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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb bioochrony bulw ziemniaka sadzeniaka przed rozwojem
fitopatogendw grzybowych. Sposéb wedtug wynalazku jest przeznaczony dla ekologicznego rolnic-
twa, jako biologiczna metoda zaprawiania bulw ziemniaka sadzeniaka przed okresem przechowy-
wania w okresie jesienno-zimowym w celu ochrony przed fitopatogenami.

Infekcje fitopatogenami grzybowymi moga spowodowaé obnizenie plonu bulw ziemniakow,
szczegolnie odmian wrazliwych (np. Impresja) nawet o 70%. Ochrona ziemniaka przed chorobami
powodowanymi przez patogenne grzyby wymaga zabiegdw ochrony roslin m.in. zaprawiania pre-
paratami.

Obecnie na rynku krajowym dostepne sa preparaty zawierajace fungicydy, ktéore w swoim
sktadzie zawierajg czynne substancje chemiczne o dziataniu przeciwgrzybowym. Ich formulacje
oparte sa na antygrzybowych substancjach czynnych (np. fluazynam, cymoksanil, propineb, dife-
nokonazol, mandipropamid, mankozeb, wodorotlenek miedzi, siarczan miedzi, chlorotalonil, cyja-
zofamid, ametoktradyna, fluopikolid, chlorowodorek propamokarbu, piraklostrobina, folpet i in.).
Udowodniono jednak, ze dtugoterminowe stosowanie fungicydow powoduje degradacje $rodowiska
naturalnego, zachwianie naturalnych biocenoz oraz wzrost opornosci fitopatogenéw na stosowane
zwiazki chemiczne. Srodki chemiczne stosowane do ochrony roslin charakteryzuja sie niska biode-
gradowalnoscia w srodowisku naturalnym, kumulacja w komadrkach organizmoéw zywych, np.
w ziemniakach i moga przechodzi¢ od koncowego ogniwa w tahcuchu zywienia do organizmoéw
zwierzat i cztowieka. Fungicydy stosowane w ochronie sadzeniakdéw wptywaja rowniez na zaburze-
nie rwnowagi biologicznej w naturalnych biocenozach.

Alternatywa dla fungicydow sa substancje naturalnego pochodzenia ktéore wykazuja aktyw-
nosc¢ przeciwdrobnoustrojowa wobec fitopatogendw. Ponadto srodki chemiczne oparte na fungicy-
dach przeznaczone sa przede wszystkim dostosowania na polu w czasie uprawy ziemniaka, nie ma
za$ metod stosowanych podczas magazynowania ziemniakdw sadzeniakow. Natomiast podstawa
produkcji zdrowych ziemniakow sadzeniakow jest profilaktyka w postaci eliminowania zrodet zaka-
zenia, uprawa odmian o podwyzszonej odpornosci, ale przede wszystkim prawidtowe przechowy-
wanie zdrowych ziemniakow.

Trudnosci utrzymania zdrowego ziemniaka w czasie jego przechowywania wynikajg z faktu
zmieniajacego sie klimatu, w szczegdlnosci podwyzszonych temperatur w sezonie jesienno-zimo-
wym, co szczegodlnie dotyka matych i srednich producentdw, ktorzy przechowuja sadzeniaki trady-
cyjnymi metodami. W warunkach podwyzszonej temperatury i wilgotnosci zarazone bulwy ziemnia-
kow ulegaja zniszczeniu w ciagu kilkunastu dni, a choroba dotyka do 20% magazynowanych ziem-
niakéw. Gospodarstwa zajmujace sie uprawa ekologiczna, w tym przypadku nie posiadaja zadnych
rozwiazan ochrony ziemniaka przed fitopatogenami.

Znane sg drozdze z kladu Metschnikowia pulcherrima.

Niniejszy wynalazek rozwigzuje problem ekologicznego sposobu ochrony bulw ziemniaka sa-
dzeniaka przed rozwojem fitopatogendw, bez koniecznosci stosowania srodkéw chemicznych, mo-
gacych powodowa¢ degradacje srodowiska naturalnego, zachwianie naturalnych biocenoz oraz
wzrost opornosci fitopatogenoéw na zastosowane zwiazki chemiczne.

