-agarową. Szczepy z kładu M. pulcherrima 

hodowano na pożywce YPG przez 12 godzin w temperaturze 20°C na wytrząsarce 

(Unimax, Heidolph, Niemcy) przy 160 rpm. Uprzednio przygotowane zawiesiny 

fitopatogenów (106 jtk/rnL) w ilości 100 µI przenoszono na agar PDA. Następnie, 
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za pomocą sterylnego korkobora, w płytkach agarowych wycięto studzienki 

o średnicy 10 mm, do których wprowadzono 250 µl hodowli drożdży izolatów z 

kładu M. pulcherrima. Płytki inkubowano w temp. 25°C przez 2-5 dni, w zależności 

od rodzaju fitopatogenu. Średnice stref zahamowania wzrostu patogenów mierzono 

w mm. Na Fig. I przedstawiono strefy zahamowania wzrostu patogenów przez 

szczepy drożdży M. pulrherrima. 

Hodowlę szczepu drożdży M. pulrhcrrimo prowadzono w reaktorze 

szklanym LPP Equipment o objętości całkowitej SL. W reaktorze, sterylizowano 

3L pożywki, którą zaszczepiono 150 ml inokulum (57a ). Inokulum stanowiła 

hodowla drożdży w serwatce kwaśnej suplemcntowanej 1,25 g/1 ekstraktu 

drożdżowego. 2.5 g/1 peptonu i 5 g/1 glukozy, inkubowana w temp. 20°C przez czas 

12 godz. Hodowlę w reaktorze prowadzono w kwaśnej serwatce suplementowanej 

1.25 g/1 ekstraktu drożdżowego. 2.5 g/1 peptonu i 5 g/1 glukozy w reaktorze w 

temperaturze 20°C w czasie 12 godzin przy prędkościach mieszadła: 200 rpm. 

Na Fig.2 przedstawiono dynamikę wzrostu izolatu drożdży z kładu 

M. pulclzerrima na suplcmcntowanym serwatce \V reaktorze w całym 

96-godzinnym cyklu hodowli. 

Testy przeciwdrobnoustrojowe in situ na sadzeniakach przeprowadzono po 

ich kąpieli w zawiesinie komórek po 12-godz. hodowli drożdży z kładu 

M. pu/cherrima o gęstości 1 (f' jtk/ml w kwaśne serwatce suplementowanej 1.25 g/1 

ekstraktu drożdżowego. 2,5 g/1 peptonu i 5 g/1 glukozy. w której zanurzono 

ziemniaki na 5 minut i następnie pozostawiono do wyschnięcia. Następnie 

ziemniaki traktowano fitopatogenami poprzez nacięcia skalpelem, do których 

wprowadzono 20 µl każdej zawiesiny fitopatogcnów grzybowych. Próbę kontrolną 

stanowiły ziemniaki traktowane tylko patogenami. Ziemniaki inkubowano w temp. 

25±5°C przez 14 dni. Dla porównania sprawdzono aktywność hamowania wzrostu 

fitopatogenów przez hodowlę drożdży z kładu M. pulcherrima w pożywce 

referencyjnej YPG. Procent porażenia fitopatogenem mierzono w porównaniu do 

kontroli zgodnie Iz równaniem: 

Inhibicja (%) = (C - T) / C x 100 

PL 441895 A1

5/15



gdzie: 

C - % inwazji filopalogcnu na ziemniakach kontrolnych, 

T - % inwazji fitopatogenu na ziemniakach traktowanych drożdżami 

M. pulcherrima wyizolowanych z kwiatów truskawki na podłożu serwatkowym/ na 

podłożu YPG. 

Procent porażonej powierzchni mierzono po przecięciu sadzeniaków na pół. 

Test przeprowadzono w trzech powtórzeniach. Wyniki przedstawiono w taheli 1. 

Tahela 1. Inhihicja porażenia sadzeniaków fitopatogenami [%] przez hodowle;: izolatu drożdży 
11 d M 1 1 l l dl . YPG Z ~ a ll . pu e 1errt111a w pozvwce serwat wwe1 w porownanm l o po oza 

Fito patogen 
Pożywka hodowlana 

serwatkowa YPG 

Fusarium oxysporum 30±10 30±5 

Fusarium sambw:irmm 100±0 80±10 

Altenwria altemata 100±0 80±5 

Altenwria so/ani 100±0 90±5 

Altemaria tenuissima 100±0 95±5 

Co/letotrichum coccodes 100±0 100±0 

Rhizactonia solani 50±5 60±5 

Phoma exiiuc, 100±0 80±5 

Komórki drożdży z kładu Metsrhnikowia pulrherrima namnożone 

na podłożu serwatkowym hamowały wzrost fitopatogenów grzybowych na 

ziemniaku podczas jego przechowywania: Fusarżum oxysporum, Fusariwn 

sambucżnum, Alternaria allemata, Altemaria solani, Altemaria tenuissima. 

