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Yeasts as biological control agents for plants

Abstract: Yeasts can be used for biocontrol of fungal phytopathogens of plants. Antagonistic strains have been selected from different plant
niches. The most effective are Cryptococcus laurentii, Candida sake, C. oleophila, Metschnikowia spp. and yeast-like fungus Aureobasidium
pullulans, which are able to reduce or inhibit the growth of fungi such as e.g. Botrytis, Penicillium and Rhizopus causing rots of fruit and
vegetables or act on other field phytopathogens. Some yeasts from rhizosphere are able to promote plant growth. Different modes of
yeast action have been suggested to be responsible for biological control: competition for nutrients and space on plant organ surfaces,
antibiotic production, lytic enzyme (mainly glucanases and chitinases) excretion and induction of plant resistance by specific enzymes
and phytohormone production. Since the effectiveness of investigated yeasts is sometimes insufficient, different kinds of biocontrol
improvement have been investigated and antagonist mixture, addition of adjuvants, natural substances, mild fungicides or modification
of physical agents have been suggested. Formulas of effective biocontrol preparations based on yeasts have been under investigation.
Freezing, freeze-drying and vacuum-drying have been proposed to be the best methods of yeasts stabilization. High viability, stability,
efficiency of cells and safety during the storage of products have been the goal of investigations. Some commercial preparations have
been registrated e.g. “Shemer” based on Metschnikowia fructicola action, “Candifruit” based on Candida sake which can be used
for protection of fruit and vegetables. Nowadays, the importance of this kind of protective products is restricted but in the future there is
a chance for propagation of biocontrol yeast formulas.
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1. Wstep

Roéliny uprawne, w tym owoce i warzywa w cza-
sie wzrostu, jak i po zbiorze narazone s3 na choroby
wywolywane mikroorganizmami. Oczywistym efektem
wystepowania choréb jest obnizenie zbioréw i pogorsze-
nie ich jako$ci. Sumaryczne straty w produkcji roélinnej
wywolane przez choroby i szkodniki roélin szacowane
sa przez Swiatowa Organizacje Wyzywienia i Rolnictwa
na okolo 30% rocznie w skali calego $wiata. Wystepo-
wanie choréb roslin podnosi réwniez koszty produkcji
roélinnej oraz ma skutki estetyczne poprzez obnizanie
waloréw zdobniczych [48].

Mykozy roslin, choroby powodowane przez grzyby,
stanowig najliczniejszg i najistotniejsza z gospodarczego
punktu widzenia grupe choréb. Jak wiadomo, do walki
z nimi stosuje sie fungicydy, ktére mimo skutecznosci
i prostoty uzycia, nie ciesza si¢ uznaniem ze wzgledu

na zagrozenie bezpieczenstwa zdrowotnego konsumen-
tow spowodowane pozostatosciami fungicydow w rosli-
nach, uodparnianie si¢ patogenéw na srodki chemiczne,
redukcje organizméw pozytecznych, a takze trudnosci
i duze koszty wynalezienia nowych, bezpiecznych pre-
paratow. Te zastrzezenia do stosowania fungicydéw
spowodowaly wzrost zainteresowania biologicznymi
metodami ochrony roslin [80]. Klasyczna definicja glosi,
ze biologiczna metoda ochrony polega na ograniczaniu
rozwoju organizmdw szkodliwych dla roélin za pomoca
czynnikéw biologicznych - innych organizméw lub pro-
duktéw ich metabolizmu [47]. Badania nad czynnikami
biologicznymi, stuzacymi do zwalczania flory patogen-
nej koncentruja sie na poszukiwaniu mikroorganizméw
antagonistycznych dla patogendw ran, gdyz do infekcji
przez zarodniki grzybow dochodzi najczesciej poprzez
miejsce zranienia tkanki roslinnej. Dlatego tez szybka
kolonizacja i wzrost antagonisty w miejscu zranienia
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decyduja o jego skutecznosci. Proces infekcji owocow
i warzyw odpowiedzialny za ich gnicie moze nastapi¢
w okresie pomiedzy kwitnieniem, a uzyskaniem dojrza-
tosci lub w czasie zbioréw. Uzycie mikroorganizméw do
kontroli choréb roélin wymaga zakt6cenia jakiegos etapu
choroby lub cyklu zycia patogenu, zwykle ich dzialanie
dotyczy prewencji infekeji, redukeji kolonizacji tkanek
gospodarza lub sporulacji i przezycia patogenu [71]. Aby
skutecznie zapobiega¢ infekcjom surowcdw roslinnych
przez grzyby fitopatogenne, antagonista powinien by¢
obecny na ich powierzchni przed wystapieniem infek-
cji. Powinien charakteryzowac si¢ wysoka zdolnoscia
do kolonizacji powierzchni ran, szybkim wzrostem,
zdolnoécig do wykorzystania sktadnikéw odzywczych
wystepujacych w matych ilo$ciach w miejscach zranie-
nia oraz wiekszg zdolnoscia do przezycia i rozwoju niz
patogen w szerokim zakresie temperatur, pH i ci$nienia
osmotycznego. Powinien by¢ skuteczny nawet w niskich
stezeniach oraz mie¢ szerokie spektrum dzialania.
Powinien by¢ stabilny genetycznie, mie¢ umiarkowane
wymagania odzywcze i nie powinien produkowa¢ meta-
bolitéw szkodliwych dla zdrowia ludzi oraz nie wywiera¢
szkodliwego dziatania na surowiec. Powinien réwniez
charakteryzowa¢ si¢ odpornoscia na pestycydy [21].

Wiele czynnikéw biokontroli egzystuje naturalnie
na li$ciach roélin, korzeniach i innych strukturach jako
epifity lub saprofity wykorzystujace sktadniki odzyw-
cze w danej niszy ekologicznej. Intensywne badania
nad takimi mikroorganizmami trwaja od okoto 25 lat
i doprowadzily do komercyjnego uzycia zarejestrowa-
nych czynnikéw biologicznych do kontroli choréb roélin.
Do grupy drobnoustrojéw antagonistycznych zalicza
sie pozyteczne bakterie, drozdze i grzyby strzepkowe.
Duzo uwagi poswiecono tez bakteriom antagonistycz-
nym, czego wynikiem sa dostepne na rynku preparaty
bakteryjne oparte o wykorzystanie aktywnych szczepow
[80]. Grzyby strzepkowe sg réwniez przedmiotem badan
nad wykorzystaniem ich w biokontroli kilka gatunkéw,
zwlaszcza grzybow z rodzaju Trichoderma, postuzylo
do sporzadzenia komercyjnych preparatéw do ochrony
réznych upraw - patrz publikacje na ten temat [47,
61, 62, 70, 71, 99]. Niniejsza praca koncentruje si¢ na
wykorzystaniu drozdzy jako czynnikéw ochrony bio-
logicznej, nad ktérymi prowadzi si¢ w ostatnich latach
badania zaréwno laboratoryjne, jak i polowe, ale takze
pojawiaja si¢ na rynku srodkéw ochrony roslin preparaty
oparte o ich dzialanie.

