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Streszczenie. Grzyb Zymoseptoria tritici, sprawca septoriozy paskowane;j lisci, jest jednym
z najgrozniejszych patogendow pszenicy mi¢dzy innymi z powodu bardzo dlugiego okresu
inkubacji w tkankach ro$lin (faza bezobjawowa trwa nawet 10 dni) oraz bardzo szybkiego
tempa rozprzestrzeniania si¢ na plantacji, a takze trudnosci w jego zwalczaniu metodami
chemicznymi. Jedna z naturalnych metod ograniczenia rozwoju tego patogenu jest uprawa
odmian o mniejszej podatnosci na infekcje. Alternatywa jest takze poszukiwanie skutecz-
nych biologicznych metod ochrony. Doswiadczenia polowe prowadzono w dwoch lokali-
zacjach w poétnocno-wschodniej Polsce na dwoch odmianach Triticum aestivum (‘Tonacja’
i ‘Skagen’) i jednej 7. durum (‘Komnata’). Celem badan byla ocena skuteczno$ci zabiegow
biologicznych polegajacych na opryskiwaniu roslin zawiesing drozdzy Aureobasidium pul-
lulans, Debaryomyces hansenii i Rhodotorula glutinis w ograniczeniu objawow septoriozy
paskowanej lisci pszenicy. Odmiana Komnata charakteryzowala si¢ mniejsza podatnoscia
na infekcje liSci Z. tritici niz odmiany Skagen i Tonacja. Skuteczno$¢ zabiegdw biologicz-
nych w ograniczeniu objawow septoriozy paskowanej lisci odmiany Tonacja oszacowano
na poziomie 59,3% dla izolatu 4. pullulans oraz 56,7% dla D. hansenii. Zabiegi biologicz-
ne nie mialy istotnego wptywu na plonowanie pszenicy.

Stowa kluczowe: Aureobasidium pullulans, Debaryomyces hansenii, Rhodotorula glutinis,
septorioza paskowana lisci, Triticum aestivum, T. durum

WSTEP

Septorioza paskowana liSci powodowana przez Zymoseptoria tritici moze zmniejszy¢
plony pszenicy o 30-50%, a 70% kosztow chemicznej ochrony pszenicy zwiazane jest ze
zwalczaniem tej choroby [Leroux i in. 2007, Rodrigo i in. 2015]. Wszystkie odmiany psze-
nicy ozimej sa podatne na infekcje patogenem, ktory rozprzestrzenia si¢ epidemicznie przy
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duzej wilgotnosci powietrza [Eriksen i Munk 2003, Mirzwa-Mroz i in. 2005]. Do ochrony
lisci pszenicy ozimej przed Z. tritici stosuje si¢ najczesciej dwie kategorie fungicydow: stro-
bilurynowe i azolowe. Fungicydy strobilurynowe zastosowano po raz pierwszy w 1996 ro-
ku 1 juz po kilku latach stosowania odnotowano w Europie wystgpowanie izolatow Z. tritici
z mutacja genu cyth, warunkujacg odporno$¢ na te fungicydy [Fraaije i in. 2005, Mavroeidi
i Shaw 2005, Leroux i in. 2007, Torriani i in. 2008, Curvers i in. 2015]. Mutacje genu cyp51
zmieniajg tez wrazliwo$¢ tego patogenu na fungicydy azolowe [Leroux i in. 2007]. Meto-
dy biologiczne moglyby stanowi¢ uzupetnienie zabiegéw fungicydowych, niestety w Eu-
ropie dotychczas stosowanych jest tylko kilkanascie biopreparatow [Gerbore i in. 2014].
Biopreparaty dopuszczone do komercyjnego stosowania zawieraja przede wszystkim bak-
terie (gldwnie rodzaju Bacillus), grzyby strzgpkowe (najczesciej rodzaju Trichoderma)
i przedstawiciel krolestwa Chromista (klasy Oomycetes), Pythium oligandrum. Drozdze
Aureobasidium pullulans, Candida oleophila 1 Pseudozyma flocculosa zawarte w trzech
biologicznych srodkach ochrony ro$lin stosowane sa w kilku europejskich krajach [Gerbore
iin. 2014]. Celem badan byta ocena skutecznosci zabiegdw biologicznych polegajacych na
opryskiwaniu ro$lin zawiesing drozdzy A. pullulans, Debaryomyces hansenii i Rhodotorula
glutinis w ograniczeniu objawow septoriozy paskowane;j liSci pszenicy ozime;.

