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Abstract. Achieving high quality propagative material is difficult today due to the limited number of pesticides
recommended for use. Simultaneously, EU regulations on Integrated Pest Management (IPM) in forest nurseries came
into a force, requiring a search for alternative plant protection methods that are safe for humans, animals and the
environment. In this paper, we present the possibilities of using bio-fungicides against diseases in forest nurseries, their
mechanisms of action, as well as the direction of their development (according to IPM rules). We reviewed the results
achieved by different research teams presenting the possibilities and trends in combatting Oomycetes and Fusarium

spp. pathogens currently having the most important economic impact.
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1. Wstêp

Ekosystemy l¹dowe stanowi¹ niezwykle skompli-
kowany uk³ad wzajemnych relacji i powi¹zañ pomiêdzy
czynnikami œrodowiskowymi a ¿ywymi organizmami.
Tkanki roœlinne s¹ zasiedlane przez liczne mikroorga-
nizmy (grzyby, bakterie, promieniowce, pierwotniaki,
wirusy, itd.), które wykorzystuj¹ roœliny jako Ÿród³o
pokarmu, œrodowisko ¿ycia lub œrodek transportu do
nowych siedlisk. Ogromna ró¿norodnoœæ i liczebnoœæ
mikroorganizmów wystêpuj¹cych w ekosystemach
leœnych daje podstawy, by przypuszczaæ, i¿ mo¿liwoœci
wykorzystania ich w ró¿nych aspektach dzia³alnoœci
cz³owieka, w tym w biologicznej ochronie roœlin przed
chorobami, s¹ bardzo du¿e. Ró¿norodnoœæ biologiczna
mikroorganizmów w œrodowisku leœnym decyduje czês-
to o zdrowotnoœci roœlin drzewiastych, poniewa¿ stoso-

wanie chemicznych œrodków ochrony roœlin jest coraz
bardziej ograniczane (G³owacka et al. 2012).

NajgroŸniejsz¹ chorob¹ wystêpuj¹c¹ w szkó³kach
leœnych w Polsce jest zakaŸna zgorzel siewek, która
atakuje kie³ki (zgorzel przedwschodowa) oraz rozwija
siê kilkanaœcie dni po skie³kowaniu nasion (zgorzel po-
wschodowa). Powoduje j¹ szeroka grupa patogenów,
obejmuj¹ca przede wszystkim lêgniowce z rodzajów
Phytophthora i Pythium oraz grzyby z rodzajów
Fusarium, Cylindrocarpon i Rhizoctonia (Mañka 2005;
de Vasconcellos et Cardoso 2009; Lefort et al. 2013).
Szkó³karstwo leœne w obliczu d¹¿enia do eliminacji u¿y-
cia substancji chemicznych nieprzyjaznych œrodowisku
naturalnemu boryka siê obecnie z trudnoœciami w ogra-
niczaniu chorób leœnego materia³u rozmno¿eniowego.
W tej sytuacji niezbêdne jest wykorzystanie w leœnictwie
alternatywnych metod ochrony roœlin, do których zali-
czana jest ochrona biologiczna. Zaprezentowane w ni-
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niejszym artykule wyniki prac badawczych dotycz¹cych
wykorzystania czynników biologicznej ochrony w ogra-
niczaniu wystêpowania patogenów w szkó³kach leœ-
nych, drzewostanach oraz naturalnych ekosystemach
wskazuj¹ na du¿y potencja³ mo¿liwoœci stosowania me-
tod biologicznych w leœnictwie (Reglinski, Dick 2005;
Hill et al. 2007; Lefort et al. 2013). Niniejsze opraco-
wanie stanowi omówienie mechanizmów oddzia³ywa-
nia poszczególnych grup czynników biologicznej ochro-
ny roœlin, zarówno na patogeny, jak i roœliny, szcze-
gólnie w kontekœcie ograniczania chorób zgorzelowych.
Zaprezentowano równie¿ perspektywy wykorzystania
metod biologicznych w szkó³karstwie leœnym oraz trud-
noœci zwi¹zane ze stosowaniem biologicznej ochrony.

2. Biologiczna ochrona

– definicja, mechanizmy

W sformu³owanych przez Bakera i Cooka (1974)
podstawach biologicznej ochrony roœlin jest ona okreœ-
lona jako ograniczenie wystêpowania patogenicznych
organizmów za pomoc¹ innych organizmów ¿ywych.
Obecnie, pojêcie biologicznej ochrony roœlin jest bar-
dziej z³o¿one i jest definiowane jako wykorzystanie
biopestycydów (biopreparatów), czyli œrodków ochrony
roœlin zawieraj¹cych czynnik lub czynniki pochodzenia
biotycznego (biological control agents – BCA), do
ograniczania wystêpowania organizmów patogenicz-
nych (za poœrednictwem jednego lub kilku mechaniz-
mów dzia³ania) oraz do kontroli wystêpowania
chwastów. BCA wp³ywaj¹ bezpoœrednio lub poœrednio
jedynie na patogeny lub zarazem na patogeny i roœliny.
Biotyczne czynniki mikrobiologiczne to ¿ywe
organizmy: bakterie, grzyby i wirusy, antagonistyczne w
stosunku do patogenów lub indukuj¹ce mechanizmy
obronne roœlin (Cook 1993; Schouten et al. 2008).