2. Drozdze w ochronie owocow i warzyw
przed chorobami pochodzenia grzybowego

Pierwsze badania dotyczace zastosowania drozdzy
antagonistycznych w stosunku do grzybéw patogennych,
atakujacych po zbiorze owoce i warzywa koncentrowaty
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sie na zaplikowaniu ich po zbiorze w stabilnym i kontro-
lowanym srodowisku przechowywania, ocenie ich aktyw-
noéci przeciwgrzybiczej, gdy czynniki biologiczne tatwo
stosowac na zgromadzone plony [97]. Wedlug innej hipo-
tezy uzycie czynnikéw biokontroli przed zbiorem moze
by¢ bardziej korzystne niz po zbiorze, chociaz wymaga
dobrego zrozumienia epidemiologii choroby, biologii,
ekologii i dynamiki populacji antagonistow [5, 41].
Stosowanie drozdzy po zbiorze owocoéw przedsta-
wiono w licznych publikacjach, szczegélnie z przelomu
XX i XXI'w. (Tab.I). Filonow i wsp. [31] przeba-
dali 28 izolatow drozdzy z rodzaju Cryptococcus, Deba-
ryomyces, Filobasidium, Rhodosporidium, Rhodotorula,
Sirobasidium, Sporidiobolus, Sporobolomyces, Tilletiopsis,
Tremella, Trichosporon i Yarrowia pod katem ich ochron-
nego dzialania na jablka zakazane konidiami Botrytis
cinerea po zbiorze i stwierdzili najlepsza przydatnosé
drozdzy Cryptococcus humicola Y1266, Filobasidium flo-
riforme Y7454 i Rhodosporidium toruloides Y1091 do
ograniczania wielko$ci i stopnia zaawansowania zgni-
lizny na jabtkach przechowywanych zaréwno w tem-
peraturze pokojowej, jak i chtodniczej. Drozdze szybko
kolonizowaly miejsca zranien owocéw, namnazaly sie
i ograniczaly kielkowanie i wzrost patogenu [31].
Wagner iwsp. [93] przebadali 18 szczepéw drozdzy
i wylonili 4 szczepy skutecznie hamujgce wzrost B. cine-
rea na jablkach podczas przechowywania. W doswiad-
czeniu infekcyjnym najwyzszy stopienn hamowania
wzrostu patogenu uzyskano dzialajac drozdzami Pichia
stipitis CBS 5773 (98,5% po 5 dniach po inokulacji, 52%
po 14 dniach), Candida melibiosica 2515 (odpowiednio
75% 1 25%) oraz Candida butyri JCM 1501 i Candida
parapsilosis DSM 70125 (odpowiednio 70% i 10-13%)
[93]. Skuteczne dzialanie antagonistyczne wobec B. cine-
rea oraz Penicillium expansum na jablkach drozdzy
Rhodotorula glutinis LS11, Cryptococcus laurentii LS28
i Aureobasidium pullulans 1LS30 wykazali Lima iwsp.
[51] podczas badan przechowalniczych w temp. 3°C
i 20°C. Uzyskali oni redukcje zgnilizny o 89-91% sto-
sujac szczep LS30, LS28 ograniczyl zmiany chorobowe
na jabtkach o0 86-91% w temp. pokojowej, za$ izolat LS11
byt najskuteczniejszy w temp. 3°C dajac redukeje zmian
0 63-72% [51]. Z kolei Qin i wsp. [72] zastosowali
drozdze: Trichosporon pullulans, C. laurentii, R. glutinis
i Pichia membranefaciens do pozbiorowej ochrony cze-
re$ni przed Alternaria alternata, P. expansum, B. cinerea
i Rhizopus stolonifer i stwierdzili skuteczna ochrone owo-
cow (zmiany gnilne mniejsze niz w kontroli o 73-94%)
przez T pullulans w temp. 25°C, za$ przez R.glutinis
w 0°C. W badaniach laboratoryjnych Schena iwsp.
[79] przebadali wlasciwosci antagonistyczne izolatow
drozdzy z gatunkéw: Debaryomyces hansenii, Pichia
guilliermondii, Candida oleophila, Metschnikowia spp.
wobec B. cinerea, Penicillium digitatum, Aspergillus niger
i R. stolonifer na owocach winogron, grejpfrutach i pomi-



DROZDZE JAKO CZYNNIKI OCHRONY BIOLOGICZNE] ROSLIN 109
Tabela I
Drozdze wykorzystywane w ochronie biologicznej roslin
Drozdze - skuteczni antagonisci Grzyby fitopatogenne | Rosliny (plony) Pis"n:ien—
nictwo
Aplikacja po zbiorze
Cryptococcus humicola, Filobasidium floriforme, Rhodosporidium toruloides | Botrytis cinerea Jabika [31]
Pichia stipitis, Candida melibiosica, C. butyri, C. parapsilosis Botrytis cinerea Jablka [93]
Rhodotorula glutinis, Cryptococcus laurentii, Aureobasidium pullulans Botrytis cinerea, Jabtka [51]
Penicillium expansum
Trichosporon pullulans, Rhodotorula glutinis Alternaria alternata, Czere$nie [72]
Penicillium expamsum,
Botrytis cinerea,
Rhizopus stolonifer
Debaryomyces hansenii, Pichia guilliermondii, Candida oleophila, Botrytis cinerea, Winogrona, [79]
Metschnikowia sp. Penicillium digitatum, | grapefruity,
Aspergillus niger, pomidory
Rhizopus stolonifer
Pseudozyma fusiformata, Metschnikowia sp., Aureobasidium pullulans Monilinia laxa Brzoskwinie [102]
Metschnikowia fructicola Monilinia fructigena Brzoskwinie [30]
nektaryny
Metschnikowia pulcherrima Monilinia fructigena Morele [36]
Metschnikowia pulcherrima Penicillium expansum Jabtka [44]
Aplikacja przed zbiorem
Aureobasidium pullulans, Rhodotorula glutinis Penicillium expansum, | Jabtka [49]
Botrytis cinerea, and
Pezicula malicorticis
Aureobasidium pullulans, Candida oleophila Botrytis cinerea Truskawki [52]
Aureobasidium pullulans, Epicoccum purpurascens Monilinia laxa Czereénie [98]
Candida sake Penicillium expansum Jabtka [(87]
Pichia guilliermondii Botrytis cinerea Winogrona [41]
Metschnikowia sp. Botrytis cinerea Winogrona [79]
Candida infirmominatus Botrytis cinerea, Gruszki [9]
Penicillium expansum
Cadida valida, Rhodotorula glutinis, Trichosporon asahii Rhizoctonia solani Buraki cukrowe (28]
Candida glabrata, Candida maltosa, Candida slooffiae, Cephalosporium maydis | Kukurydza [25]
Rhodotorula rubra, Trichosporon cutaneum
Saccharomyces unispora, Candida steatolytica Fusarium oxysporum Fasola [26]

dorach. Uzyskali bardzo wysoki poziom redukeji zgni-
lizn, uzalezniony od gesto$ci zawiesin drozdzy, siegajacy
nawet blisko 100% w przypadku Botrytis i Rhizopus,
a najefektywniejszym szczepem okazal si¢ izolat Met-
schnikowia LS15 [79]. Zhang iwsp. [102] wyizolo-
wali sposrod 210 izolatow drozdzy i grzybéw drozdzopo-
dobnych 3 izolaty zidentyfikowane jako Pseudozyma
fusiformata, Metschnikowia sp. i A.pullulans, ktére
dobrze chronily owoce brzoskwini przed Monilinia laxa
po zbiorze ograniczajac wystepowanie zmian gnilnych
odpowiednio do 29,3%, 21,3% i 29,3% (stosujac gestosé
komorek 1 x 10%/ml). Badacze wykazali, ze zywe komorki
antagonistéw w znacznym stopniu hamowaly kietko-
wanie zarodnikéw i wydluzanie strzepek kietkowych
[102]. O dzialaniu ochronnym Metschnikowia fructicola

na owocach brzoskwini i nektaryny przeciw rozwojowi
Monilinia fructigena po zbiorze doniesli Ferrari iwsp.
[30], a o zastosowaniu Metschnikowia pulcherrima prze-
ciw brunatnej zgniliznie moreli pisali Grebenisan
iwsp. [36]. Zkolei Janisiewicz iwsp. [44] badali
zdolno$ci réznych szczepdw wyzej wymienionego
gatunku drozdzy do hamowania zgnilizny powodowa-
nej przez P expansum na jablkach i uzyskali zadowala-
jace rezultaty, chociaz zréznicowanie miedzy szczepami
w potencjale biokontrolnym byto widoczne.

Druga koncepcja stosowania drozdzy do pozbioro-
wej ochrony owocéw i warzyw dotyczy aplikacji tych
drobnoustrojow przed zbiorem, jeszcze podczas uprawy.
Wiele patogenéw wlasnie wtedy dostaje si¢ do rosliny
(infekcje ukryte i spokojne), a powodowane przez nie