MATERIAL | METODY

Doswiadczenia poletkowe prowadzono w 2016 roku w dwoch lokalizacjach potnoc-
no-wschodniej Polski, w Batcynach (53,60°N, 19,85°E) i Batdach (53,59°N, 20,61°E).
Zatozono je w ukladzie losowanych blokow. W eksperymencie zlokalizowanym w Bat-
cynach pszenicg ozima odmian Skagen (7. aestivum) i Komnata (7. durum) wysiano na
poletka o powierzchni 9 m?. Roéliny chroniono trzykrotnie w okresie wegetacji w fazach
BBCH 31 (faza pierwszego kolanka), BBCH 55 (ktoszenie) oraz BBCH 65 (petnia kwit-
nienia) [Witzenberger i in. 1989]. Opryskiwanie roslin wykonano opryskiwaczem pleca-
kowym (Marolex, Titanic 12, Polska) w godzinach popotudniowych, w dni bezwietrzne
i pochmurne, w temperaturze 15-25°C. Do opryskiwania zastosowano zawiesing komo-
rek izolatu D. hansenii (w fazach BBCH 31 i BBCH 65) lub Rhodotorula glutinis (w fazie
BBCH 55), ktorych kolonie zmyto z podtoza glukozowo-ziemniaczanego (PDA, Merck,
Polska) po 96 godzinach wzrostu. Komorki po odwirowaniu (20 min, 4000 g) zostaty
wprowadzone na no$nik staty (maka kukurydziana drobnoziarnista) w proporcji 1 : 2,
po czym cato$¢ wysuszono w suszarce laboratoryjnej (Supl00W, Polska) w temperatu-
rze 25°C. Po wprowadzeniu drozdzy do opryskiwacza zawiesina miata gesto$¢ 0,4-10°
(R. glutinis) lub 2,5-10° (D. hansenii) komérek w 1 cm® wody. Gesto$é zawiesiny komo-
rek okreslono w hemocytometrze Biirkera. W drugiej lokalizacji pszenicg 0zimg odmiany
Tonacja (7. aestivum) wysiano na poletka o powierzchni 1 m?. Rosliny chroniono trzykrot-
nie w okresie wegetacji w fazach BBCH 31, BBCH 55 oraz BBCH 65, stosujac gatunki
A. pullulans Tub D. hansenii. Zawiesiny komorek izolatow drozdzy uzyskano, zmywajac
250 cm® sterylnej wody 96-godzinne kolonie drozdzy rosnace na podtozu PDA. Przed
uzyciem zawiesing rozcienczono w 750 cm® wody, a zabieg wykonano z uzyciem opry-
skiwacza recznego (Marolex, Master 1000, Polska). Stezenie komorek drozdzy wynosito
2:10° w 1 cm?® wody. W obu doswiadczeniach kontrole stanowily poletka niechronione.
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Uprawe pszenicy ozimej prowadzono zgodnie z obowigzujacymi dla niej zaleceniami
agrotechnicznymi. W pierwszym do§wiadczeniu zastosowano nawozenie NPK w ilo$ci
120 : 26 : 60 kg/ha, a w drugim 100 : 26 : 60 kg/ha.