Metoda z u¿yciem mikrobiologicznych BCA opiera
siê na wykorzystaniu ich zdolnoœci konkurencyjnych
(szybki wzrost, intensywne zarodnikowanie, du¿e
zdolnoœci adaptacyjne), które pozwalaj¹ na kolonizacjê
nisz ekologicznych i ograniczenie liczebnoœci populacji
organizmów patogenicznych, zarówno w glebie, jak i
roœlinach. BCA, poza konkurencj¹ o przestrzeñ ¿yciow¹,
wspó³zawodnicz¹ z patogenami o sk³adniki od¿ywcze,
które znajduj¹ siê w glebie (Okorski 2007).

Bezpoœrednie oddzia³ywanie BCA na mikroorganiz-
my patogeniczne polega na syntetyzowaniu enzymów
litycznych oraz antybiotyków hamuj¹cych ich wzrost i
rozwój, a tak¿e na nawi¹zywaniu z patogenem bezpo-
œredniego kontaktu paso¿ytniczego (nadpaso¿ytnictwo;
Whipps 2001). W relacjach z roœlinami BCA aktywuj¹
systemiczn¹ odpornoœæ nabyt¹ (systemic acquired resis-
tance, SAR) poprzez syntezê kwasu salicylowego oraz

bia³ek zwi¹zanych z patogenez¹ (pathogenesis-related
proteins, PR) (Koz³owska, Konieczny 2003) lub bior¹
udzia³ we wzbudzeniu indukowanej odpornoœci syste-
micznej (induced systemic resistance, ISR). W tym pier-
wszym przypadku, wyzwalaczami reakcji odpornoœcio-
wej roœlin s¹ zarówno czynniki biotyczne, jak i abio-
tyczne (Salas-Marina et al. 2011). Indukcjê systemicznej
odpornoœci ISR aktywuj¹ saprotroficzne grzyby i bak-
terie, cz¹steczk¹ sygna³ow¹ jest etylen, a kluczow¹ rolê
odgrywa kwas jasmonowy (JA) (Pieterse et al. 2001).

Skutkiem aktywacji odpowiedzi obronnej roœlin jest
akumulacja bia³ek PR, fitoaleksyn (FA), chitynaz, glu-
kanaz i peroksydaz oraz synteza zwi¹zków fenolowych
(Khan et al. 2004).

Najczêœciej wykorzystywane grzyby w biologicznej
ochronie roœlin nale¿¹ do rodzajów: Ampelomyces, Can-

dida, Coniothyrium, Dactylella, Gliocladium, Paecilo-

myces i Trichoderma (Fravel 2005). Grzybowe BCA
tworz¹ wtórne metabolity o w³aœciwoœciach antybio-
tycznych (Vinale et al. 2008), syntetyzuj¹ enzymy
(chitynazy, celulazy, glukanazy, proteazy) pozwalaj¹ce
na nawi¹zanie relacji paso¿ytniczej (Harman et al.
2004), oraz indukuj¹ w roœlinach mechanizm SAR i ISR
(Salas-Marina et al. 2011).

Bakterie zaliczane do czynników biologicznej
ochrony nale¿¹ do grupy PGPR (plant growth promoting
Rhizobacteria), które poza antagonistycznymi oddzia³y-
waniami na patogeny wywieraj¹ korzystny wp³yw na
roœliny. Bakterie PGPR udostêpniaj¹ roœlinom trudno
dostêpne formy sk³adników mineralnych oraz popra-
wiaj¹ strukturê gleby, produkuj¹ analogi roœlinnych
regulatorów wzrostu, a tak¿e wi¹¿¹ toksyczne metale
ciê¿kie (Gutierrez-Manero et al. 2001). Bakterie PGPR
to przede wszystkim przedstawiciele rodzajów: Aceto-

bacter, Acinetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter,
Azoarcus, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Beije-

rinckia, Burkholderia, Derxia, Enterobacter, Gluco-

nacetobacter, Klebsiella, Ochrobactrum, Pseudomonas,
Rhodococcus, Serratia, Zoogloea (Singh et al. 2011).

Bakterie z grupy PGPR stymuluj¹ rozwój roœlin po-
przez: indukowanie wydzielin korzeniowych, ograni-
czenie namna¿ania patogenów korzeniowych (produk-
cja cyjanowodoru oraz antybiotyków, i wspó³zawod-
nictwo pokarmowe), produkcjê sideroforów, redukcjê
azotanów, wi¹zanie azotu oraz uwolnienie fosforanów.
Bakterie te ponadto wytwarzaj¹ kwasy organiczne i
fitohormony (np. kwas indolilooctowy) oraz indukuj¹
odpornoœæ typu ISR (Figueiredo et al. 2010; Kaur et al.
2013). Czynnikami biologicznej ochrony s¹ tak¿e
bakterie mykofagiczne, które za pomoc¹ aktywnych
mechanizmów paso¿ytuj¹ na strzêpkach grzybów (de
Boer et al. 2005; Fritsche et al. 2006).