Sposoéb bioochrony bulw ziemniaka sadzeniaka przed rozwojem fitopatogenéw grzybowych
charakteryzuje sie tym, ze ziemniaki traktuje sie zawiesing komorek drozdzy z kladu Metschnikowia
pulcherrima o gestosci 108-107 jtk/ml w postaci kapieli przez zanurzenie ziemniakow w czasie 5-10
minut, a proces namnazania komorek drozdzy prowadzi sie w temp. 20-30°C w czasie 12—-48 godz.
po zaszczepieniu serwatki czysta kultura drozdzy z kladu Metschnikowia pulcherrima w iloSci ino-
kulum 5-10% v/v, ktore inkubowano w temperaturze 20-30°C w czasie 12-48 godz., przy czym
stosuje sie kwasna serwatke pochodzaca z produkcji przemystowej, suplementowana 1,25-5 g/l
ekstraktem drozdzowym, 2,5-10 g/l peptonem i 5-10 g/I glukoza.

Korzystnie drozdze przechowuje sie na agarze YPG (1% ekstraktu drozdzowego, 2% pep-
tonu, 2% glukozy) w temp. 4°C po ich namnozeniu w temp. 20-30°C przez czas 24-72 godziny.

Sposob wedtug wynalazku jest rozwigzaniem ekologicznym, przyczynia sie do przywrdcenia
rownowagi biologicznej i ochrony srodowiska naturalnego. Sposéb stosowany do zaprawiania sa-
dzeniakéw wptywa pozytywnie na rozwdj systemu korzeniowego, a w konsekwencji rozwdj roslin
i zwiekszone plony podczas uprawy ziemniaka.
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Sposob wedtug wynalazku ilustrujg ponizsze przyktady z powotaniem sie na rysunek, na kto-
rym Fig. 1 przedstawia wykres ilustrujacy aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa przyktadowych droz-
dzy z kladu Metschnikowia pulcherrima wyizolowanych z polskich upraw ekologicznych bez stoso-
wania fungicydow w tescie in vitro; Fig. 2 — wykres ilustrujacy plon biomasy hodowli drozdzy M. pul-
cherrima, w podtozach serwatkowych o roznym poziomie suplementacji. Fig. 3 —wykres ilustrujacy
dynamike wzrostu drozdzy M. pulcherrima w bioreaktorze w pozywce serwatkowej; Fig. 3: A1 i B1
przedstawiaja proby kontrolne inhibicji infekcji ziemniaka przez Alternaria solani (A) i Fusarium
sambucinum (B), a Fig. 3: A2 i B2 — préby z naniesiong hodowla drozdzy z kladu M. pulcherrima
na podtozu serwatkowym.

Przyktad 1

Drozdze M. pulcherrima wyizolowano z owocow z polskich upraw ekologicznych. Drozdze
przechowywano na podtozu agarokladuym YPG (1% ekstraktu drozdzowego, 2% peptonu, 2% glu-
kozy) w temperaturze 4°C po uprzedniej inkubacji drozdzy w temp. 20°C przez 24 godz.

Ocene dziatania przeciwdrobnoustrojowego drozdzy z kladu Metschnikowia pulcherrima
w warunkach in vitro na fitopatogeny ziemniaka przeprowadzono metoda dyfuzyjno-agarowa.
Szczepy z kladu M. pulcherrima hodowano na pozywce YPG przez 12 godzin w temperaturze 20°C
na wytrzasarce (Unimax, Heidolph, Niemcy) przy 160 rpm. Uprzednio przygotowane zawiesiny fito-
patogenow (108 jtk/mL) wilosci 100 ul przenoszono na agar PDA. Nastepnie, za pomoca sterylnego
korkobora, w ptytkach agarowych wycieto studzienki o srednicy 10 mm, do ktérych wprowadzono
250 ul hodowli drozdzy — izolatow z kladu M. pulcherrima. Ptytki inkubowano w temp. 25°C przez
2-5 dni, w zalezno$ci od rodzaju fitopatogenu. Srednice stref zahamowania wzrostu patogenow
mierzono w mm. Na Fig. 1 przedstawiono strefy zahamowania wzrostu patogenéw przez szczepy
drozdzy M. pulcherrima.