Izolaty zastosowane w badaniach pochodzity z wtasnej kolekcji. Uzyskano je
w 2009 roku z ziarna pszenicy ozimej odmiany Tonacja (4. pullulans, Rh. glutinis) lub
jabloni odmiany Antondéwka (D. hansenii). Identyfikacj¢ izolatow drozdzy wykonano
technikg mikroskopowa w 400-krotnym powigkszeniu (Nikon, Eclipse E 200, Japonia)
na podstawie wielkosci i ksztaltu paczkujacych komorek oraz obecnosci chlamydospor
i pseudostrzepek [Zalar i in. 2008, Kurtzman i in. 2011]. Przynalezno$¢ systematyczna
wszystkich wymienionych izolatow potwierdzono molekularnie, wykorzystujac star-
tery ITS4 i ITSS, ktére amplifikuja rejon niekodujacy, znajdujacy si¢ migdzy genami
rRNA. Po 48-godzinnym wzro$cie na podtozu PDA z komoérek drozdzy izolowano DNA
za pomoca zestawu Bead-Beat Micro AX Gravity (A&A Biotechnology, Polska). [1o§¢
i jako$¢ wyizolowanego DNA sprawdzono za pomoca pomiaru absorbancji przy dhu-
gosci fali 230 nm oraz 260 nm (NanoMaestro Gen, Polska). Reakcj¢ amplifikacji PCR
wykonano za pomocg zestawu FailSafe PCR system (Epicentre, USA), stosujac startery:
ITSS forward 5’-GTATCGGACGGAGATCCAGC-3, ITS4 reverse 5’-TTGCTCAGTG-
CATTGTCGG-3’. Amplifikacj¢ przeprowadzono w termocyklerze Mastercycler Ep
Gradient (Eppendorf, Polska) zaprogramowanym wedlug schematu — denaturacja wstep-
na w 95°C (3 min), nastepnie 34 cykle: denaturacja 95°C (1 min), hybrydyzacja 58°C
(1 min), wydhizanie 74°C (3 min), w ostatnim etapie 74°C (10 min) [White i in. 1990].
Elektroforeze produktow reakcji przeprowadzono w 1% zelu agarozowym (Prona, Pol-
ska), a zdjecia rozdziatu produktéw w zelu wykonano za pomoca transiluminatora (UVP,
Polska). Produkty amplifikacji zsekwencjonowano w Instytucie Biofizyki i Biochemii
PAN w Warszawie. Identyfikacja na podstawie podobienistwa sekwencji izolatow droz-
dzy z izolatami referencyjnymi zostala wykonana za pomoca narzedzia BLAST w bazie
NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Procent powierzchni lisci pokrytych plamami z piknidiami i pseudotecjami Z. tritici,
oceniano osobno dla dwdch pozioméw lisci (1is¢ podflagowy i1 flagowy) na 100 lub 50 ros-
linach porazonych przez patogen w sposéb naturalny, w zalezno$ci od wielkos$ci poletek,
w fazie dojrzatosci wodnej (BBCH 71). Oceng porazenia lisci wykonano wedhug skali za-
proponowanej przez Europejska i Srodziemnomorskg Organizacje Ochrony Roslin — EPPO
PP 1/26(4) (https://bip.minrol.gov.pl). Wyniki podano w postaci §redniego procentu po-
wierzchni liscia z objawami infekcji Z. tritici. Z obu do$wiadczen ziarno zebrano kombaj-
nem poletkowym w fazie dojrzatosci martwej (BBCH 92), a plon wyrazono w gramach
na m”. Dane opracowano statystycznie za pomocg programu Statistica 12. Istotno$é roznic
miedzy $rednimi oszacowano testem Studenta, Newmana i Keulsa (SNK) (p <0,01).

WYNIKI

Zastosowane izolaty drozdzy tworzyly charakterystyczne kolonie, D. hansenii kre-
mowe, wypukle o wielkosci do 0,5 cm, R. glutinis rézowe o wielko$ci 0,3 cm, a A. pul-
lulans rézowokremowe z charakterystycznymi dobrze zarysowanymi pseudostrzepkami
o $rednicy 3—4 cm. Morfologia kolonii oraz obraz mikroskopowy komorek, zarodnikow,
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chlamydospor, blastospor i pseudostrzgpek gatunku A. pullulans odpowiadal opisowi
przedstawionemu w opracowaniu Zalaraiinnych [2008]. Sekwencjaregionu ITS1-5,8SrR-
-NA-ITS2 izolatu tego gatunku zostata zdeponowana w bazie NCBI (blast.ncbi.nlm.nih.
gov) pod numerem akcesyjnym KX444670. Obraz mikroskopowy gatunkdéw D. hansenii
i R. glutinis w postaci okraglych lub wydhuzonych, paczkujacych komoérek odpowiadat
opisowi przedstawionemu w monografii Kurtzmanna i innych [2011]. Sekwencje wcze-
$niej wymienionego regionu DNA izolatow D. hansenii i R. glutinis zostaty zdeponowa-
na w bazie NCBI pod numerami akcesyjnym KX444669 i KX444653.

Naturalne porazenie lisci badanych pszenic przez Z. tritici skutkowato pokryciem li-
sci flagowych i1 podflagowych charakterystycznymi wydtuzonymi plamami septoriozy
paskowane;j lisci na odmianie Skagen na poziomie 9,0% powierzchni lisci (tab. 1, 2), ana
odmianie Tonacja na poziomie 8,7% powierzchni lisci (tab. 3). Mimo Ze nasilenie septo-
riozy paskowanej na liSciach flagowych i1 podflagowych odmiany Komnata oszacowano
na niskim poziomie 4,5% (tab. 2), liScie tej odmiany zasychaty zdecydowanie wcze$niej
niz odmian Skagen i Tonacja. U wszystkich odmian li$cie flagowe byly stabiej porazane
przez Z. tritici niz liscie podflagowe (tab. 2, 3), co jest typowe dla rozwoju epidemii poli-
cyklicznej, w ktorej zarodniki przenoszone sa z dolnych pigter ro§liny na gérne.

Tabela 1. Warto$ci funkcji testowej F dla porazenia lisci trzech odmian pszenicy ozimej

Table 1. F-values for leaf infection of three winter wheat cultivars

Czynniki cv. Skagen cv. Komnata cv. Tonacja
Factors df F df F df F
Li§¢ (L) - Leaf (L) 1 251,5 ** 1 0,52 1 145,9 **
Zabieg (Z) — Treatment (Z) 1 15,5 1 0,56 2 15,9 **
LxZ 1 3,5 1 1,09 2 12,9 **

df — liczba stopni swobody — degrees of freedom, ** istotne przy p < 0,01 — significant at p < 0.01.