Niezwykle wa¿n¹ grupê BCA stanowi¹ bakterie na-
le¿¹ce do typu Actinobacteria, zwane promieniowcami.
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Mikroby te syntetyzuj¹ oko³o 70–80% wszystkich
znanych wtórnych metabolitów produkowanych przez
mikroorganizmy (Berdy 2005; Goliñska, Dahm 2013).
Najwiêkszym potencja³em do zwalczania chorób roœlin
charakteryzuj¹ siê przedstawiciele rodzajów Strepto-

myces i Micromonospora (Lehr et al. 2008; El-Tarabily
et al. 2010). Promieniowce oddzia³ywaj¹ na patogeny
poprzez produkcjê antybiotyków, zewn¹trzkomórko-
wych polisacharydów indukuj¹cych odpowiedŸ obronn¹
roœlin (exopolysaccharides, EPS), enzymów hydrolizu-
j¹cych œcianê komórkow¹ grzybów (�-1,3-, �-1,4-� �-
1,6-glukanaz), sideroforów i fitohormonów (Valois et al.
1996; Gohar et al. 2006; Ma, Berkowitz 2007; Khamna
et al. 2009).

Grzyby mykoryzowe, jako czynniki biologicznej
ochrony, pe³ni¹ istotn¹ rolê w ochronie ekosystemów
leœnych. Szacuje siê, ¿e oko³o 5000-6000 gatunków
grzybów mo¿e byæ zaanga¿owanych w ektomykorozy
(Molina et al. 1992). Korzystny dla roœlin efekt oddzia³y-
wania grzybów mykoryzowych polega na zwiêkszeniu
zdolnoœci systemu korzeniowego do absorpcji sk³ad-
ników mineralnych i wody (Read, Perez-Moreno 2003),
dlatego zaszczepianie grzybami mykoryzowymi sadzo-
nek w szkó³kach kontenerowych znacznie poprawia ich
prze¿ywalnoœæ (Domenech et al. 2004). Istniej¹ donie-
sienia wskazuj¹ce, ¿e grzyby mykoryzowe mog¹
zwiêkszaæ odpornoœæ roœlin na infekcje wywo³ane przez
patogeny glebowe (Azcón-Aguilar, Barea 1996; Gra-
ham 2001). Niektóre grzyby ektomykoryzowe produ-
kuj¹ siderofory wi¹¿¹ce ¿elazo w glebie (Renshaw et al.
2002), inne zaœ syntetyzuj¹ antybiotyki (Tsantrizos et al.
1991). Podstawowym mechanizmem oddzia³ywania
tych grzybów na patogeny jest konkurencja oraz two-
rzenie fizycznej bariery uniemo¿liwiaj¹cej infekcjê
(Graham 2001). Najwa¿niejsze grzyby mykoryzowe
wykorzystywane w biologicznej ochronie nale¿¹ do
rodzaju Glomus, s¹ to gatunki: Gigaspora margarita,
Hebeloma crustuliniforme, Sclerocystis dussi (Kowal-
ski, Wojnowski 2009; Ozgonen et al. 2009; Kavatagi,
Lakshaman 2012).

Kolejn¹ grup¹ czynników biologicznej ochrony
roœlin s¹ zwi¹zki chemiczne pochodzenia organicznego i
nieorganicznego, które mog¹ byæ aplikowane do gleby
oraz bezpoœrednio na roœliny i nasiona w celu ogra-
niczenia chorób wywo³anych przez patogeny. Do grupy
zwi¹zków pochodzenia organicznego zalicza siê eks-
trakty roœlinne, olejki eteryczne, glukozynolany i chito-
zan oraz syntetyczne zwi¹zki: kwas salicylowy, ester S-
metylowy kwasu benzo[l,2,3]tiadiazolo-7-karbotiowe-
go (ASM), benzotiadiazol (BTH), kwas �-aminoma-
s³owy (BABA) oraz nadtlenek wodoru (Oostendorp et
al. 2001; Alabouvette et al. 2006; Muthukumar et al.
2010; Abdel-Monaim 2013). Zwi¹zki te dzia³aj¹ hamu-
j¹co na wzrost patogenów oraz podobnie jak mikroorga-

nizmy antagonistyczne aktywizuj¹ mechanizmy obron-
ne roœlin (Alabouvette et al. 2006).