Hodowle szczepu drozdzy M. pulcherrima prowadzono w reaktorze szklanym LPP Equipment
o objetosci catkowitej SL. W reaktorze, sterylizowano 3L pozywki, ktéra zaszczepiono 150 ml ino-
kulum (5%). Inokulum stanowita hodowla drozdzy w serwatce kwasnej, suplementowanej 1,25 g/l
ekstraktu drozdzowego, 2,5 g/l peptonu i 5 g/l glukozy, inkubowana w temp. 20°C przez czas 12
godz. Hodowle w reaktorze prowadzono w kwasnej serwatce, suplementowanej 1,25 g/l ekstraktu
drozdzowego, 2,5 g/l peptonu i 5 g/l glukozy, w reaktorze w temperaturze 20°C w czasie 12 godzin
przy predkosciach mieszadta: 200 rpm.

Na Fig. 2 przedstawiono dynamike wzrostu izolatu drozdzy z kladu M. pulcherrima na suple-
mentowanej serwatce w reaktorze w catym 96-godzinnym cyklu hodowli.

Testy przeciwdrobnoustrojowe in situ na sadzeniakach przeprowadzono po ich kapieli w za-
wiesinie komdrek po 12-godz. hodowli drozdzy z kladu M. pulcherrima o gestosci 10° jtk/ml w kwa-
$nej serwatce, suplementowanej 1,25 g/l ekstraktu drozdzowego, 2,5 g/l peptonu i 5 g/l glukozy,
w ktdérej zanurzono ziemniaki na S minut i nastepnie pozostawiono do wyschniecia. Nastepnie ziem-
niaki traktowano fitopatogenami poprzez naciecia skalpelem, do ktérych wprowadzono 20 ul kazdej
zawiesiny fitopatogenow grzybowych. Probe kontrolna stanowity ziemniaki traktowane tylko pato-
genami. Ziemniaki inkubowano w temp. 25 + 5°C przez 14 dni. Dla porownania sprawdzono aktyw-
nos¢ hamowania wzrostu fitopatogenow przez hodowle drozdzy z kladu M. pulcherrima w pozywce
referencyjnej YPG. Procent porazenia fitopatogenem mierzono w poréwnaniu do kontroli zgodnie
z rownaniem:

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

gdzie:

C - % inwazji fitopatogenu na ziemniakach kontrolnych,

T - % inwazji fitopatogenu na ziemniakach traktowanych drozdzami

M. pulcherrima wyizolowanych z kwiatdw truskawki na podtozu serwatkowym/na podtozu YPG.

Procent porazonej powierzchni mierzono po przecieciu sadzeniakow na pot. Test przeprowa-
dzono w trzech powtdrzeniach. Wyniki przedstawiono w tabeli 1.
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Tabela 1. Inhibicja porazenia sadzeniakoéw fitopatogenami [%)] przez hodowle izolatu drozdzy z kladu
M. pulcherrima w pozywce serwatkowej w poréwnaniu do podioza YPG.

Fusarium é.fysporum 30=10
Fusarium sambucinum 1000
Alternaria alternata 1000
Alternaria solani 1000
Alternaria tenuissima 1000
Colletotrichum coccodes 1000
Rhizoctonia solani 5045
Phoma exigua 1000

Komérki drozdzy z kladu Metschnikowia pulcherrima namnozone na podtozu serwatkowym ha-
mowaty wzrost fitopatogendw grzybowych na ziemniaku podczas jego przechowywania: Fusarium
oxysporum, Fusarium sambucinum, Alternaria alternata, Alternaria solani, Alternaria tenuissima, Colle-
totrichum coccodes, Rhizoctonia solani, Phoma exigua.