Tabela 2. Porazenie liSci pszenicy ozimej przez Z. tritici w Batcynach w 2016 roku [%]

Table 2. Infection of winter wheat leaves by Z. tritici in Balcyny in 2016 [%)]

Zabieg Lis¢ podflagowy Lis¢ flagowy Srednio
Treatment Subflag leaf Flag leaf Mean
cv. Skagen

Kontrola — Control 14,42 5,55 9,99
D. hansenii, R. glutinis 11,51 4,52 8,02
Srednio Mean 12,96* 5,04
cv. Komnata
Kontrola — Control 7,30 3,20 5,25
D. hansenii, R. glutinis 3,33 4,40 3,87
Srednio Mean 5,20 3,80

X, Y —roznica istotna przy p < 0,01 — difference significant at p <0.01.
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Trzykrotna aplikacja zawiesin komorek D. hansenii i R. glutinis na licie odmian
Skagen i Komnata jedynie nieznacznie ograniczata nasilenie septoriozy paskowane;j lisci,
zwlaszcza na liSciach podflagowych (tab. 2). Tendencji tej nie potwierdzita analiza staty-
styczna (tab. 1). Liscie podflagowe odmiany Tonacja byty istotnie stabiej porazane przez
Z. tritici na poletkach trzykrotnie opryskiwanych zawiesing drozdzy (tab. 3). W przy-
padku zabiegéw wykonanych zawiesing komorek izolatu A. pullulans ich skutecznosc¢
oszacowano na poziomie 59,3%, a D. hansenii na poziomie 56,7%.

Tabela 3. Porazenie lisci pszenicy ozimej odmiany Tonacja przez Z. tritici w Baldach w 2016 ro-
ku [%]

Table 3. Infection of leaves of winter wheat cv. Tonacja by Z. tritici in Baldy in 2016 [%]

Zabieg Lis¢ podflagowy Lis¢ flagowy Srednio
Treatment Subflag leaf Flag leaf Mean
Kontrola — Control 28,50° 1,20 14,854
A. pullulans 11,89° 0,50 6,19"
D. hansenii 12,35 0,22 6,28"
Srednio — Mean 16,83% 0,58

Jednakowymi literami oznaczono warto$ci nierdzniace si¢ istotnie: A, B — dla ochrony biologicznej, X, Y — dla
pietra lidci, a, b — dla interakc;ji li$¢ x ochrona biologiczna.

Identical letters were used to mark values statistically indistinquishable: A, B — for biological protection, X, Y
— for leaves position, a, b — for interaction leaf x biological treatment.

Odmiana Skagen plonowata na bardzo wysokim poziomie, a naniesienie na liScie
zawiesin D. hansenii 1 R. glutinis nie mialo istotnego wptywu na jej plonowanie (tab. 4,
5). Przecigtny plon ziarna odmiany Komnata byt prawie 1,8-krotnie nizszy niz odmiany
Skagen (tab. 5). Nieco lepsze plonowanie odmiany Komnata uzyskano po zastosowa-
niu zabiegdw biologicznych, jednak nie zostato to potwierdzone statystycznie. Odmiana
Tonacja plonowata na bardzo niskim poziomie, co wynikato z malej obsady ktosow spo-
wodowanej wymarzaniem roslin. Zastosowane zabiegi ochronne nie miaty wptywu na
plonowanie odmiany Tonacja.

Tabela 4. Warto$ci funkcji testowej F dla plonowania i obsady roslin trzech odmian pszenicy ozimej

Table 4. F-values for yield and crop density of three winter wheat cultivars

Plon Obsada roslin
Czynniki Yield Crop density
Factors i F o F
Odmiana (O) — Cultivar (O) 2 134,81%%* 2 49,93%%*
Zabieg (Z) — Treatment (Z) 1 0,03 1 0,03
OxZ 2 0,21 2 1,52

df — liczba stopni swobody — degrees of freedom, ** — istotne przy p < 0,01 — significant at p < 0.01.
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Tabela 5. Plonowanie trzech odmian pszenicy ozimej rosnacej w Balcynach i w Baldach w 2016

roku
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Table 5. Yielding of three winter wheat cultivars growing in Balcyny and Batdy in 2016

Zabieg Plon ziarna [g] z 1 m? Obsada roélin na 1 m?
Treatment Grain yield [g] from 1 m? Crop density on 1 m?
cv. Skagen
Kontrola — Control 1121,11 309,50
D. hansenii, R. glutinis 1094,72 336,00
Srednio — Mean 1107,924 322,75%
cv. Komnata
Kontrola — Control 622,22 263,00
D. hansenii, R. glutinis 636,94 236,50
Srednio; Mean 629,58" 249,75Y
cv. Tonacja
Kontrola — Control 351,42 197,00
D. hansenii 34733 163,33
A. pullulans 349,43 195,00
Srednio — Mean 349,40° 182,00

Jednakowymi literami oznaczono warto$ci nierdznigce si¢ istotnie: A, B, — dla odmian, X, Y, Z — dla obsady
roslin.