Colletotrichum coccodes, Rhizoctonia solani, Plwma exigua. 

Przykład 2. 

Drożdże M. pulcherrima wyizolowano z owoców z polskich upraw 

ekologicznych. Drożdże przechowywano na podłożu agarowym YPG (1 % 

ekstraktu drożdżowego, 2% peptonu, 2% glukozy) w temperaturze 4°C 

po uprzedniej inkubacji drożdży w temp. 25°C przez 48 godz. 
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Ocenę działania pu:eciwdrobnoustrojowego drożdży z kładu 

Melschnikmvia pulcherrima w warunkach in vitro na fitopatogeny ziemniaka 

przeprowad,wno metodą dyfuzyjna-agarową. Szczepy z kładu M. pulcherrima 

hodowano na pożywce YPG przez 24 godziny w temperaturze 25°C na wytrząsarce 

(Unimax. Heidolph. Niemcy) przy 160 rpm. Uprzednio przygotowane zawiesiny 

fitopatogenów (106jtk/mL) w ilości 100 µl przenoszono na agar PDA. Następnie. 

za pomocą sterylnego korkohora, w płytkach agarowych wycięto studzienki 

o średnicy 10 mm, do których wprowadzono 250 µI hodowli drożdży - izolatów 

z kładu M. pulcherrima. Płytki inkubowano w temp. 25°C przez 2-5 dni. 

w zależności od rodzaju fitopatogenu. Średnice stref zahamowania wzrostu 

patogenów mierzono w mm. Na Fig. 1 przedstawiono strefy zahamowania wzrostu 

patogenów przez szczepy drożdży M. pulcherrima. 

Hodowlę szczepu drożdży M. pulcherrinw prowadzono w reaktorze 

szklanym LPP Equipment o objętości całkowitej 5L. W reaktorze, sterylizowano 

3L pożywki, którą zaszczepiono 225 ml inokulum (7.5% ). Jnokulum stanowiła 

hodowla drożdży w serwatce kwaśnej suplcmentowanej 2,5 g/1 ekstraktu 

drożdżowego. 5 g/1 peptonu i 7,5 g/1 glukozy, inkubowana w temp. 25°C przez czas 

24 godz. Hodowlę w reaktorze prowadzono w kwaśnej serwatce suplementowanej 

2.5 g/1 ekstraktu drożdżowego. 5 g/1 peptonu i 7 .5 g/1 glukozy w reaktorze 

w temperaturze 25°C w czasie 24 godzin przy prędkościach mieszadła: 200 rpm. 

Na Fig. 2 przedstawiono dynamikę wzrostu izolatu drożdży z kładu M. p11lrherrima 

na suplcmentowanej serwatce w reaktorze w całym 96-godzinnym cyklu hodowli. 

Testy przeciwdrobnoustrojowe in situ na sadzeniakach przeprowadzono po 

ich kąpieli w zawiesinie komórek po 24-godz. hodowli drożdży z kładu 

M. pulcherrima o gęstości 106 jtk/ml w kwaśne serwatce suplementowanej 2,5 g/1 

ekstraktu drożdżowego, 5 g/1 peptonu i 7,5 g/1 glukozy, w której zanurzono 

ziemniaki na 7 minut i następnie pozostawiono do wyschnięcia. Następnie 

ziemniaki traktowano fitopatogenami poprzez nacięcia skalpelem, do których 

wprowadzono 20 µI każdej zawiesiny fitopatogenów grzybowych. Próbę kontrolną 

stanowiły ziemniaki traktowane tylko patogenami. Ziemniaki inkubowano w temp. 