3. Biologiczna ochrona

w szkó³karstwie leœnym

Literatura dotycz¹ca biologicznych metod ochrony
roœlin obejmuje opis wielu przyk³adów korzystnego
zastosowania BCA w przypadku upraw rolniczych i
ogrodniczych, natomiast przyk³ady wykorzystania
czynników biologicznej ochrony w ograniczaniu chorób
wystêpuj¹cych w szkó³kach leœnych s¹ nieliczne. Auto-
rzy prac badawczych podaj¹, ¿e biologiczne ograni-
czanie chorób drzew jest bardzo trudne, co wynika ze
specyfiki produkcji (Reglinski, Dick 2005; Hill et al.
2007). W Nowej Zelandii (gdzie szkó³karstwo
kontenerowe dostarcza rocznie oko³o 50 mln sadzonek)
wa¿nym wsparciem produkcji jest wykorzystanie czyn-
ników biologicznej ochrony, co ma zapewniæ ochronê
przed chorobami oraz korzystnie wp³ywaæ na wzrost
sadzonek (Hohmann et al. 2011). BCA w szkó³kach
leœnych mo¿na stosowaæ na dwa sposoby: poprzez za-
prawianie nasion oraz opryskiwanie roœlin (Hohmann et
al. 2011). Na podkreœlenie zas³uguje fakt, i¿ zaprawianie
nasion jest z punktu widzenia finansowego bardzo
korzystne, a jednoczenie bardzo skuteczne, szczególnie
w odniesieniu do chorób powodowanych przez grzyby
zwi¹zane ze œrodowiskiem glebowym (Mousseaux et al.
1998; Bell et al. 2000). Zdaniem Bent i in. (2001)
istotnym elementem technologii produkcji szkó³karskiej
jest inokulacja sadzonek drzew bakteriami z grupy
PGPR, gdy¿ poprawia ich kondycjê oraz zwiêksza
zdolnoœci adaptacyjne roœlin po przesadzeniu. Zdaniem
Reglinskiego i Dicka (2005) mo¿liwoœci wykorzystania
antagonistycznych mikroorganizmów, do których nale-
¿¹ grzyby rodzaju Trichoderma, do ograniczania pato-
genów podstawowych gatunków lasotwórczych s¹
ogromne. Potwierdzeniem tej tezy s¹ wyniki badañ
uzyskane przez Hilla i in. (2007), które wykaza³y, ¿e
stosowanie gatunków Trichoderma poprawi³o stan zdro-
wotny sadzonek sosny kalifornijskiej (Pinus radiata)
w hodowli kontenerowej. W innych badaniach
wykazano korzystny wp³yw grzybów z rodzaju
Trichoderma na wzrost ró¿nych roœlin drzewiastych
(Paderes et al. 2005; Adams et al. 2007; Grodnitskaya,
Sorokin 2007), a wykorzystany w badaniach Kelley’a
(1976) gatunek nadpaso¿yta T. harzianum ogranicza³
choroby zgorzelowe na sadzonkach sosny (Pinus

echinata). Ten sam gatunek zastosowany w szkó³kach
kontenerowych zmniejszy³ œmiertelnoœæ sadzonek da-
glezji zielonej Pseudotsuga menziesii na skutek infekcji
roœlin powodowanej przez Fusarium oxysporum

(Mousseaux et al. 1998). Kolejne badania wykonane
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przez Hilla i in. (2007), dowiod³y, ¿e zarówno zapra-
wianie nasion, jak i opryski preparatami zawieraj¹cymi
antagonistyczne szczepy nadpaso¿ytów z rodzaju
Trichoderma poprawi³y kie³kowanie nasion oraz stan
zdrowotny sadzonek sosny kalifornijskiej (P. radiata) w
szkó³kach kontenerowych.

Zdaniem Bent i in. (2001) optymalizacja stosowania
mikroorganizmów w szkó³karstwie leœnym wymaga
precyzyjnego poznania mechanizmów oddzia³ywania
mikroorganizmów PGPR na roœliny oraz okreœlenia wa-
runków œrodowiskowych stymuluj¹cych zasiedlenie
nisz przez konkretne mikroorganizmy. Kelley (1976)
wykaza³, ¿e w warunkach, gdy wilgotnoœæ gleby utrzy-
mywa³a siê blisko poziomu wysycenia, gatunki rodzaju
Trichoderma nie by³y w stanie powstrzymaæ rozwoju
zgorzeli na siewkach P. echinata wywo³anej przez pa-
togen Phytophthora cinnamomi. W innych pracach
badawczych równie¿ nie wykazano skutecznoœci
oddzia³ywania grzybów z rodzaju Trichoderma spp. ani
zwi¹zków wapnia w ograniczaniu rozwoju gatunków z
rodzaju Phytophthora, dlatego autorzy proponuj¹ zinte-
growan¹ metodê ochrony, ³¹cznie z wykorzystaniem
metody biologicznej (Reglinski et al. 2008). Z pracami
Reglinskiego koresponduj¹ wyniki uzyskane przez
Minchina i in. (2012), którzy tak¿e nie zaobserwowali
korzystnego wp³ywu na wzrost roœlin komercyjnego
biopreparatu zawieraj¹cego piêæ izolatów Trichoderma

atroviride i jeden izolat T. harzianum. Nie stwierdzili oni
jednak negatywnego oddzia³ywania BCA na koloniza-
cjê sadzonek sosny P. radiata przez grzyby ektomy-
koryzowe w szkó³kach kontenerowych. Inne badania
wykaza³y, ¿e ³¹czne stosowanie bakterii Paenibacillus