Identical letters were used to mark values statistically indistinquishable: A, B, — for cultivars, X, Y, Z — for crop
density.

DYSKUSJA

Septorioza paskowana lisci pszenicy zaliczana do najgrozniejszych chordb lisci w pot-
nocno-wschodnim rejonie Polski w 2016 roku wystapita w nasileniu poréwnywalnym
z obserwacjami prowadzonymi w Danii [Eriksen i Munk 2003], Portugalii [Rodrigo i in.
2015] i Argentynie [Perello i in. 2009]. Podatno$¢ odmiany i lokalizacja do§wiadczenia
byly czynnikami decydujacymi o nasileniu objawoéw chorobowych, podobnie jak w ba-
daniach prowadzonych w innych rejonach uprawy pszenicy [Perello i in. 2009, Rodrigo
iin. 2015]. Zastosowanie zabiegu biologicznego zawiesinami komorek izolatow D. han-
senii 1 R. glutinis w lokalizacji, gdzie wysiano odmiany Skagen (7. aestivum) i Komnata
(T durum) oraz zastosowano wyzsze nawozenie roslin, nie ograniczato istotnie rozwoju
objawdw septoriozy paskowanej lisci. Patogen Z. tritici jest hemibiotrofem infekujgcym
rosliny wylacznie za posrednictwem aparatéw szparkowych. Poczatkowo ros$nie wylacz-
nie miedzy komorkami mezofilu lisci, nie tworzac haustoriow lub innych struktur infek-
cyjnych. Dopiero po 9 dniach od inokulacji w apoplascie wykrywane sg metabolity zgod-
nosci (biatka zawierajace motyw lizynowy — LysM: MglLysM, Mg3LysM, MgxLysM,
mogace wigza¢ chityne, ktora jest elicytorem reakcji obronnej) z rosling zywicielska
[Rudd 2015]. Po kolejnych 12-20 dniach od infekcji Z. tritici przechodzi w agresywna,
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nekrotroficzng faze cyklu rozwojowego. Charakterystyczne wydtuzone plamy, na po-
wierzchni ktorych tworzg si¢ piknidia z zarodnikami, moga pojawiac si¢ wigc nawet po
35 dniach od zakazenia ro$lin [Lovell i in. 2004].

Izolaty D. hansenii, R. glutinis 1 A. pullulans zastosowane w przedstawionych bada-
niach polowych selekcjonowane byly w warunkach laboratoryjnych na plytkach Petrie-
g0, na ktérych rosty w bikulturach z koloniami Z. tritici [Wachowska i Borowska 2014].
Ograniczaly one wzrost kolonii patogena kolejno o 35,0; 30,5 i 59,1% w poréwnaniu
z kontrolag. W kontrolowanych warunkach stwierdzono, ze drozdze moga konkurowac
z patogenami o przestrzen i o pokarm, a takze wytwarzaja zwiazki hamujace wzrost ko-
lonii patogenéw [Wachowska i Borowska 2014]. Izolat R. glutinis cechowat si¢ niezado-
walajacg dynamika wzrostu, dodatkowo Lima i in. [2003] wykazali jego antagonistyczna,
aktywnos$¢ wobec patogendéw wylacznie w niskiej temperaturze. W przypadku izolatow
gatunku 4. pullulans dobrze udokumentowana jest mozliwo$¢ wytwarzania przez nie
aureobazydyny majacej wlasciwosci grzybobdjcze [Slightom i in. 2009] lub sideroforu
fuzigen chelatujacego zelazo, dzigki ktéremu antagonista efektywniej konkuruje z pa-
togenem o zelazo [Wang i in. 2009]. Castoria i inni [2001] badajacy aktywno$¢ 4. pul-
lulans wobec B. cinerea na przechowywanych jabtkach odnotowali wysoka aktywno$¢
enzymu B-1,3-glukanazy wytwarzanego przez tego antagoniste. Ippolito i inni [2000]
wykazali obecnos$¢ zewnatrzkomorkowych enzymoéw egzochitynazy i B-1,3-glukanazy
tworzonych przez A. pullulans zardbwno w ranach jabtek, jak i warunkach in vitro. Enzy-
my te degradujac $ciany komorkowe patogenodw, przyczyniaja si¢ takze do wzbudzania
mechanizméw obronnych roélin [Ippolito i in. 2000].