25±5°C przez 14 dni. Dla porównania sprawdzono aktywność hamowania wzrostu 
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fitopatogcnów prLcz hodowlę drożdży z kładu M. pulcherrima w pożywce 

referencyjnej YPG. Procent porażenia fitopatogenem mierLOno w porównaniu 

do kontroli Lgodnie Iz równaniem: 

Inhibicja(%)= (C - T) / C x 100 

gdzie: 

C - ~ inwazji fitopatogcnu na ziemniakach kontrolnych, 

T - % inwazji fitopatogcnu na ziemniakach traktowanych drożdżami 

M. pulcherrima wyiLOlowanych z kwiatów truskawki na podłożu serwatkowym/ na 

podłożu YPG. 

Procent porażonej powierzchni mierzono po przecięciu sadzeniaków na pół. Test 

przeprowadzono w trzech powtórzeniach. Wyniki przedstawiono w tabeli 1. 

Tahela I. lnhihicja porażenia sadzeniaków fitopatogenami I o/,: I przez hodowlę izolatu clrożclży 

z kładu M. pulrharima w pożywce serwatkowej w porÓ\vnaniu do podłoża YPG. 

Fitopatogen 
Pożywka hodowlana 

serwatko wa YPG 

Fusuriurn oxysporum 30±10 30±5 

Fusuriwn sambucinwn 100±0 80±10 

Alterrwria alterrwtu 100±0 80±5 

Altenwria soluni 100±0 90±5 

Altenwria tenuissirnu 100±0 95±5 

Colletotridzutn coccodes 100±0 100±0 

Rhizoctoniu solllni 50±5 60±5 

Phomu exigull 100±0 80±5 

Komórki drożdży z kładu Metschnikowia pulcherrima namnożone 

na podłożu serwatkowym hamowały wzrost fitopatogenów grzybowych na 

ziemniaku podczas jego przechowywania: Fusarium oxysporum, Fusarium 

sambucinum, Alternaria alternata, Alternaria solani, Alternaria tenuissima, 

Colletotrichum coccodes, Rhizoctonia solani, Phoma exigua. 
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Przykład 3. 

Drożdże M. pulcherrima wyimlowano z owoców z polskich upraw 

ekologicznych. Drożdże przechowywano na podłożu agarowym YPG (1 % 

ekstraktu drożdżowego. 2% peptonu, 2% glukozy) w temperaturze 4"C 

po uprzedniej inkubacji drożdży w temp. 30"C przez 72 godz. 

Ocenę działania przeciwdrobnoustrojowego drożdży z kładu 

Metschnikmvia pulcherrima w wanmkach in vitro na fitopatogeny ziemniaka 

przeprowadzono metodą dyfuzyjna-agarową. Szczepy z kładu M. pulcherrima 

hodowano na pożywce YPG przez 48 godzin w temperaturze 30°C na wytrząsarce 

(Unimax, Heidolph. Niemcy) przy 160 rpm. Uprzednio przygotowane zawiesiny 

fitopatogenów (106 jtk/mL) w ilości 100 µl przenoszono na agar PDA. Następnie, 

za pomocą sterylnego korkobora. w płytkach agarowych wycięto studzienki 

o średnicy 1 O mm. do których wprowadzono 250 p I hodowli drożdży - izolatów 

z kładu M. p11lcherrima. Płytki inkubowano w temp. 25°C przez 2-5 dni, 

w zależności od rodzaju fitopatogenu. Średnice stref zahamowania wzrostu 

patogenów mierzono w mm. Na Fig. 1 przedstawiono strefy zahamowania wzrostu 

fitopatogenów przez szczepy drożdży M. pulcherrima. 

Hodowlę szczepu drożdży M. pulcherrinw prowadzono w reaktorze 

szklanym LPP Equipment o objętości całkowitej 5L. W reaktorze. sterylizowano 

3L pożywki. którą zaszczepiono 300 ml inokulum ( 10%). lnokulum stanowiła 

hodowla drożdży w serwatce kwaśnej suplementowanej 5 g/1 ekstraktu 

drożdżowego. 10 g/1 peptonu i 10 g/1 glukozy, inkubowana w temp. 30°C przez 

czas 48 godz. Hodowlę w reaktorze prO\vadzono w kwaśnej serwatce 

suplementowanej 5 g/1 ekstraktu drożdżowego, 10 g/1 peptonu i 10 g/1 glukozy w 

reaktorze w temperaturze 30°C w czasie 48 godzin przy prędkościach mieszadła: 

200 rpm. Na Fig.2 przedstawiono dynamikę wzrostu izolatu drożdży z kładu 

M. pulcherrima na suplementowanej serwatce w reaktorze w całym 96-godzinnym 

cyklu hodowli. 