polymyxa oraz Ps. fluorescens ma niekorzystny wp³yw
na wzrost i masê korzeni tworzonych przez sosnê
wydmow¹ (Pinus contorta) w przeciwieñstwie do tych
bakterii zastosowanych oddzielnie. Stwierdzono
jednoczeœnie, ¿e stopieñ kolonizacji ryzosfery przez
bakterie nie koreluje z korzystnym oddzia³ywaniem
bakterii na wzrost roœlin (Bent et al. 2001). W badaniach
wykonanych przez Hohmanna i in. (2011) wykazano
jednak zwiêkszenie wzrostu sadzonek w stosunku do
kontroli na skutek wprowadzenia do hodowli konte-
nerowej izolatów grzybów z rodzaju Trichoderma po-
chodz¹cych z rdzennych ekosystemów. Korzystny
wp³yw mikroorganizmów BCA na stan zdrowotny sa-
dzonek buka i dêbu rodzimych populacji potwierdzaj¹
tak¿e najnowsze wyniki badañ Lefort i in. (2013), którzy
wykazali w doœwiadczeniach in vivo znacz¹c¹ redukcjê
infekcji sadzonek powodowan¹ przez lêgniowce
P. cambivora i P. cinnamomi.

Biologiczna ochrona przed patogenami

zgorzelowymi powodowanymi przez organizmy

glonopodobne Oomycetes w hodowlach

wazonowych i in vitro

Wiele zespo³ów badawczych koncentrowa³o swoje
prace na badaniu wp³ywu mikroorganizmów antago-
nistycznych na patogeny wywo³uj¹ce choroby zgorze-
lowe (Oomycetes oraz grzyby z rodzaju Fusarium) wy-
stêpuj¹ce w uprawach roœlin rolniczych, ogrodniczych
oraz drzew leœnych. W wiêkszoœci dostêpnych prac, w
testach in vitro badano aktywnoœæ mikroorganizmów
antagonistycznych w stosunku do patogenicznych dla
roœlin grzybów i lêgniowców. Testy te czêsto stanowi³y
wstêp do badañ wazonowych, a w niektórych przy-
padkach dla polowych (tab. 1). Przyk³adem takich badañ
jest praca, w której Paul i Sarma (2006) dokonali oceny
efektywnoœci Ps. fluorescens (IISR-6), zawieraj¹cego
substancje o silnych w³aœciwoœciach antybiotycznych
(pyoluteorin, pyrrolnitrin, HCH), w kierunku zwalcza-
nia Phytophthora capsici. Autorzy wykazali silne
(siêgaj¹ce oko³o 70%) zahamowanie wzrostu grzybni,
redukcjê produkcji sporangiów oraz kie³kowania za-
rodników. Inny organizm – Pythium oligandrum, badali
Picard i in. (2000b) pod k¹tem wykorzystania go w
ochronie biologicznej. W przeprowadzonym teœcie szal-
kowym wykazali antagonistyczne dzia³anie szczepu
Pythium oligandrum (1010) w stosunku do Phytophtho-

ra parasitica. Autorzy sugeruj¹, ¿e silne powinowactwo
Ph. oligandrum do komórek gospodarza zosta³o wy-
wo³ane przez bodŸce chemiczne lub chemotropizm, a
uszkodzenie komórek nast¹pi³o w wyniku syntezy enzy-
mów hydrolitycznych: �-1,3-glukanazy oraz celulazy.
Jednoczeœnie autorzy wykazali, ¿e wtórny metabolit
syntetyzowany przez Ph. oligandrum hamowa³ wy-
stêpowanie objawów chorobowych wywo³anych przez
P. parasitica na liœciach pomidora. Zastosowanie oli-
gandryny ogranicza³o liczbê roœlin wykazuj¹cych obja-
wy chorobowe oraz zmniejsza³o wystêpowanie obja-
wów chorobowych o oko³o 60% (Picard et al. 2000a,b).

Zdaniem autorów, Ph. oligandrum oddzia³uje bez-
poœrednio na komórki patogenicznych grzybów, a oli-
gandryna jest elicytorem reakcji obronnych roœlin.
Roœliny pomidora maj¹ funkcjonalne receptory oligan-
dryny, poœrednicz¹ce w specyficznym szlak sygna³o-
wym, prowadz¹cym do wyst¹pienia reakcji odpor-
noœciowej, przejawiaj¹cej siê syntez¹ fitoleksyn oraz
zwi¹zków fenolowych (Picard et al. 2000a).

W ochronie roœlin du¿e znaczenie ma zjawisko anty-
biozy. Przyk³adem jej wykorzystania jest zastosowanie
szczepu bakterii Serratia plymuthica (A21-4), syntety-
zuj¹cy makrocykliczny lakton, do zwalczania patogenu
Phytophthora capsici na roœlinach pieprzu Capsicum

annuum (Shen et al. 2005). W warunkach in vitro zaob-
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serwowano hamowanie rozwoju zoosporangiów i zoo-
spor. Uzyskane w laboratorium wyniki zweryfikowano
w doœwiadczeniach wazonowych i szklarniowych,
w których stwierdzono wysok¹ skutecznoœæ kolonizacji
korzeni roœlin przez ten szczep bakterii. Raz wprowa-
dzona do œrodowiska populacja bakterii S. plymuthica