Gatunek D. hansenii (forma anamorficzna Candida famata) najczesciej opisywany
jest jako niepatogeniczny, odporny na zasolenie i niskie temperatury mikroorganizm. Jego
duze zdolnosci do adaptacji w réznych ekosystemach rzadko jednak wykorzystywane sa
do biologicznej ochrony ptodéw rolnych [Droby i in. 1989]. Najczesciej opisywanym
mechanizmem biobodjczego dziatania gatunku D. hansenii na grzyby strzepkowe sa tok-
syny killerowe [Zarowska 2012]. Toksyny szczepow D. hansenii cechuja sie obecnoécig
dwoch aktywnych biatek o masach 46 i 78 kDa albo stanowia pojedyncze biatka o ma-
sie czasteczkowej powyzej 232 i okoto 152 kDa. Prawdopodobny mechanizm dziatania
toksyn killerowych D. hansenii polega wedtug Zarowskiej [2012] na wigzaniu sie tych
biatek z -1,6-glukanem $ciany komorkowej grzybdéw wrazliwych, nastepnie z kolejnym,
niezidentyfikowanym receptorem obecnym w btonie cytoplazmatycznej oraz hamowaniu
podzialow komérkowych, co prowadzi do $§mierci komorek.

Weczesniej opisane mozliwe mechanizmy dziatania drozdzy A. pullulans i D. hansenii
okazaly si¢ prawdopodobnie niewystarczajace do ograniczania rozwoju Z. tritici na li-
$ciach odmian Skagen i Komnata, a skuteczno$¢ zabiegdw biologicznych na odmianie To-
nacja nie przekraczata 60%. Podobna skuteczno$¢ gatunkow antagonistycznych grzybow
Trichoderma harzianum i T. koningii (ograniczenie cz¢stotliwosci wystepowania choroby
0 40% i nasilenia choroby o 70%) stosowanych na plantacji pszenicy wykazano w bada-
niach Perell6 i innych [2009]. W eksperymentach Kildei i innych [2008] prowadzonych
w warunkach polowych izolat bakterii Bacillus megaterium MKB135 ograniczatl nasile-
nie objawow septoriozy paskowanej lisci pszenicy o 80%. Cytowani autorzy jako praw-
dopodobny mechanizm dziatania bakterii B. megaterium MKB135 podaja jednak wzbu-
dzanie przez nie mechanizméw obronnych roslin (ISR). Mechanizmy ISR wynikajace
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z dziatania Bacillus spp. obejmujg zwigckszong aktywnos¢ biatek zwigzanych z patoge-
nezg: chitynazy i B-1,3-glukanazy, oraz nadprodukcje reaktywnych form tlenu w tkance
ro$lin [Bargabus i in. 2003, Ryu i in. 2004]. W prezentowanych badaniach bezposrednie
dziatanie drozdzy na strzgpki Z. tritici byto ograniczone z uwagi na brak rozbudowanych
struktur infekcyjnych tego patogena na powierzchni lisci. Patogen wnika bardzo dyna-
micznie przez szparki do tkanki liscia, stad mechanizmy takie jak antybioza, konkurencja
lub nadpasozytnictwo majg bardzo ograniczony wptyw na jego rozwoj.

WNIOSKI

1. Wysiewanie odmian o mniejszej wrazliwosci na infekcje Z. tritici najskuteczniej
przyczynia si¢ do ograniczenia rozwoju septoriozy paskowanej lisci.

2. Niestety nie ma odmian odpornych na ten patogen, a biologiczne metody z wyko-
rzystaniem drozdzy sa mato efektywne, dlatego moga by¢ traktowane jedynie jako
uzupetnienie metod chemicznych.

LITERATURA

Bargabus R.L., Zidack N.K., Sherwood J.E., Jacobsen B.J., 2003. Oxidative burst elicited by Bacil-
lus mycoides isolate Bac J, a biological control agent, occurs independently of hypersen-
sitive cell death in sugar beet. Mol. Plant Microbe Interact. 16, 1145-1153.

Castoria R., De Curtis F., Lima G., Caputo L., Pacifico S., De Cicco V., 2001. Aureobasidium
pullulans (LS-30) an antagonist of postharvest pathogens of fruits: Study on its modes of
action. Postharvest Biol. Technol. 22(1), 1.

Curvers K., Pycke B., Kyndt T., Vanrompay D., Haesaert G., Gheysen G., 2015. A high resolution
melt (HRM) assay to characterize CYP51 haplotypes of the wheat pathogen Mycosphae-
rella graminicola. Crop Prot. 71, 12—18.