110

zgnilizny pojawiaja sie dopiero na dojrzatych owocach
[41]. Uzycie drozdzy na polu, szczegdlnie przed infek-
cja patogenem, moze wowczas by¢ bardziej efektywne.
Oczywidcie antagonista wykorzystywany do aplikacji
polowej powinien by¢ bardziej odporny niz antagoni-
sta stosowany po zbiorze na niskie stezenia skladnikow
odzywczych, promieniowanie UV, susze, gwaltowne
zmiany klimatu czy obecno$¢ srodkéw chemicznych [41,
49]. Powinien réwniez wykaza¢ sie szybka i skuteczng
zdolnoscia kolonizacji powierzchni roslin, zwlaszcza
organow docelowych [41]. Drozdze aplikowane przed
zbiorem przedstawiono w Tab. I. Gatunki A. pullulans
oraz R. glutinis w badaniach Leibingera iwsp. [49]
po zaaplikowaniu na jablonie wykazaly wysoka adapta-
cje do warunkéw polowych i przechowywania w chtodni
przez okres 6 miesiecy. Stwierdzono, ze ochrona kwiatow
truskawki, ktore stanowig wrota infekcji, jest kluczowa
strategia zapobiegania rozwojowi B.cinerea zar6wno
przez $rodki biologiczne, jak i chemiczne. Stwierdzono,
ze grzyby drozdzopodobne A. pullulans oraz drozdze
C.oleophila byly bardziej efektywne wobec zgnilizny
przechowalniczej B. cinerea na truskawkach, gdy byly
stosowane na polu w poréwnaniu z uzyciem bezposred-
nio po zbiorze. Oba drobnoustroje kolonizowaly kwiaty
i nie dopuszczaty do infekcji przez B. cinerea [52]. Apli-
kacja A. pullulans i Epicoccum purpurascens na kwiaty
czere$ni redukowala liczbe ukrytych infekgji przez Moni-
linia laxa w zielonych owocach [98]. Dobre rezultaty
moze da¢ zastosowanie drozdzy tuz przed zbiorem, aby
przeciwdziata¢ rozwojowi patogenéw w rankach powsta-
tych podczas uszkodzen w trakcie zbioru lub po nim.
Candida sake zaaplikowane 2 dni przed zbiorem skutecz-
nie przeciwdzialaly rozwojowi niebieskiej zgnilizny na
jabtkach przez 4 miesigce przechowywania [87]. A. pul-
lulans zastosowany na truskawki bezpo$rednio przed
zbiorem redukowat zgnilizne Rhizopus o 72%, natomiast
stabo dziatat na Botrytis [52]. Innym wskazaniem dla
aplikacji preparatéw drozdzowych przed zbiorem jest
specyfika owocdow, ktore posiadaja woskowe naloty
(winogrona) lub niekorzystny jest ich kontakt z woda
podczas przechowywania (truskawki). Ben-Arie
i wsp. [41] badali dzialanie drozdzy P.guilliermondii
na hamowanie zgnilizny pozbiorowej na winogronach
aplikujac antagoniste przed i po zbiorze owocow. Stwier-
dzili skuteczny efekt hamujacy w obu przypadkach, lecz
preparat aplikowany po zbiorze usunal powierzchniowy
nalot, co nie bylo korzystne dla owocow [41]. Schena
i wsp. [79] zastosowali szczep Metschnikowia LS15 na
owoce winogron przed zbiorem i przy pieciokrotnych
opryskach zawiesing antagonisty uzyskali redukcje
zmian chorobowych wywolanych B. cinerea o 38,2%, jed-
nak populacja drozdzy w warunkach polowych szybko
zmniejszala si¢. Drozdze Cryptococcus infirmominatus,
C. laurentii i R. glutinis zastosowano 1 dzien lub 3 tygo-
dnie przed zbiorem do hamowania szarej i niebieskiej
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zgnilizny na gruszkach. Obiecujace wyniki uzyskano dla
C. infirmonimatus, ktére po aplikacji przez 3 tygodnie
utrzymywaly liczebno$¢ na wysokim poziomie i kilku-
krotnie zmniejszaly ogélny stan zmian chorobowych
w trakcie przechowywania owocow [9].

3. Zastosowanie drozdzy do hamowania fitopato-
genow grzybowych pochodzenia glebowego

El-Tarabily [28] donidst o zastosowaniu trzech
gatunkow drozdzy: Candida valida, R. glutinis i Tricho-
sporon asahii z ryzosfery buraka cukrowego, ktére indy-
widualnie lub w kombinacji redukowaty zgorzel siewek
i zgnilizne korzeni buraka cukrowego powodowang
przez Rhizoctonia solani AG-2-2. Wykazano, ze za aktyw
nos¢ przeciwgrzybowa C. valida odpowiedzialne sg rdzne
mechanizmy: produkcja B-1,3-glukanazy, zwigzkow
lotnych, metabolitéw przeciwgrzybowych, obecno$¢ lot-
nych zwigzkéw inhibujacych stwierdzono u R. glutinis
a u T asahii wydzielanie metabolitéw przeciwgrzybo-
wych. Badane drozdze stosowano réwniez w kombinacji
do wzmocnienia dziatania protekcyjnego buraka cukro-
wego przed chorobami [28]. E1-Mehalawy iwsp.
[25] doniesli o zastosowaniu drozdzy Candida glabrata,
Candida maltosa, Candida slooffiae, Rhodotorula rubra
i Trichosporon cutaneum indywidualnie lub facznie do
znacznej redukcji Cephalosporium maydis, grzyba powo-
dujacego chorobe kukurydzy. Drozdze produkowaly
dyfuzyjne metabolity antygrzybowe i enzymy degradu-
jace $ciang komodrkowa [25]. Natomiast drozdze z ryzo-
sfery Saccharomyces unispora i Candida steatolytica znacz-
nie ograniczaly wzrost Fusarium oxysporum, przyczyne
fuzariozy fasoli, produkujac zwiazki antybiotyczne [26]
(Tab. I). Sugeruje sie, ze wydzieliny korzeni odgrywaja
znaczna role w efektywnosci drozdzy w biokontroli [27].

Waznym zjawiskiem odpowiadajacym za skutecz-
nos¢ czynnikéw biokontroli wobec grzybéw patogen-
nych pochodzenia glebowego jest zdolno$¢ do ochrony
nasion i korzeni roslin przejawiajaca si¢ szybka kolo-
nizacja powierzchni korzeni przez antagoniste. Zja-
wisko to nazwano kompetencjg ryzosfery [3]. W pracy
El-Tarabily [28] stwierdzono, ze drozdze C. valida
oraz T. asahii skolonizowaty 95% korzeni po 6 dniach od
pojawienia si¢ korzeni buraka cukrowego, za$ R. glutinis
skolonizowata 90% korzeni po 8 dniach. Stwierdzono,
ze gesto$¢ populacji poszczegdlnych drozdzy zmieniata
sie w zalezno$ci od gtebokosci w glebie i byta najwieksza
w pierwszych 4 cm systemu korzeniowego. Jednak bada-
nia tego zjawiska u drozdzy sg nieliczne [26, 28], a warto
bytoby wzia¢ je pod uwage jako warunek wstepny do
skutecznej kontroli biologicznej chordb korzeni. Obser-
wowany w badaniach brak niezawodnej kontroli moze
by¢ zwigzany z niepowodzeniami w kolonizacji korzeni
przez badane drobnoustroje [27].
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Wykazano, ze niektdre drozdze pochodzace z ryzo-
sfery lub gleby moga wykazywaé wlasciwosci stymu-
lujace wzrost roélin, a wiec mozna je zaliczy¢ do grupy
drobnoustrojéw PGP (Plant Growth Promoting), do
ktérej nalezg rhizobakterie oraz grzyby strzepkowe np.
z rodzaju Trichoderma. Drobnoustroje zaliczane do tej
grupy moga wspomagac wzrost roslin poprzez produkcje
fitohormonow (gibereliny, auksyny, cytokininy), wita-
min, zwigkszenie dostepnosci niektdrych pierwiastkdw
biogennych (azot, fosfor), uruchamianie skfadnikéw
pokarmowych z gleby i materii organicznej (np. produk-
cja sideroforéw), zwigkszenie intensywnosci pobierania
i przemieszczania sktadnikéw mineralnych oraz obniza-
nie aktywnosci patogenow glebowych [27, 99]. W lite-
raturze mozna znalez¢ kilka doniesien sugerujacych, ze
drozdze wywierajg efekt stymulacyjny na wzrost roslin.
Perondii i wsp. [67] zastosowali Sporobolomyces
roseus do zwiekszenia wydajnosci pszenicy o 16-30%,
za§ Abd El-Hafez iShehata [2] uzyli drozdzy
z rodzaju Rhodotorula do zwigkszenia wzrostu i owo-
cowania pomidoréw. Inokulacja gleby wspomnianymi
wezesniej drozdzami C.valida, R.glutinis i T asahii
korzystnie wplywata na wzrost buraka cukrowego za-
réwno w obecnodci, jak i przy braku patogenu R. solanii
w prébach szklarniowych. Wykazano, ze inokulacja droz-
dzami spowodowala wzmocniony wzrost korzenia i pedu
na skutek aktywno$ci kwasu indolo-3-octowego (IAA),
giberelin (GA3) i prawdopodobnie innych regulatoréw
wzrostu [28]. EI-Mehalawy iwsp. [25] zauwazyli,
ze zastosowanie drozdzy C. glabrata, C. maltoza, C. sloof-
fiae, R.rubra i T. cutaneum pojedynczo lub w kombi-
nacji sprzyjalo wzrostowi kukurydzy przy nieobecnosci
C.maydiis. E1-Mehalawy [26] zauwazyl pozytywne
dziatanie drozdzy S. unispora i C. steatolytica na wzrost
fasoli wtedy, gdy grzyb E oxysporum byt nieobecny.