Przyktad 2

Drozdze M. pulcherrima wyizolowano z owocdw z polskich upraw ekologicznych. Drozdze prze-
chowywano na podtozu agarowym YPG (1% ekstraktu drozdzowego, 2% peptonu, 2% glukozy) w tem-
peraturze 4°C po uprzedniej inkubacji drozdzy w temp. 25°C przez 48 godz.

Ocene dziatania przeciwdrobnoustrojowego drozdzy z kladu Metschnikowia pulcherrima w wa-
runkach in vitro na fitopatogeny ziemniaka przeprowadzono metoda dyfuzyjno-agarowa. Szczepy
z kladu M. pulcherrima hodowano na pozywce YPG przez 24 godziny w temperaturze 25°C na wytrza-
sarce (Unimax, Heidolph, Niemcy) przy 160 rpm. Uprzednio przygotowane zawiesiny fitopatogenow
(108 jtk/mL) w ilosci 100 ul przenoszono na agar PDA. Nastepnie, za pomoca sterylnego korkobora,
w ptytkach agarowych wycieto studzienki o $rednicy 10 mm, do ktérych wprowadzono 250 pul hodowl
drozdzy — izolatow z kladu M. pulcherrima. Plytki inkubowano w temp. 25°C przez 2-5 dni, w zaleznosci
od rodzaju fitopatogenu. Srednice stref zahamowania wzrostu patogenéw mierzono w mm. Na Fig. 1
przedstawiono strefy zahamowania wzrostu patogenow przez szczepy drozdzy M. pulcherrima.

Hodowle szczepu drozdzy M. pulcherrima prowadzono w reaktorze szklanym LPP Equipment
o objetosci catkowitej SL. W reaktorze, sterylizowano 3L pozywki, ktéra zaszczepiono 225 ml inokulum
(7,5%). Inokulum stanowita hodowla drozdzy w serwatce kwasnej, suplementowanej 2,5 g/l ekstraktu
drozdzowego, 5 g/l peptonu i 7,5 g/l glukozy, inkubowana w temp. 25°C przez czas 24 godz. Hodowle
w reaktorze prowadzono w kwasnej serwatce, suplementowanej 2,5 g/l ekstraktu drozdzowego, 5 g/l
peptonu i 7,5 g/l glukozy, w reaktorze w temperaturze 25°C w czasie 24 godzin przy predkosciach mie-
szadfa: 200 rpm. Na Fig. 2 przedstawiono dynamike wzrostu izolatu drozdzy z kladu M. pulcherrima na
suplementowanej serwatce w reaktorze w catym 96-godzinnym cykliu hodowli.

Testy przeciwdrobnoustrojowe in situ na sadzeniakach przeprowadzono po ich kapieli w zawie-
sinie komorek po 24-godz. hodowli drozdzy z kladu M. pulcherrima o gestosci 108 jtk/ml w kwasne;
serwatce, suplementowanej 2,5 g/l ekstraktu drozdzowego, 5 g/l peptonu i 7,5 g/l glukozy, w ktorej za-
nurzono ziemniaki na 7 minut i nastepnie pozostawiono do wyschniecia. Nastepnie ziemniaki trakto-
wano fitopatogenami poprzez naciecia skalpelem, do ktérych wprowadzono 20 ul kazdej zawiesiny fito-
patogenow grzybowych. Probe kontrolng stanowity ziemniaki traktowane tylko patogenami. Ziemniaki
inkubowano w temp. 25 + 5°C przez 14 dni. Dla poréwnania sprawdzono aktywnos$¢ hamowania wzrostu
fitopatogenow przez hodowle drozdzy z kladu M. pulcherrima w pozywce referencyjnej YPG. Procent
porazenia fitopatogenem mierzono w poréwnaniu do kontroli zgodnie z réwnaniem:

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

C - % inwazji fitopatogenu na ziemniakach kontrolnych,

T - % inwazji fitopatogenu na ziemniakach traktowanych drozdzami

M. pulcherrima wyizolowanych z kwiatdw truskawki na podtozu serwatkowym/ na podtozu YPG.

Procent porazonej powierzchni mierzono po przecieciu sadzeniakoéw na pot. Test przeprowa-
dzono w trzech powtdrzeniach. Wyniki przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Inhibicja porazenia sadzeniakéw fitopatogenami [%] przez hodowle izolatu drozdzy z kladu M. puicherrima
w pozywce serwatkowej w poréwnaniu do podioza YPG.