Droby S., Chalutz E., Wilson C. L., Wisniewski M., 1989. Characterization of the biocontrol activ-
ity of Debaryomyces hansenii in the control of Penicillium digitatum on grapefruit. Can.
J. Microbiol. 35(8), 794-800.

Eriksen L., Munk L., 2003. The occurrence of Mycosphaerella graminicola and its anamorph Septo-
ria tritici in winter wheat during the growing season. Eur. J. Plant Pathol. 109, 253-259.

Fraaije B.A., Lucas J.A., Clark W.S., Burnett F.J., 2003. Qol resistance development in popula-
tions of cereal pathogens in the UK. The BCPC International Congress-Crop Science
& Technology, 689—-694.

Gerbore J., Benhamou N., Vallance J., Le Floch G., Grizard D., Regnault-Roger C., Rey P. 2014.
Biological control of plant pathogens: advantages and limitations seen through the case
study of Pythium oligandrum. Environ. Sci. Pollut. Res. 21, 4847—-4860.

https://bip.minrol.gov.pl/.../fung%20-%20choroby%201i$c1%20 zboz [dostep: 02.06.2016].

Ippolito A., El Ghaouth A., Wilson CL., Wisniewski M., 2000. Control of postharvest decay of
apple fruit by Aureobasidium pullulans and induction of defense responses. Postharvest
Biol. Technol. 19, 265-272.

Kildea S., Ransbotyn V., Khan M., Fagan B., Leonard G., Mullins E., Doohan F.M., 2008. Bacillus
megaterium shows potential for the biocontrol of Septoria tritici blotch of wheat. Biol.
Control. 47, 37-45.

Zeszyty Problemowe Postegpow Nauk Rolniczych



Ocena skutecznosci drozdzy... 105

Kurtzman C., Fell J.W., Boekhout T., 2011. The yeasts: a taxonomic study. Elsevier, London.

Leroux P., Albertini C., Gautier A., Gredt M., Walker A.S., 2007. Mutations in the cyp51 gene cor-
related with changes in sensitivity to sterol 14a-demethylation inhibitors in field isolates
of Mycosphaerella graminicola. Pest. Manag. Sci. 63, 688—699.

Lima G., De Curtis F., Castoria R., De Cicco V., 2003. Integrated control of apple postharvest
pathogens and survival of biocontrol yeasts in semi-commercial conditions. Eur. J. Plant
Pathol. 109, 341-349.

Lovell D.J., Hunter T., Powers S.J., Parker S. R., Van den Bosch F., 2004. Effect of temperature
on latent period of septoria leaf blotch on winter wheat under outdoor conditions. Plant
Pathol. 53(2), 170-181.

Mavroeidi V.I., Shaw M.W., 2005. Sensitivity distributions and cross-resistance patterns of Myco-
sphaerella graminicola to fluquiconazole, prochloraz and azoxystrobin over a period of
9 years. Crop Prot. 24, 259-299.

Mirzwa-Mroéz E., Tvaruzek L., Zamorski C., Nowicki B., 2005. Research on the development of
Mycosphaerella graminicola (Fuckel) Schroeter teleomorph on wheat leaves. Acta Agro-
bot. 58(1), 59-65.

Perello A.E., Moreno M.V., Ménaco C., Simén M.R., Cordo C., 2009. Biological control of Sep-
toria tritici blotch on wheat by Trichoderma spp. under field conditions in Argentina.
BioControl. 54, 113-122.

Rodrigo S., Cuello-Hormigo B., Gomes C., Santamaria O., Costa R., Poblaciones M.J., 2015. In-
fluence of fungicide treatments on disease severity caused by Zymoseptoria tritici, and
on grain yield and quality parameters of bread-making wheat under Mediterranean con-
ditions. Eur. J. Plant Pathol. 141(1), 99-109.

Rudd J.J., 2015. Previous bottlenecks and future solutions to dissecting the Zymoseptoria tritici
— wheat host-pathogen interaction. Fungal Genet. Biol. 79, 24-28.

Ryu C.M., Fara M.A., Hu C.H., Reddy M.S., Kloepper J.W., Pare P.W., 2004. Bacterial volatiles
induce systemic resistance in Arabidopsis. Plant Physiol. 134, 1017-1026.

Slightom J.L., Metzger B.P., Luu H.T., Elhammer A.P., 2009. Cloning and molecular characteri-
zation of the gene encoding the aureobasidin A bosynthesis complex in Aureobasidium
pullulans BP-1938. Gene 431 67-79.

Torriani S.F.F., Brunner P.C., McDonal B.A., Sierotzki H., 2008. Qol resistance emerged inde-
pendently at least 4 times in European populations of Mycosphaerella graminicola. Pest
Manag. Sci. 65, 155-162.