Obecnie duze nadzieje sa pokladane w dzialaniu
drobnoustrojow endofitycznych, czyli bytujacych natu-
ralnie w tkankach roslinnych w okreslonej fazie cyklu
zyciowego i nie powodujacych w nich zadnych uszko-
dzen [68, 84]. Oprocz bakterii i grzybow strzepkowych,
réwniez niektére drozdze endofityczne byly badane pod
katem aktywnosci stymulujacej wzrost roélin. Nassar
i wsp. [64] wykazali, ze izolat drozdzy Wiliopsis satur-
nus byl zdolny do produkeji IAA i kwasu indolo-3-piro-
gronowego (IPYA) in vitro, na podlozu wzbogaconym
w L-tryptofan jako prekursor auksyn. Wprowadzenie
tych drozdzy do sadzonek kukurydzy poprzez zanu-
rzanie przycietych korzeni w ich zawiesinie znacznie
wzmacnialo ich wzrost w warunkach szklarniowych
w glebie wzbogaconej tryptofanem lub bez tryptofanu.
Uzyskano wzrost suchej masy ro$lin, wydtuzenie korzeni
i pedow oraz oznaczono wyzsze stezenia IAA i IPYA
w poréwnaniu z roslinami kontrolnymi z tym, ze dziata-
nie drozdzy bylo wzmocnione obecnoscig L-tryptofanu
w glebie [64]. Oprocz wyzej wspomnianych substancji

IAA i IPYA, stwierdzono zdolnos$¢ drozdzy do wytwa-
rzania takich regulatoréw wzrostu jak etylen [54] i GA3
[28]. Istnieja rowniez dowody, Ze poliaminy: putrescyna,
spermidyna i spermina odgrywaja pozytywna role jako
modulatory wzrostu roélin wyzszych [33]. Ze wzgledu na
obfito$¢ wystepowania w srodowisku nie s3 one uwazane
za hormony, lecz tylko za regulatory wzrostu roélin.

4. Mechanizmy antagonistycznego dziatania
drozdzy na wzrost grzybow fitopatogennych

Mechanizmy odgrywajace znaczng role w aktywnosci
biokontrolnej antagonistycznych drozdzy wobec grzy-
béw patogennych roslin obejmuja: wspotzawodnictwo
o sktadniki odzywcze i przestrzen, produkcje enzymow
degradujacych $ciane komoérkows, produkcje metabo-
litéw przeciwgrzybowych i zwigzkéw lotnych, indukeje
odpornosci gospodarza oraz mykopasozytnictwo [27].
Badania dotyczgce mechanizméw oddzialywania droz-
dzy na grzyby patogenne prowadzono na przedstawicie-
lach réznych rodzajow: Debaryomyces [77], Kloeckera
[57], Sporothrix [37], Saccharomyces, Zygosaccharomyces
[87], Sporobolomyces [31, 32, 43], Metschnikowia [46,
102], Tilletiopsis [65], Rhodotorula [50, 74], Cryptococcus
(4, 31, 50], Aureobasidium [12, 42, 102], Pichia [55, 76],
Candida [34, 57, 73], Pseudozyma [71, 102]. Skuteczne
dziatanie czynnika biokontroli moze by¢ efektem wyste-
powania kilku mechanizméw jednoczesnie [22]. Wedlug
El-Tarabily i Sivasithamparam [27] zro-
zumienie sposobow dziatania antagonistycznego droz-
dzy pomoze nie tylko w udoskonaleniu ich aktywnosci
i efektywnosci jako czynnikéw biokontroli, ale umoz-
liwi réwniez rozwéj kryteriéw do szybkiego skriningu
czynnikéw ochrony biologicznej.

4.1. Konkurencja o sktadniki odzywcze i przestrzen

Grzyby fitopatogenne dostaja sie do tkanek rosliny
poprzez bezposrednia penetracje strzepek przez kuti-
kule i epiderme roéliny (pasozyty obligatoryjne) lub
poprzez ranki, uszkodzone tkanki czy naturalne otwory:
aparaty szparkowe i przetchlinki (pasozyty wzgledne).
W obszarach tych znajduje sie wiele sktadnikéw odzyw-
czych. Czynniki biologicznej ochrony moga skutecz-
nie wspodlzawodniczy¢ z patogenem o zajecie miejsca
infekeji i wykorzystujac skladniki, wypiera¢ patogen
poprzez zapobieganie kietkowaniu lub infekeji [32].
W niektérych badaniach obejmujacych obserwacje
mikroskopowe autorzy wykazali, ze komorki drozdzy
wystepuja w bliskim zwigzku ze strzepkami lub agre-
gatami grzybni, gdzie pojawiaja sie wydzieliny grzyba
i nie oznacza to tylko istnienia chemoatrakeji komoérek
drozdzowych w kierunku strzepek znajdujacych sie
na powierzchni lisci, korzeni, owocéw, ale réwniez
jest dowodem na wystepowanie zjawiska konkurencji
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o pokarm i przestrzen [6, 13]. Stwierdzono, ze wcze$-
niejsze (poprzedzajace) zajecie przez drozdze P, guillier-
mondii i C. oleophila miejsc infekcji grzyba i wyklucze-
nie w ten sposéb patogenu jest jednym z mechanizméw
skutecznej ochrony jabtek przed szara plesnig [60, 96].
Wspoétzawodnictwo o pokarm byto bardzo intensyw-
nie badane réwniez w innych ukladach drozdze - grzyb
patogenny m.in.: R. glutinis i C. laurentii - B. cinerea lub
P expansum [13], D. hansenii - P. digitatum [19], C. lau-
rentii i S.roseus — B.cinerea [31, 32], P.guilliermondii
- Pitalicum [6], C. oleophila - P. digitatum [10], M. pul-
cherrima - B. cinerea [69, 83], A. pullulans - B. cinerea,
P expansum, R.stolonifer, A.niger [12], P.fusiformata,
Metschnikowia sp. AP47 i A. pullulans — M. laxa [102].
Ten rodzaj oddziatywania pomiedzy drobnoustrojami
wystepuje zwlaszcza na owocach zawierajacych cukry na
zranionych powierzchniach. Szybkie rozmnazanie droz-
dzy pomaga im w eliminacji patogenéw grzybowych, np.
kielkowanie zarodnikéw B. cinerea bylo calkowicie zaha-
mowane w czasie wspdlnej hodowli in vitro z komoérka-
mi M. pulcherima, natomiast nie stwierdzono dziatania
hamujacego wzrost ple$ni podczas uzycia komérek auto-
klawowanych lub filtratéw komdrkowych [83]. Podobne
obserwacje zachowania zarodnikéw M. laxa w obecno-
$ci zywych 1 inaktywowanych komorek oraz filtratow
pohodowlanych poczynili Zhang iwsp. [102].

4.2. Produkcja czynnikow antybiotycznych

Jest to zjawisko charakterystyczne dla wielu drobno-
ustrojow efektywnie oddzialujacych na inne mikroorga-
nizmy. U drozdzy nie jest obserwowane powszechnie.
Istnieje kilka doniesien w literaturze wskazujacych na ich
zdolnos$¢ do produkgji tego typu metabolitéw wtornych.
Drozdze Pseudozyma, wytwarzaja metabolity o aktyw-
nosci antymikrobiologicznej. Pseudozyma flocculosa wy-
twarza antybiotyki zawierajace kwasy tluszczowe, ktére
dzialajg na przepuszczalnos¢ btony komoérkowej orga-
nizmu docelowego, hamujac jego wzrost [8]. Wykazano,
ze mutanty Pseudozyma nie produkujace glikolipidu
flokulozyny dziataly stabiej na maczniaka [71]. Stwier-
dzono, ze niektdre szczepy P fusiformata wydzielaja
kwas ustilaginowy, glikolipid aktywny wobec réznych
gatunkow drozdzy i grzybow strzepkowych [102]. Grzyb
drozdzopodobny Sporothrix flocculosa wytwarza dwa
antybiotyki — kwas heptadekanoinowy oraz metylohepta-
dekanoinowy, ktdre skutecznie redukowaty kietkowanie
zarodnikéw oraz wzrost B. cinerea i E oxysporum [38].
Urquhart i Punja [92] oczyscili ester kwasu ttuszczo-
wego o aktywnosci przeciwgrzybowej z Tilletiopsis pal-
lescens, ktory skutecznie ograniczal rozwdj maczniaka
Podosphaera xanthii. Byl réwniez aktywny wobec pato-
gendw roélinnych pochodzenia glebowego takich jak:
F oxysporum, Phoma sp., Pythium aphanidermatum [92].
Naturalne drozdze winiarskie z rodzaju Saccharomyces
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i Zygosaccharomyces rowniez in vitro hamowaty wzrost
Rhizoctonia fragariae, Sclerotinia sclerotiorum, Macro-
phomina phaseolina [85]. Natomiast stwierdzono, ze
A. pullulans produkuje aureobazydyne A, przeciwgrzy-
bowy cykliczny depsipeptyd, ktéry hamuje kietkowanie
zarodnikéw, wydluzanie strzepek kietkowych i wzrost
grzybni Monilinia fructicola [100].