stabilnie utrzymywa³a siê w ryzosferze oraz na zaszcze-
pionych i nowo wyros³ych korzeniach pieprzu. Miesi¹c
po przesadzeniu roœlin do zainfekowanego przez P. cap-

sici pod³o¿a, pora¿enie roœlin kontrolnych siêga³o 75%,
natomiast roœliny objête ochron¹ biologiczn¹ pora¿one
by³y tylko w 12,6% (Shen et al. 2005). Zjawisko anty-
biozy by³o tak¿e przedmiotem badañ Logeshwarana i in.
(2011), którzy wykazali, ¿e antagonistyczne szczepy
Gluconacetobacter diazotrophicus (L5 i PAL5), synte-
tyzuj¹ce wtórny metabolit o w³aœciwoœciach antybio-
tycznych (pyoluteorin), hamowa³y wzrost grzybni
Fusarium oxysporum. W przypadku szczepu szczepu
PAL5 zahamowanie wynosi³o odpowiednio 43 i 48%,
a w przypadku szczepu L5 46 i 70%.

Nale¿y podkreœliæ, ¿e dotychczasowe badania pro-
wadzono w warunkach laboratoryjnych lub w doœwiad-
czeniach wazonowych, w których sterylizowano glebê
lub sztuczne pod³o¿a (Gilbert et al. 1990; Smith et al.
1993; Chen et al. 1996; Okamoto et al. 1998; Picard et al.
2000ab; Jung, Kim 2005; Timmusk et al. 2009; Loge-
shwaran et al. 2011). Zatem efekt ochronny uzyskany w
warunkach laboratoryjnych nie musi przek³adaæ siê na
warunki ex vitro, czego przyk³adem s¹ chocia¿by ba-
dania przeprowadzone przez Devaki i in. (1992). Bada-
cze ci wykazali silne dzia³anie antagonistyczne szczepu
Trichoderma harzianum syntetyzuj¹cego �-(l,3)-
glukanazy w stosunku do grzybni Py. aphanidermatum i
Py. myriotylum. W testach szalkowych obserwowano
autofluorescencjê komórek fitopatogenu w rejonie inter-
akcji z grzybni¹ BCA, co jednoznacznie wskazywa³o
obecnoœæ martwych komórek. W przypadku doœwiad-
czeñ wazonowych efektywnoœæ antagonisty potwier-
dzono jedynie w sterylnej glebie, natomiast efekt och-
ronny w glebie niesterylizowanej by³ nieznaczny
(Devaki et al. 1992).

Ró¿ne zespo³y badawcze przeprowadzi³y tak¿e sze-
roko zakrojone i wielow¹tkowe badania dotycz¹ce
wdra¿ania biologicznej ochrony w zwalczaniu patoge-
nicznych lêgniowców. Przyk³adem s¹ wielotorowe
prace dotycz¹ce wykorzystania szczepu Bacillus cereus

(UW85) (syntetyzuj¹cego zwittermycynê A i kanoza-
minê), do zwalczania: Py. torulosum (Shang et al. 1999),
Py. aphanidermatum (Chen et al. 1996), P. cactorum

(Gilbert et al. 1990), P. parasitica i P. megasperma f. sp.
megasperma (Handelsman et al. 1990). W pracach tych
w warunkach in vitro stwierdzono m.in. istotny wp³yw
antybiotycznych metabolitów szczepu UW85 na fun-
kcjonowanie zoospor P. cactorum (Gilbert et al. 1990),

a w warunkach kontrolowanych wyraŸne zahamowanie
rozwoju zgorzeli lucerny oraz tytoniu powodowanej
przez Py. torulosum (Shang et al. 1999) oraz przez
P. megasperma f. sp. megasperma (Handelsman et al.
1990).

Yuan i Crawford (1995), przeprowadzaj¹c testy bio-
tyczne dwuorganizmowe, wykazali zahamowanie
wzrostu wybranych grzybów patogenicznych dla roœlin,
w tym Py. ultimum, Aphanomyces euteiches, F. oxy-

sporum i Rhizoctonia solani, przez Streptomyces lydicus

(WYEC108). Autorzy zaobserwowali zaburzenie
wzrostu i lizê strzêpek grzybni oraz – dziêki zasto-
sowaniu techniki skaningowej mikroskopii elektrono-
wej – zniszczenie kie³kuj¹cych oospor i wystêpowanie
uszkodzeñ œcian komórkowych grzybni Ph. ultimum.

Yuan i Crawford (1995) zajmowali siê ochron¹ nasion
grochu przed infekcj¹ przedwschodow¹ (Ph. ultimum).
W przypadku zastosowania szczepu bakterii Sreptomy-

ces lydicus (WYEC108) stwierdzili pora¿enie tylko 40%
nasion, podczas gdy w wariancie kontrolnym wszystkie
nasiona wykazywa³y objawy chorobowe. Stwierdzili
tak¿e, ¿e liczebnoœæ bakterii S. lydicus by³a stabilna i
wysoka, zarówno w glebie sterylnej, jak i nieodka¿anej,
co skutecznie ogranicza³o wystêpowanie zgorzeli sie-
wek grochu.