Wachowska U., Borowska J., 2014. Antagonistic yeasts competes for iron with winter wheat stem
base pathogens. Gesunde Pflanz. 66, 141-148.

Wang W., Chi Z., Liu G., Buzdar M.A., Chi Z., 2009. Chemical and biological characterization
of siderophore produced by the marine-derived Aureobasidium pullulans HN6.2 and its
antibacterial activity. BioMetals 22, 965-972.

White T.J., Bruns T., Lee S., Taylor J.W., 1990. Amplification and direct sequencing of fungal ri-
bosomal RNA genes for phylogenetics, 315-322. In: PCR Protocols: A Guide to Methods
and Applications, M.A. Innis, D.H. Gelfand, J.J. Sninsky, T.J. White (eds.). Academic
Press, New York.

Witzenberger A., Hack H., van den Boom T., 1989. Erlduterungen zum BBCH-Dezimal-Code fiir die
Entwicklungsstadien des Getreides — mit Abbildungen. Gesunde Pflanz. 41, 384-388.

Zalar P., Gostincar C., de Hoog G.S., Ursi¢ V., Sudhadham M., Gunde-Cimerman N., 2008. Redefi-
nition of Aureobasidium pullulans and its varieties. Stud. Mycol. 61, 21-38.

Zarowska B., 2012. Biosynteza i charakterystyka toksyn killerowych drozdzy Debaryomyces han-
senii. Wydaw. UP, Wroctaw.

nr 592, 2018



106 U. Wachowska, A. Duba, K. Goriewa, M. Wiwart

THE EFFECTIVENESS OF AUREOBASIDIUM PULLULANS, DEBARYOMYCES
HANSENII AND RHODOTORULA GLUTINIS YEASTS IN INHIBITING THE
DEVELOPMENT OF SEPTORIA LEAF BLOTCH (ZYMOSEPTORIA TRITICI)
IN WHEAT

Summary. The causal agent of Septoria leaf blotch is one of the most dangerous fungal
pathogens of wheat. It has a very long incubation period in plant tissues, spreads rapidly in
crops and is highly resistant to chemical agents. Biological control methods could be used
together with fungicides, but only between ten and twenty biocontrol agents have been
approved for use in Europe to date. The aim of this study was to evaluate the effectiveness
of foliar-applied cell suspensions of Aureobasidium pullulans, Debaryomyces hansenii and
Rhodotorula glutinis yeasts in eliminating the symptoms of Septoria leaf blotch in winter
wheat. A field experiment was carried out in two locations in north-eastern Poland on two
cultivars of Triticum aestivum (‘Tonacja’ and ‘Skagen’) and one 7. durum cultivar (‘Kom-
nata’). The yeast isolates used in the experiment were obtained from the grain of winter
wheat cv. Tonacja (4. pullulans, Rh. glutinis) and apples cv. Antonowka (D. hansenii).
The ITS1-5,8SrRNA-ITS2 sequences of A. pullulans, D. hansenii and R. glutinis yeasts
were deposited in the NCBI database under accession numbers KX444670, KX444669 and
KX444653, respectively. Yeast suspensions with density of 0.4-2.5-10° cells per cm® of
sterile water were sprayed onto plants with the use of a backpack sprayer at the first node
stage, at the heading stage and at the full flowering stage. The effectiveness of biological
treatments in controlling the spread of Septoria leaf depended on the susceptibility of wheat
cultivars to infections caused by Zymoseptoria tritici and the yeast strain used as a bio-
control agent. Durum wheat cv. Komnata was less susceptible to leaf infections caused by
Z. tritici than common wheat cvs. Skagen and Tonacja. In all analyzed wheat cultivars, the
severity of Septoria leaf blotch was considerably lower on flag leaves than on penultimate
leaves. The effectiveness of biological treatments in controlling the spread of Septoria leaf
blotch in common wheat cv. Tonacja was estimated at 59.3% for the suspension containing
the Aureobasidium pullulans isolate and 56.7% for the suspension containing the Debaryo-
myces hansenii isolate. In the remaining wheat cultivars, the effectiveness of biological tre-
atments did not exceed 54.5%, and it was not statistically significant, mostly due to the low
density of the cell suspension of the Rhodotorula glutinis isolate, which was characterized
by a low growth rate on agar. Biological treatments had no significant influence on wheat
yield. Since yeasts used as biocontrol agents are not highly effective against Z. tritici, they
should be combined with chemical methods.

Key words: Aureobasidium pullulans, Debaryomyces hansenii, Rhodotorula glutinis, Sep-
toria leaf blotch, Triticum aestivum, T. durum

Zeszyty Problemowe Postegpow Nauk Rolniczych




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /GRE <>
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUS <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