Badania nad zjawiskiem antybiozy obejmuja wspdlne
hodowle kolonii obu drobnoustrojéw na pltytkach Petriego
na podlozach statych i pomiary stref inhibicji [83, 85, 94],
hamujace dziatanie filtratéw pohodowlanych na wzrost
i kietkowanie zarodnikéw fitopatogenu in vitro, wyko+
rzystanie sztucznie zranionych owocéw lub lisci, zakazo-
nych antagonistg i patogenem [56, 83]. Masih i wsp.
[56] wykazali bojcze dziatanie P. membranefaciens wobec
B. cinerea w do$wiadczeniach ptytkowych (strefy zaha-
mowania wzrostu) oraz w probéwkach, w bulionie, gdzie
stwierdzono utrate zdolnoéci do kietkowania i nastepnie
tworzenia kolonii. Obserwacje mikroskopowe wykazaty
koagulacje protoplazmy komorek grzyba w obecnosci
P membranefaciens i utrate jej zawartosci [56]. Z kolei
Payne iwsp. [66] zauwazyli, Ze S. cerevisiae i Deba-
ryomyces sp. znacznie redukowaly wzrost wybranych
plesni na skutek dzialania zwigzkéw lotnych.

Wykazano, ze drozdze z rodzaju Candida i Rhodo-
torula wytwarzaja siderofory, chelatory zelaza ze $rodo-
wiska ubogiego w ten pierwiastek. Kwas rodotorulowy
wytwarzany przez Rhodotorula mial zdolno$¢ hamo-
wania kietkowania zarodnikéw réznych patogenéw
m.in. B. cinerea [11].

Niektore doniesienia sugeruja, ze drozdze wytwarza-
jace tzw. toksyne killerowg mogg znalez¢ zastosowanie
w biologicznej kontroli choréb pochodzenia grzybo-
wego. Toksyny killerowe sa biatkami lub glikoproteinami
wiazacymi struktury polisacharydowe $cian komoérko-
wych drozdzy np. (1-6)-B-D-glukanu [39]. Zjawisko
produkowania toksyny przez drozdze jest przedmio-
tem badan naukowcéw od wielu lat, szczegdlnie pod
katem ich wykorzystania w przemysle spozywczym
i fermentacyjnym [75,76]. Walker iwsp. [94] wska-
zali na zdolno$¢ drozdzy killerowych (m.in. P anomala
NCYC 435, S. cerevisiae 28, P. membranifaciens 333) do
hamowania grzybéw patogennych z gatunkéw Hete-
robasidion annosum, R.solani, F equiseti, B.cinerea.
Santos i Marquina [76]i Santos iwsp. [77]
prowadzili badania nad toksyng killerowa P.membra-
nifaciens CYC 1106, ktéra posiada aktywnos¢ przeciw-
grzybowa i przeciwdrozdzows, i wykazali wlasciwosci
hamujace wzrost B. cinerea CYC 20003 in vitro i in vivo
na sztucznie zakazonych grzybem jablkach podczas
przechowywania. Okreslili réwniez mechanizm dziata-
nia toksyny killerowej poprzez wywolywanie zaklécen
gradientow elektrochemicznych btony plazmatycznej, co
powodowalo wyciek jonéw przez nieregulowane kanaty
jonowe w blonie i $mier¢ komorek [75].
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4.3. Produkcja enzymow litycznych

Wydzielanie enzyméw hydrolitycznych, zwlaszcza
chitynaz i glukanaz jest cecha powszechng u wielu
efektywnych czynnikéw kontroli biologicznej. Cecha
ta zostala bardzo dobrze poznana u grzybow strzepko-
wych Trichoderma 71, 99], ale stwierdzono ja réwniez
u niektérych drozdzy. Zdolnoé¢ do produkeji B-1,3-
glukanazy stwierdzono u Pichia anomala, P. membrane-
faciens, R. glutinis, C.laurentii, A. pullulans, Tilletiopsis
albescens i T. pallescens, Candida guilliermondii i C. oleo-
phila. Drozdze hamowaly wzrost takich patogenow jak:
B. cinerea, P.expansum, R.stolonifer, A. niger, Sphaero-
theca fuliginea, P. xanthii na owocach lub liSciach [12,
13, 45, 55, 73, 92]. Natomiast zdolno$¢ do produkeji
chitynazy stwierdzono u drozdzy Candida saitoana,
C. guilliermondii, C.oleophila, T.albescens i T. palles-
cens oraz A.pullulans podczas interakcji odpowied-
nio z B.cinerea [24, 73], P.xanthii [92] i P. expansum
[12], a takze u drozdzy Metschnikowia [78]. Jijakli
i Lepoivre [45] badali uzdolnienia drozdzy P. ano-
mala do wydzielania B-1,3-glukanazy w obecnosci
induktoréw takich jak laminaryna i fragmenty $ciany
komoérkowej B. cinerea i stwierdzili wyzsza produkeje
enzymu w obecnosci fragmentéw $ciany komorkowe;
grzyba jako substratu. Oczyszczony enzym z filtratow
hodowlanych P. anomala wykazal in vitro silniejszy efekt
inhibujacy na strzepki kielkowe niz na kietkowanie
konidiéw i powodowal wyciek cytoplazmy i pecznienie
komorek. Obecnos¢ enzymu byta réwniez wykrywana
na jabtkach traktowanych drozdzami P. anomala hodo-
wanymi w obecnosci fragmentéw grzybni patogenu, co
réwniez potwierdzalo stusznos¢ hipotezy o roli f-1,3-glu-
kanazy w biokontroli wzrostu fitopatogennych grzybow
[45]. Podobne obserwacje poczynili Castoria iwsp.
[13]oraz Masih i Paul [55] podczashodowli drozdzy
w obecnosci $cian komdrkowych B. cinerea i P expan-
sum. Natomiast Saligkarias iwsp.[73] wbadaniach
drozdzy C. guilliermondii i C. oleophila stwierdzili wyzsze
aktywnosci dwoch powyzszych enzyméw w podtozu
hodowlanym zawierajacym glukoze, za$ nizsze, gdy
zrodtami wegla byla laminaryna lub $ciany komérkowe
grzybni B. cinerea. Wielu badaczy obserwowalo wraz
z produkcja enzymow litycznych silng adhezje i potacze-
nie zywych komorek drozdzy do zarodnikéw i strzepek,
wskazujac na bezposrednie rozpoznawanie i interakeje
pomiedzy antagonistycznymi drozdzami, a patogenami
[6, 13,17, 83, 94]. Arras i wsp. [6] zaobserwowali
przylaczanie si¢ komorek P, guilliermondii do grzybni
P italicum, a nastepnie degradacje $ciany komdrkowe;j
w bezposredniej bliskosci. Podobnie E1 Ghaouth
i wsp. [24] zauwazyli powazne uszkodzenia strze-
pek B.cinerea w miejscach bezposredniego kontaktu
z C. saitoana. Enzymy degradujace $ciang komorkowa
patogenu, umozliwiajg inwazje hiperpasozytéw [27].
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4.4. Indukcja odpornosci roslin