W zwalczaniu chorób zgorzelowych wykorzystywa-
no tak¿e mikroorganizmy indukuj¹ce mechanizmy
obronne roœlin i jednoczeœnie konkurencyjne w stosunku
do patogenów. Benhamou i in. (2000) badali na przyk³ad
przydatnoœæ bakterii Serratia plymuthica (R1GC) w
zwalczaniu zgorzeli siewek ogórka. Nasiona ogórka mo-
czyli przez 24 godziny w zawiesinie zawieraj¹cej ko-
mórki bakterii. Po piêciu dniach od momentu inokulacji
roœlin zarodnikami Ph. ultimum nastêpowa³o silne pora-
¿enie korzeni i wiêdniêcie roœlin w obiekcie kontrolnym.
Roœliny chronione biologicznie nie by³y ca³kowicie
wolne od objawów chorobowych, przy czym zmiany
chorobowe wystêpowa³y g³ównie na korzeniach bocz-
nych (Benhamou et al. 2000). Zdaniem autorów uzys-
kane przez nich wyniki wskazuj¹, ¿e ograniczenie
objawów chorobowych wynika nie tylko z ograniczenia
tempa rozwoju patogenu i kolonizacji tkanek, lecz tak¿e
z indukcji barier strukturalnych i biochemicznych w
roœlinie gospodarzu. Tak¹ koncepcjê potwierdzaj¹ wy-
niki badañ uzyskane przez van Peer i in. (1991), którzy
wykazali zwiêkszon¹ akumulacjê fitoaleksyn w korze-
niach goŸdzika traktowanych bakteri¹ Pseudomonas na
pocz¹tku infekcji powodowanej przez grzyby z rodzaju
Fusarium.

Indukcjê mechanizmu obronnego roœlin potwierdzo-
no tak¿e w badaniach nad zwalczaniem fytoftorozy pie-
przu (Jung et al. 2005). W doœwiadczeniu wazonowym
dziêki zaszczepieniu korzeni pieprzu szczepem bakterii
Paenibacillus illinoisensis (KJA-424) zmniejszono po-
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ra¿enie roœlin przez P. capsici o oko³o 84% w stosunku
do wariantu kontrolnego. Podobnie wykorzystano grzyb
mykoryzowy Glomus mosseae (BEG 12) do ochrony
pomidora przed P. parasitica (Cordier et al. 1998). W
mykoryzowanych roœlinach uruchomiony zosta³ mecha-
nizm ISR (indukowanej odpornoœci systemicznej),
czego konsekwencj¹ by³ wzrost stê¿enia zwi¹zków
fenolowych. Dziêki temu nast¹pi³o zmniejszenie liczby
i rozmiarów nekroz na korzeniach, przy czym efekt
ochronny zale¿a³ od skutecznoœci mykoryzacji roœlin.
W przypadku mykoryzacji roœlin pomidora nie tylko
zaistnia³a miejscowa reakcja w korzeniach, lecz wy-
st¹pi³a tak¿e odpornoœæ uk³adowa, a w komórkach
objêtych mykoryz¹ powstawa³a kaloza, która stworzy³a
barierê utrudniaj¹c¹ infekcjê.

Biologiczna ochrona przed chorobami

zgorzelowych powodowanymi przez grzyby z

rodzaju Fusarium

W literaturze mo¿na odnaleŸæ wiele przyk³adów sku-
tecznego ograniczania wystêpowania patogenicznych
dla roœlin grzybów nale¿¹cych do rodzaju Fusarium.
Badania przeprowadzone przez Œlusarskiego (2008)
wykaza³y istotne ograniczenie pora¿enia wywo³anego
przez Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici

w wyniku zaszczepiania roœlin pomidora Trichoderma

spp.
W innych pracach badawczych z powodzeniem sto-

sowano mykoryzowe gatunki grzybów Glomus macro-

carpum i Glomus fasciculatum do zwalczania fuzaryj-
nego wiêdniêcia pomidora (sprawca: F. oxysporum f. sp.

lycopersici) (Kapoor 2008). W doœwiadczeniu wazo-
nowym nad mykoryzacj¹ pomidorów stwierdzono
ponad 2-krotny wzrost stê¿enia zwi¹zków fenolowych,
6-krotny wzrost aktywnoœci enzymu PAL (amoniako-
liazy fenyloalaniny) oraz ponad 18-krotny wzrost zawar-
toœci kwasu jasmonowego (w œwie¿ej masie roœlin) w
stosunku do roœlin kontrolnych. W badaniach tych
G. macrocarpum i G. fasciculatum potwierdzi³y tak¿e
wysok¹ efektywnoœæ biologicznej ochrony, ogranicza-
j¹c wystêpowanie objawów chorobowych odpowiednio
o 75% i 78%.