Fusarium oxysporum 3010 3045
Fusarium sambucinum 1000 80+10
Alternaria alternata 1000 80%5
Alternaria solani 1000 9045
Alternaria tenuissima 100+0 9545
Colletotrichum coccodes 100+0 100£0
Rhizoctonia solani 50+5 60+5
Phoma exigua 1000 80+5

Komérki drozdzy z kladu Metschnikowia pulcherrima namnozone na podtozu serwatkowym ha-
mowaty wzrost fitopatogendw grzybowych na ziemniaku podczas jego przechowywania: Fusarium
oxysporum, Fusarium sambucinum, Alternaria alternata, Alternaria solani, Alternaria tenuissima, Colle-
totrichum coccodes, Rhizoctonia solani, Phoma exigua.

Przyktad 3

Drozdze M. pulcherrima wyizolowano z owocow z polskich upraw ekologicznych. Drozdze prze-
chowywano na podtozu agarowym YPG (1% ekstraktu drozdzowego, 2% peptonu, 2% glukozy) w tem-
peraturze 4°C po uprzedniej inkubacji drozdzy w temp. 30°C przez 72 godz.

Ocene dziatania przeciwdrobnoustrojowego drozdzy z kladu Metschnikowia pulcherrima w wa-
runkach in vitro na fitopatogeny ziemniaka przeprowadzono metodg dyfuzyjno-agarowa. Szczepy
z kladu M. pulcherrima hodowano na pozywce YPG przez 48 godzin w temperaturze 30°C na wytrza-
sarce (Unimax, Heidolph, Niemcy) przy 160 rpm. Uprzednio przygotowane zawiesiny fitopatogenow
(108 jtk/mL) w ilosci 100 ul przenoszono na agar PDA. Nastepnie, za pomoca sterylnego korkobora,
w ptytkach agarowych wycieto studzienki o $rednicy 10 mm, do ktérych wprowadzono 250 ul hodowl
drozdzy — izolatow z kladu M. pulcherrima. Plytki inkubowano w temp. 25°C przez 2-5 dni, w zaleznosci
od rodzaju fitopatogenu. Srednice stref zahamowania wzrostu patogenéw mierzono w mm. Na Fig. 1
przedstawiono strefy zahamowania wzrostu fitopatogendw przez szczepy drozdzy M. pulcherrima.

Hodowle szczepu drozdzy M. pulcherrima prowadzono w reaktorze szklanym LPP Equipment
o objetosci catkowitej SL. W reaktorze, sterylizowano 3L pozywki, ktéra zaszczepiono 300 ml inokulum
(10%). Inokulum stanowita hodowla drozdzy w serwatce kwasnej, suplementowanej 5 g/l ekstraktu droz-
dzowego, 10 g/I peptonu i 10 g/l glukozy, inkubowana w temp. 30°C przez czas 48 godz. Hodowle
w reaktorze prowadzono w kwasnej serwatce, suplementowanej 5 g/I ekstraktu drozdzowego, 10 g/I
peptonu i 10 g/l glukozy, w reaktorze w temperaturze 30°C w czasie 48 godzin przy predkosciach mie-
szadfa: 200 rpm. Na Fig. 2 przedstawiono dynamike wzrostu izolatu drozdzy z kladu M. pulcherrima na
suplementowanej serwatce w reaktorze w catym 96-godzinnym cykliu hodowli.