Roéliny wyzsze zdolne sa do samodzielnej obrony
przed patogenami i szkodnikami poprzez wydziela-
nie w tkankach réznorodnych zwigzkéw chemicznych
oraz enzymo6w np. amoniakoliazy fenyloalaniny [18],
titoaleksyn (skoparonu, skopoletyny, umbeliferonu) [7,
18], peroksydaz [29] i etylenu [18]. Wojtkowiak-
-Gebarowska [99] opisala role grzybow z rodzaju
Trichoderma w uruchamianiu mechanizméw odpor-
nosci roélin w odpowiedzi na atak grzybéw patogennych.
Droby i wsp. [18] stwierdzili, ze takie wlasciwosci
posiadaja drozdze Candida oleophila, a Ippolito
i wsp. [40] wskazali na drozdzaka A. pullulans. Natomiast
Ghaouth iwsp. [35] zaobserwowali po traktowaniu
jabtek drozdzami C. saitoana pojawienie sie specyficz-
nych struktur obronnych, takich jak brodawki i zgru-
bienia w miejscu zranionej tkanki owocéw i stwierdzili
zbieznos¢ tego zjawiska z produkcja chitynazy i f-1,3-
glukanazy. Zaobserwowano réwniez wzrost aktywnosci
B-1,3-glukanazy w owocach glozyny (jujuby) po aplika-
¢ji drozdzy C. laurentii i indukcje ekspresji genu Glu-1
w tkance owocow, ktorego produkt moze odgrywac role
w odpowiedzi rosliny na atak A. alternata (Fr.) Keissler
i P expansum Link [88, 89]. Owoce pomidora inokulo-
wane P, guilliermondii CNM 2.1801 wykazaly zachowanie
obronne poprzez produkcje peroksydazy, polifenolooksy-
dazy, dysmutazy nadtlenkowej, katalazy, amoniakoliazy
tenyloalaniny, chitynazy i B-1,3-glukanazy [103]. Analiza
proteomiczna owocow brzoskwini i czere$ni wykazata
z kolei, ze P. membranefaciens Hansen wzmacniala ich
odpornos¢ przeciwko P, expansum Link poprzez induk-
¢je produkeji enzymoéw antyoksydacyjnych i bialek zwig-
zanych z patogenezg [14, 15]. Badania Nantawanit
i wsp. [63] na owocach chili inokulowanych drozdzami
P. guilliermondii R13 i patogenem Colletotrichum capsici
réwniez potwierdzily indukcje mechanizméw obron-
nych owocéw poprzez wydzielanie fitoaleksyny, kap-
sidiolu oraz enzymoéw: amoniakoliazy fenyloalaniny,
chitynazy i glukanazy przez zranione tkanki. Badacze
zaobserwowali réwniez zmiany morfologiczne grzyba
[63]. Aktywacja odpowiedzi gospodarza rodlinnego na
atak patogendw na lisciach i owocach jest podobna do
aktywacji zachodzacej podczas ataku patogenéw infe-
kujacych korzenie roslin. Zjawisko to wciaz jest badane,
arola drozdzy jest stabo poznana.

5. Poprawa skutecznosci czynnikow biokontroli

Czynniki biologiczne posiadaja wiele ograniczen i nie
jest zadaniem prostym znalez¢, rozwing¢ i wprowadzi¢
w zycie praktyczne w zastosowaniu preparaty ochrony
biologicznej. Niemniej jednak jest wiele mozliwosci
taczenia réznych czynnikéw biokontroli ze soba, badz
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z metodami agronomicznymi, fizycznymi lub chemicz-
nymi, co daje efekt synergistyczny [82]. W przypadku
stosowania drozdzy glebowych, z ryzosfery, skuteczne
moze by¢ wzbogacanie gleby w skladniki odzywcze
lub stosowanie specjalnych powlok na nasiona, ktére
powinny pomoéc czynnikom biokontroli w przezyciu
i rozmnazaniu w spermosferze i ryzosferze oraz w ich
aktywnosci biologicznej [27]. Juz Fokkema i wsp.
[27] zaobserwowali, ze sacharoza i ekstrakt drozdzowy
zwiegkszaly gesto$¢ wystepujacych naturalnie lub sztucz-
nie wprowadzanych drozdzy na lisciach pszenicy prze-
dluzajac supresje chordb lisci. EI-Tarabily [28]
zastosowal w swojej pracy otreby sojowe jako baze
odzywcza, zapewniajacg dobry wzrost wegetatywny,
namnazanie i przezywalnos¢ wprowadzonych drozdzy.
Natomiast Medina iwsp. [58] wzbogacili glebe w dwa
rodzaje odpadéw rolniczych zawierajacych Yarrowia
lipolytica: suche wytloki z oliwek i wytloki buraczane,
i stwierdzili znacznie wyzsza efektywnos$¢ inokulum
drozdzowego tylko w glebie wzbogaconej sktadnikami
odzywczymi. Szeroko stosowanym w badaniach adiu-
wantem jest chlorek wapnia dzialajacy pozytywnie na
Candida sp. 1 P, guilliermondii w kontroli wzrostu B. cine-
rea [57], a takze na P, guillermondii i P. membranefaciens
przeciwko R. stolonifer [90]. Dziatanie chlorku wapnia
i dwuweglanu sodu Iacznie z A. pullulans na ogranicze-
nie wzrostu B. cinerea na czere$niach badali Ippolito
i wsp. [42] i stwierdzili ograniczenie zgnilizny owocéw
0 62-75% podczas stosowania po zbiorze. Dwuweglan
sodu byl stosowany réwniez w badaniach Spadaro
i wsp. [81] nad uzyciem M. pulcherrima przeciwko nie-
bieskiej zgniliznie na jabtkach oraz C. oleophila przeciwko
antraknozie papai wywolanej przez Colletotrichum gloeo-
sporioides [34]. E1-Ghaouth iwsp. [23] stosowali
drozdze C. saitoana z 0,2% roztworem 2-deoksy-D-glu-
kozy o udowodnionych wlasciwosciach przeciwgrzybo-
wych i stwierdzili wyzsza skuteczno$¢ uzytej mieszaniny
niz samych drozdzy na zgnilizne B. cinerea i P. expansum
podczas stosowania na jabtkach i owocach cytrusowych
w przechowalni. Poziom zgnilizny na jablkach byt nizszy
0 85-95% w poréwnaniu z kontrolg, za$ uzycie samych
drozdzy ograniczato zgnilizne o 45-85%. Natomiast na
owocach cytrusowych obserwowano ograniczenie zgni-
lizny o 63-75%. Efekt dzialania mieszaniny drozdzy
z analogiem glukozy byl zblizony do stosowanych
komercyjnie fungicydéw [23]. Yu i wsp. [101] zasto-
sowali mieszaning drozdzy C. laurentii i chitozanu w ste-
zeniu 0,1% i uzyskali efekt synergistyczny w hamowaniu
niebieskiej zgnilizny jablek. Redukcja wystapienia zmian
chorobowych siegala ok. 63-86% w zaleznosci od lep-
kosci roztwordw chitozanu, natomiast same drozdze ogra-
niczaly rozwdj plesni o 52%. Stwierdzono, ze chitozan
w powyzszym stezeniu skutecznie hamowat lub spowal-
niat kietkowanie zarodnikéw grzyba P expansum i tym
samym wspomagal hamujace dziatanie drozdzy [101].
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Podjeto réwniez probe zastosowania liofilizowanego fil-
tratu grzyba Lentinula edodes w mieszaninie z C. laurentii
LS28 do hamowania wzrostu P, expansum na jablkach
i wydzielania patuliny. Stwierdzono, ze filtrat L. edodes
hamowat kietkowanie konidiéw plesni i stymulowat roz-
woj drozdzy w miejscach zranien jablek. Podczas uzycia
2% w/v roztworu filtratu z zawiesing drozdzy o gestosci
10° komdrek/ml uzyskano calkowita inhibicje wzrostu
Penicillium na zranionych jabtkach w warunkach labora-
toryjnych oraz nie stwierdzono obecnosci patuliny [91].

Inng metoda poprawy skuteczno$ci drozdzy antago-
nistycznych jest stosowanie mieszaniny gatunkow, ktore
moze rozszerzy¢ spektrum aktywnosci, moze wzmocni¢
efektywnos¢ pozwalajac na redukcje czestoéci aplikacji
oraz moze pozwoli¢ na kombinacje réznych sposobdw
biokontroli bez uciekania si¢ do inzynierii genetycz-
nej, co potwierdzili Leibinger i wsp. [49] kompo-
nujgc mieszanineg z 2 szczepow A. pullulans i 1 szczepu
R. glutinis. Z kolei mieszanina saprofitycznych drozdzy
C.laurentii i C.infimo-miniatus izolowanych z owo-
cow gruszy skutecznie ograniczata wzrost P.expansum
Link na gruszkach i jablkach (odpowiednio o0 91 i 84%)
w przechowalni [16].