Testy przeciwdrobnoustrojowe in situ na sadzeniakach przeprowadzono po 

ich kąpieli w zawiesinie komórek po 48-godz. hodowli drożdży z kładu 
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M. pulcherrima o gęstości 107 jtk/ml w kwaśne serwatce suplcmcntowancj 5 g/1 

ekstraktu drożdżowego. 10 g/1 peptonu i 10 g/1 glukoLy, w której zanurLOno 

Liemniaki na 10 minut i następnie poLOstawiono do wyschnięcia. Następnie 

Liemniaki traktowano fitopatogenami poprzez nacięcia skalpelem. do których 

wprowadzono 20 µ I każdej zawiesiny fitopatogenów grzyhowych. Próhę kontrolną 

stanowiły ziemniaki traktowane tylko patogenami. Ziemniaki inkubowano w temp. 

25±5°C przez 14 dni. Dla porównania sprawdzono aktywność hamowania wzrostu 

fitopatogcnów przez hodowlę drożdży z kładu M. pulcherrima w pożywce 

referencyjnej YPG. Procent porażenia fitopatogcncm mierzono w porównaniu do 

kontroli zgodnie IL równaniem: 

Inhibicja(%)= (C -T) / C x 100 

gdzie: 

C - * inwazji fitopatogenu na ziemniakach kontrolnych. 

T - % 
. .. 
mwazJt fitopatogcnu na ziemniakach traktowanych drożdżarni 

M. pukhcrrima wyizolowanych z kwiatów truskawki na podłożu scrwatkowym/ na 

podłożu YPG. 

Procent porażonej powicrLchni mierzono po prLccięciu sadLcniaków na pól. Test 

przeprowadLOno w trzech powtórLeniach. Wyniki przedstawiono w tabeli 1. 

Tabela l. Inhibicja porażenia sadzeniaków fitopatogenami I "/o I przez hodowlę izolatu drożdży z 

kładu i'vl. puld1erri11w w pożywce senvatkowej w porównaniu do podłoża YPG. 

Fitopatogen 
Pożywka hodowlana 

serwatko wa YPG 

Fusuriwn oxyspontm 30±10 30±5 

Fusuriwn sun1buci1wn1 100±0 80±10 

Altemaria altemata 100±0 80±5 

Altemaria solani 100±0 90±5 

Altemaria tenuissima 100±0 95±5 

Colletotrichum coccodes 100±0 100±0 

Rhizoctonia solani 50±5 60±5 

Phoma exigua 100±0 80±5 
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Komórki drożdży z kładu Metschnikmria pulcherrinw namnożone na 

podłożu serwatkowym hamowały w.aost filopalogenów grzybowych na ziemniaku 

podczas jego przechowywania: Fusarium oxysporum, Fusarium sambucimmz, 

Alternaria alternata, Alternaria solani, Alternaria tenuissima, Colletotrichum 

cncrndes, Rhiznctmzia .wlani, Phnma exigua. 
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Zastrzeżenia patentowe 

1. Sposób bioochrony bulw ziemniaka sadLeniaka przed rozwo.1em 

fitopatogenów grzybowych znamienny tym, że ziemniaki traktuje się 

zawiesiną komórek drożdży z kładu Metsrhniknwia pu/rherrima o gęstości 

106- 107 jtk/ml w postaci kąpieli przez zanurzenie ziemniaków w czasie 5-10 

minut, a proces namnażania komórek drożdży prowadzi się w temp. 20-30°C 

w czasie 12-48 godz. po zasLczcpieniu serwatki czystą kulturą drożdży z kładu 

Metschnikowia pulcherrima w ilości inokulum 5-10 7a v/v, które inkubowano 

w temperaturLe 20-30°C w CLasie 12-48 godz., przy czym stosuje się kwaśną 

serwatkę pochodzącą z produkcji przemysłowej suplernentowaną I .25-5 g/1 

ekstraktem drożdżowym, 2.5- I O g/1 peptonem i 5- I O g/1 glukozą. 

2. Sposób według zastrz. 1 znamienny tym, że drożdże przechowuje się na agarze 

YPG (1 % ekstraktu drożdżowego, 29c peptonu, 29c glukozy) w temp. 4°C 

po ich namnożeniu w temp. 20-30°C przez czas 24-72 godziny. 
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