Testy przeciwdrobnoustrojowe in situ na sadzeniakach przeprowadzono po ich kapieli w zawie-
sinie komorek po 48-godz. hodowli drozdzy z kladu M. pulcherrima o gestosci 107 jtk/ml w kwasne;
serwatce, suplementowanej 5 g/l ekstraktu drozdzowego, 10 g/l peptonu i 10 g/l glukozy, w ktorej zanu-
rzono ziemniaki na 10 minut i nastepnie pozostawiono do wyschniecia. Nastepnie ziemniaki traktowano
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fitopatogenami poprzez naciecia skalpelem, do ktorych wprowadzono 20 ul kazdej zawiesiny fitopato-
genodw grzybowych. Prébe kontrolna stanowity ziemniaki traktowane tylko patogenami. Ziemniaki inku-
bowano w temp. 25 + 5°C przez 14 dni. Dla poréwnania sprawdzono aktywno$¢ hamowania wzrostu
fitopatogenow przez hodowle drozdzy z kladu M. pulcherrima w pozywce referencyjnej YPG. Procent
porazenia fitopatogenem mierzono w poréwnaniu do kontroli zgodnie z réwnaniem:

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

gdzie:

C - % inwazji fitopatogenu na ziemniakach kontrolnych,

T - % inwazji fitopatogenu na ziemniakach traktowanych drozdzami

M. pulcherrima wyizolowanych z kwiatdw truskawki na podtozu serwatkowym/ na podtozu YPG.

Procent porazonej powierzchni mierzono po przecieciu sadzeniakoéw na pot. Test przeprowa-
dzono w trzech powtdrzeniach. Wyniki przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Inhibicja porazenia sadzeniakéw fitopatogenami [%] przez hodowle izolatu drozdzy z kladu M. puicherrima
w pozywce serwatkowej w porownaniu do podioza YPG.

= wk = hodq'w'l-ana;

YPG
Fusarium oxysporum " .30i10 30i5
Fusarium sambucinum 1000 8010
Alternaria alternata 100+0 8045
Alternaria solani 100+0 9045
Alternaria tenuissima 100+0 9545
Colletotrichum coccodes 1000 100+0
Rhizoctonia solani 505 60+5
Phoma exigua 1000 80+5

Komorki drozdzy z kladu Metschnikowia pulcherrima namnozone na podtozu serwatkowym ha-
mowaty wzrost fitopatogendw grzybowych na ziemniaku podczas jego przechowywania: Fusarium
oxysporum, Fusarium sambucinum, Alternaria alternata, Alternaria solani, Alternaria tenuissima, Colle-
totrichum coccodes, Rhizoctonia solani, Phoma exigua.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposob bioochrony bulw ziemniaka sadzeniaka przed rozwojem fitopatogendéw grzybowych,
znamienny tym, ze ziemniaki traktuje sie zawiesing komérek drozdzy z kladu Metschnikowia
pulcherrima o gestosci 106-107 jtk/ml w postaci kapieli przez zanurzenie ziemniakdw w czasie
5-10 minut, a proces namnazania komorek drozdzy prowadzi sie w temp. 20-30°C w czasie
12-48 godz. po zaszczepieniu serwatki czystg kulturg drozdzy z kladu Metschnikowia pulcher-
rima w ilosci inokulum 5-10% v/v, ktére inkubowano w temperaturze 20-30°C w czasie
12-48 godz., przy czym stosuje sie kwasng serwatke pochodzaca z produkcji przemystowe;j,
suplementowana 1,25-5 g/l ekstraktem drozdzowym, 2,5-10 g/| peptonem i 5-10 g/l glukoza.

2. Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Zze drozdze przechowuje sie na agarze YPG za-
wierajacym: 1% ekstraktu drozdzowego, 2% peptonu, 2% glukozy, w temp. 4°C po ich namno-
zeniu w temp. 20-30°C przez czas 24-72 godziny.



Strefa zahamowania wzrostu [mm]

log jtk/ml

PL 246173 B1

Rysunki

15

szczep M. puicherrima wyizolowamy z owocaw jablika

Fo - Fusarium oxysporum

AL - Alternario tenuissima

Fs - Fusarium sambucinum Aa - Alfernaria alternata

Ce - Colletotrichum coccodes  Rs - Rhigoctonia salani

Fig. 1
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