Niektore drozdze wykazuja oporno$¢ na stosowane
w uprawach pestycydy i takie szczepy mogtyby by¢ wia-
czone w zintegrowane programy kontroli choréb roslin
prowadzace do supresji patogenu przy stosowaniu mniej-
szej ilo$ci fungicyddéw zardwno podczas uprawy jak i po
zbiorze. Zredukowane ilo$ci fungicydu moga stresowa’
i ostabia¢ patogen, czynigc go bardziej podatnym na atak
antagonistow. Integracja czynnikéw biologicznych z fun-
gicydami oferuje mozliwo$¢ redukeji ilosci wprowadza-
nych na produkty roélinne, w tym owoce i warzywa sub-
stancji chemicznych [41, 82]. Takie wlasciwoéci wykryto
u A.pullulans i C.oleophila [52]. Drozdze C.infimo-
-miniatus w polaczeniu z dwukrotnie nizszg niz komer-
cyjna, dawka tiabendazolu hamowaly w 91% wzrost
niebieskiej zgnilizny na jabtkach w przechowalni [16].
Réwniez A. pullulans LS30, C. laurentii LS28 i R. glutinis
LS11 mogly by¢ stosowane w polaczeniu z niskg dawka
benomylu dajac dobry efekt ochronny jablek (redukcja
zmian o 25-59%) przed B. cinerea i P expansum [51].

Badano réwniez mozliwos¢ faczenia drozdzy ochron-
nych z warunkami przechowalniczymi owocéw np. tem-
peratura lub kontrolowang atmosferg. W swoich bada-
niach Qin iwsp. [72] zaobserwowali, ze kombinacja
kontrolowanej atmosfery zawierajacej 10% O, i 10%
CO, i drozdzy z gatunkéw C. laurentii i R. glutinis byta
bardziej efektywna od dzialania samych drozdzy anta-
gonistycznych w hamowaniu P, expansum i A. alternata
na owocach czere$ni. Mechanizm aktywnosci antagonis-
tycznych drozdzy w warunkach kontrolowanej atmo-
sfery nie zostal doktadnie poznany. Zwigkszony poziom
CO, ma nie tylko wplyw na aktywno$¢ patogenu, dziata
tez na tkanki roélinne, utrzymujac naturalng odpornos¢
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na organizmy chorobotworcze. Niektére drozdze réw-
niez wykazujg zdolno$¢ do utrzymania normalnego
wzrostu w warunkach podwyzszonego stezenia CO,,
np. C. laurentii lub R. glutinis i one mogg by¢ stosowane
w polaczeniu z kontrolowana atmosferg. Rola drozdzy
jest réwniez bardzo istotna przy zmianie warunkéw
przechowywania owocow [72].

6. Preparaty ochronne oparte o drozdze

Krytycznym czynnikiem rozwazanym podczas selek-
cji antagonistéw do zastosowania komercyjnego jest
mozliwo$¢ technologii produkeji i stabilizacji komorek,
dajaca optymalnie skuteczng forme preparatu. Wcigz ist-
nieje potrzeba licznych badan dotyczacych praktycznych
aspektow produkcji biomasy i odpowiedniej formuty,
aby otrzymac produkt stabilny, skuteczny i bezpieczny.
Gléwne wymagania rynku biofungicydéw sa nastepu-
jace: oplacalna i wydajna produkcja biomasy mikro-
organizmow, ich zdolno$¢ do przezycia proceséw dalszej
obrobki, stabilno$¢ w trakcie przechowywania i odpo-
wiedni okres trwalosci produktu koncowego nawet
w podwyzszonych temperaturach, tolerancja na rézne
czynniki srodowiskowe i stata skutecznos¢ w warunkach
aplikacji w komercyjnie ustalonych dawkach [59, 82].
Istotne jest, aby preparat pomimo produkcji biomasy
na duzg skale, zachowywal wlasciwosci kultur laborato-
ryjnych, odpowiednig czysto$¢, stabilnos¢ genetyczna,
zywotnos¢, zdolnos¢ kolonizacji powierzchni roélinnych
oraz mechanizmy dziatania [22]. Procesy produkcji bio-
masy drozdzy sa dobrze poznane i szeroko opisywane
w literaturze. Aby byly one optacalne nalezy wyko-
rzystywac surowce odpadowe jako skltadniki podlozy
hodowlanych, a czas trwania hodowli bioreaktorowych
nie powinien przekracza¢ 24-30 godz. [22]. Natomiast
przygotowanie odpowiedniej formuly preparatu handlo-
wego wcigz stanowi problem. Wybdr metody utrwalenia
komorek, dodatek materiatéw objeto$ciowych, emulga-
torow, adiuwantéw i innych niezbednych substancji sa

wciaz przedmiotem badan. Rozwaza sie wykorzystanie
plynnej zawiesiny komorek, jak i ich utrwalenie réznymi
metodami zamrazania badz suszenia w obecnosci sub-
stancji ochronnych. Melin iwsp. [59] stwierdzili, ze
skutecznymi metodami przygotowania komorek P. ano-
mala jest liofilizacja i suszenie prézniowe, gdyz ptynna
formula preparatu drozdzowego niesie ze soba ograni-
czenia praktyczne zwigzane z transportem i przecho-
wywaniem, za$ suszenie fluidyzacyjne prowadzi do
niszczenia zbyt duzej liczby komoérek. Przezywalnos¢
P.anomala bezposrednio po procesie liofilizacji wyno-
sifa ok. 60-75% bez wzgledu na stezenie protektantéw
(trehalozy, sacharozy) i spadala nieznacznie przez 6 mie-
siecy przechowywania w temperaturze pokojowej, a po
roku drozdze liofilizowane w medium z dodatkiem
trehalozy utrzymywaly przezywalno$¢ na poziomie ok.
50%. Drobnoustroje zachowaly réwniez swoje wtasci-
wosci antagonistyczne wobec ple$ni na ziarnie zboz.
Autorzy takze do$¢ wysoko ocenili przydatno$¢ susze-
nia prézniowego do sporzadzenia formuly wysuszonych
drozdzy [59]. Zkolei Abadias iwsp. [1] prowadzili
zamrazanie drozdzy C.sake w réznych temperaturach
i ich liofilizacje oraz okreslali przydatno$¢ substancji
ochronnych takich jak cukry, poliole, zwiazki azoto-
we i mleko odtluszczone. Wysokie przezywalnosci ko-
morek (85-89%) uzyskali podczas zamrazania drozdzy
w mleku w temperaturach -12°C i -20°C. Natomiast po
liofilizacji w mleku jako substancji ochronnej przezywal-
nos$¢ komorek wyniosta ok. 29%, a w mieszaninie mleka
i laktozy oraz mleka i sacharozy (po 10% w/v) wzrosta
do 36-40%. Sposrdd badanych protektantéw najsku-
teczniejsze dzialanie opréocz mleka wywieraly dwu-
cukry podnoszac przezywalnos$¢ o ok. 12% [1]. Nato-
miast Liu i wsp. [53] dowodzili, ze ptynna formuta
preparatéw drozdzowych moze by¢ alternatywa dla form
mrozonych lub suszonych ze wzgledu na nizsze koszty
produkeji. Stwierdzili oni, ze drozdze C. laurentii wykazy-
waly przezywalno$c¢ siegajaca powyzej 50% w zawiesinie
z dodatkiem trehalozy wzbogaconej kwasem L-askorbi-
nowym, za$ komoérki P. membranefaciens przezywaly na

Tabela IT
Wykaz preparatéw drozdzowych do stosowania w ochronie owocéw i warzyw
Preparat Drozdze Fitopatogen Producent Pismiennictwo
Aspire™ Candida oleophila Penicillium, Botrytis, Geotrichum |Ecogen Inc. (USA) [18, 20, 95]
YieldPlus Cryptococcus albidus Botrytis, Penicillium Anchor Yeast (Afryka Pd.) [18, 20, 95]
Shemer Metschnikowia fructicola | Botrytis, Penicillium, Rhizopus, | AgroGreen (Izrael) [22,95]
Aspergillus
Nex0101 Candida oleophila Penicillium, Botrytis Bionext (Belgia) [22]
Inovacoat, Inovacure | Candida saitoana Botrytis Nova Technologies (Kanada) [22]
Candifruit Candida sake Rézne grzyby patogenne Sipcam-Inagra S.A.(Hiszpania) (22, 86]
BoniProtect Aureobasidium pullulans | Pezicula, Nectria, Botrytis, BioProtect (Niemcy) [95]
Penicillium, Monilinia
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poziomie 75-82% w zawiesinie zawierajacej galaktoze
i dodatek kwasu askorbinowego podczas trzymiesiecz-
nego przechowywania w temperaturze 4°C. Niestety
przechowywanie w temperaturze pokojowej prowadzito
do szybszego wymierania komorek. Drozdze zachowaty
swoje wlasciwos$ci antagonistyczne wobec P, expansum
i w miare szybko kolonizowaly miejsca zranien owo-
cow [53]. Utrzymanie zywotno$ci komorek na wysokim
poziomie i ich zdolnosci do rozmnazania po rehydratacji
jest jednym z najwazniejszych wymagan podczas two-
rzenia formul preparatéw komercyjnych [22].

Ze wzgledu na liczne ograniczenia i trudnosci zwia-
zane z opracowaniem nowego preparatu i jego komercja-
lizacja, mozna poda¢ niewiele przykltadéw dostepnych
na rynku s$rodkéw biokontroli pozbiorowej owocow
iwarzyw, opartych o drozdze, co prezentuje Tab. II. Pierw-
szymi takimi produktami byly: Aspire™ wytwarzany
w USA i YieldPlus produkowany w Afryce Potudniowej.
Aspire™ zawierajacy C. oleophila byl przeznaczony do
pozbiorowej ochrony owocéw cytrusowych przed zgni-
lizng powodowang przez Penicillium oraz Geotrichum.
Po doktadnym przebadaniu preparatu stwierdzono, ze
drozdze aplikowane w dawce ok. 10® komoérek/ml samo-
dzielnie dawaly efekt ochronny, ale niewystarczajacy
w poréwnaniu z komercyjnie stosowanymi fungicydami.
Skuteczne dziatanie, szczeg6lnie wobec Geotrichum can-
didum, zaobserwowano natomiast podczas lgczenia
Aspire™ z fungicydem tiabendazolem w 10-krotnie niz-
szym stezeniu niz uzywane komercyjnie. Uzyskiwane
wyniki byly zachecajace do stosowania preparatu na
skale przemystowg [20]. Obecnie powyzsze preparaty
zostaly wycofane, za§ dostepny na rynku jest preparat
»Shemer” oparty o dzialanie Metschnikowia fructicola
i stosowany do kontroli choréb przechowalniczych
stodkich ziemniakéw, marchwi, truskawek, winogron
i cytrusow, aplikowany w warunkach polowych. Z kolei
firmy BioNext (Belgia) i Leasaffre International (Fran-
cja) opracowuja nowy preparat oparty na C. oleophila,
natomiast Nova Technologies (Kanada) wdraza produkt
oparty o C.saitoana zawierajacy dodatek chitozanu
(»InovaCoat”) lub lizozymu (,,InovaCure”). W Hiszpanii
zostal zarejestrowany komercyjny preparat o nazwie
»Candifruit” bazujacy na drozdzach C.sake do uzycia
w ochronie owocéw granatu przed réznymi patogenami
[22, 86], zas w Niemczech dostepny jest ,,BoniProtect”
oparty o aktywno$¢ A. pullulans [95] (Tab. II).

7. Perspektywy stosowania drozdzy antagonistycznych

Pomimo wielu trudnosci we wprowadzeniu na rynek
i szerszym stosowaniu biopreparatéw opartych o dzia-
fanie drozdzy antagonistycznych istnieje duza szansa
upowszechnienia si¢ tego typu $rodkéw ochrony roslin.
Podczas procedury rejestracyjnej nowego preparatu

istotng zaletg jest jego bezpieczenstwo dla czlowieka
oraz srodowiska. Wigkszo$¢ drobnoustrojow byta pier-
wotnie izolowana z produktéw rolniczych, spozywanych
w codziennej diecie ludzi. Wprowadzenie antagonistéw
na powierzchni¢ organéw roslinnych nawet w duzej
liczbie nie powinno by¢ szkodliwe, gdyz mikroorga-
nizmy te zwykle rozwijaja si¢ w specyficznych miejs-
cach (zranieniach), a na nienaruszonej powierzchni
ich populacja spada do poziomu naturalnej mikroflory
[22]. Z tego samego wzgledu brak doniesien o probach
modyfikacji genetycznych potencjalnych czynnikéw
antagonistycznych.

Inng wazng kwestig jest skuteczno$¢ biopreparatow,
ktéra musi by¢ potwierdzona w testach pothandlowych
i handlowych, ewentualnie polowych, na duzej ilo$ci
roslin lub produktéw rolnych, ktéra do tej pory nie
zawsze byla stabilna w trakcie przechowywania prepa-
ratu. Moze to wynika¢ z wciaz jeszcze stabo poznanych
interakcji pomiedzy mikroorganizmem antagonistycz-
nym, patogenem i roéling. Potrzebna jest szersza wie-
dza o fizjologii, genetyce i molekularnych podstawach
kolonizacji, przezywalnosci i réznicowaniu czynni-
kow biokontroli na tkance roélinnej, a takze o wplywie
fizjologii gospodarza na aktywnos$¢ drozdzy antago-
nistycznych. Stabo poznana jest problematyka adhezji
drobnoustrojéw do powierzchni i tworzenia biofilméw
na zranionych tkankach roslinnych, ktére moga mie¢
znaczenie w skutecznej biokontroli wzrostu patogendw
grzybowych i na ten temat zaczynaja pojawia¢ sie do-
niesienia w literaturze [22].

Kolejna kwestig jest poszukiwanie odpowiedniej for-
muly preparatu, ktéra spelnitaby wszystkie stawiane
przed nig wymagania, poprawitaby kolonizacje mikro-
organizméw na skorce, przezywalno$¢ w warunkach
praktycznych i wzmacniata mechanizmy dziatania. Bio-
preparat o wysokiej skutecznosci mialby szanse konkuro-
wa¢ z komercyjnymi fungicydami dostepnymi na rynku.

8. Podsumowanie

Wisréd stosowanych metod biologicznej kontroli
rozwoju choréb pochodzenia grzybowego na uwage
zasluguje wykorzystanie drozdzy. Prowadzone badania
dotycza poszukiwania skutecznych antagonistycznych
szczepow, pochodzacych z rodlinnych nisz ekologicznych.
Okreslono kilka mechanizméw dziatania antagonistow
m.in. konkurencje¢ o skladniki pokarmowe i przestrzen,
wydzielanie zwigzkéw antybiotycznych, produkcje enzy-
mow litycznych lub indukowanie odporno$ci w tkankach
rosliny zaatakowanej przez fitopatogeny. Badano wplyw
drozdzy na hamowanie choréb przechowalniczych owo-
cow i warzyw, a takze ich dzialanie polowe w ochronie
roslin uprawnych. Wyselekcjonowano efektywne szczepy
drozdzy m.in. C. laurentii, C. sake, C. oleophila, Metschni-
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kowia spp. lub drozdzopodobnych grzybéw — A. pullu-
lans, ktore wcigz s przedmiotem intensywnych badan
nad ochrong przechowalnicza jabtek, winogron i innych
owocow przed takimi patogenami jak m.in. Botrytis,
Penicillium, Rhizopus, powodujacymi duze straty eko-
nomiczne w czasie ich przechowywania. Trwaja inten-
sywne badania nad opracowaniem odpowiedniej formuty
skutecznego biopreparatu drozdzowego, ktory spelniatby
wszystkie wymagania stawiane tego typu produktom.
Sposobem poprawy efektywnosci wyselekcjonowanych
drozdzy jest taczenie gatunkéw ze sobg, ze skladnikami
naturalnymi np. chitozanem lub z chemicznymi fungi-
cydami niskiego ryzyka, ale w zmniejszonych dawkach,
bezpieczniejszych dla potencjalnych konsumentéw lub
z czynnikami fizycznymi. Rozwdj wiedzy biotechnolo-
gicznej i metod molekularnych z pewnoscia pozwolg na
skuteczna identyfikacje wyselekcjonowanych organi-
zméw antagonistycznych, wyjasnienie mechanizméw
ich dzialania, monitorowania rozwoju i efektywnosci po
aplikacji, co z kolei moze przyczyni¢ sie do przyspieszenia
procedur rejestracyjnych biopreparatéw. Przy odpowied-
niej akceptacji konsumentéw oraz uwarunkowaniach
prawnych istniejg szanse na zastosowanie w przysztosci
organizmoéw modyfikowanych genetycznie jako czynni-
kéw biokontroli udoskonalonych pod wzgledem skutecz-
nosci lub spektrum aktywnosci [22].
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