Obiecuj¹ce wyniki badañ uzyskali tak¿e Chakravar-
ty i Hwang (1991), wykorzystuj¹c ektomykoryzowy
gatunek lakówki pospolitej (Laccaria lacata). Wykazali
oni, ¿e gatunek ten, na tle innych grzybów ektomykory-
zowych, silnie hamowa³ wzrost grzybni F. oxysporum na
sadzonkach sosny Banksa (Pinus banksiana). Po my-
koryzacji korzeni zaobserwowano zmniejszenie w ry-
zosferze liczby izolowanych koloni grzybów z rodzaju
Fusarium, a zastosowane w badaniach in vitro filtraty
metabolitów z kultur lakówki pospolitej silnie hamo-
wa³y kie³kowanie zarodników oraz strzêpek F. oxyspo-

rum. Mykoryzowane sadzonki sosny charakteryzowa³y
siê wy¿sz¹ zawartoœci¹ zwi¹zków fenolowych w sto-
sunku do roœlin kontrolnych, co wskazuje na aktywacjê
mechanizmów obronnych (Chakravarty, Hwang 1991).
Lakówkê pospolit¹ wykorzystano tak¿e w ochronie pod-
stawy ³ody¿ek siewek sosny pinii (Pinus pinea) przed
infekcjami powodowanymi przez F. oxysporum i F.
verticillioides (Machón et al. 2009). W doœwiadczeniu z
u¿yciem doniczek wype³nionych autoklawowanym
pod³o¿em torfowo-wermikulitowym nie stwierdzono
jednak istotnego wp³ywu obecnoœci symbionta myko-
ryzowego na prze¿ywalnoœæ roœlin w przypadku wy-
st¹pienia zgorzeli przedwschodowej. Czêstoœæ wystêpo-
wania objawów zgorzeli powschodowej zale¿a³a nato-
miast od stopnia mykoryzacji sadzonek sosny (Machón
et al. 2009). Inny gatunek ektomykoryzowy - krowiak
podwiniêty (Paxillus involutus), zosta³ wykorzystany do
zwalczania F. oxysporum – sprawcy zgorzeli korzeni
sosny czerwonej (Pinus resinosa). Po 14 dniach od prze-
prowadzenia infekcji œmiertelnoœæ sadzonek sosny by³a
ni¿sza o 55% ni¿ sadzonek kontrolnych, a zarodniko-
wanie F. oxysporum by³o mniej intensywne o oko³o 80%
(Machón et al. 2009).

Zaprezentowane w powy¿szym podrozdziale dane
dotycz¹ce wykorzystania w ochronie roœlin pojedyn-
czych mikroorganizmów BCA uzyskano w badaniach
laboratoryjnych oraz w doœwiadczeniach wazonowych i
szklarniowych. Najczêœciej wykorzystywano w nich
sztuczne pod³o¿e lub sterylizowan¹ glebê. Introduko-
wane mikroorganizmy konkurowa³y jedynie z popu-
lacjami patogenów, którymi inokulowano roœliny, dla-
tego uzyskana przez autorów wysoka efektywnoœæ zwal-
czania patogenów zgorzelowych jest niezwykle trudna
do osi¹gniêcia w warunkach polowych.

Prowadzono równie¿ badania nad dzia³aniem ³¹cz-
nym dwóch organizmów. Na przyk³ad Hwang i in.
(1995). w doœwiadczeniu in vivo przeprowadzonym w
kolbkach Erlenmeyer'a zawieraj¹cych sterylny wermi-
kulit wykazali, ¿e ³¹czne zastosowanie grzyba ektomy-
koryzowego Paxillus involutus oraz szczepu bakterii o
w³aœciwoœciach antybiotycznych B. subtilis w stosunku
do Fusarium moniliforme redukuje œmiertelnoœæ sadzo-
nek sosny Banksa do poziomu 16%. Wysok¹ skutecz-
noœæ ochrony biologicznej odnotowali tak¿e Roberts i in.
(2005). w wyniku wykorzystania dwóch organizmów
antagonistycznych do zwalczania zgorzeli siewek
ogórka (sprawca: P. ultimum). W dwóch niezale¿nych
eksperymentach badacze ci wykazali, ¿e najlepsze rezul-
taty w ograniczeniu choroby uzyskano po zastosowaniu
nadpaso¿yta Trichoderma virens (GL21) oraz w
przypadku po³¹czenia grzyba T. virens (GL3) z bakteri¹
Burkholderia cepacia (BC-1).

Istniej¹ tak¿e doniesienia o próbach ³¹cznego zasto-
sowania komercyjnych preparatów biologicznych w
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zwalczaniu chorób zgorzelowych. Ocenê efektywnoœci
piêciu komercyjnych preparatów biologicznych zawie-
raj¹cych: B. subtilis (GB03), B. lichenformis, B. me-

gaterium, B. subtilis (QST 713), S. lydicus (WYEC 108),
Trichoderma atroviride (CHS 861), G. virens (GL-2) do
ograniczania Phytophthora ramorum przeprowadzi³a
grupa badaczy pod kierunkiem Elliott (Elliott et al.
2009). Skutecznoœæ preparatu badano w testach anta-
gonizmu oraz w doœwiadczeniach in vivo, w których
wykorzystano liœcie roœlin wra¿liwych na infekcje
(ró¿anecznik kaukaski, kamelia japoñska). W testach
szalkowych najskuteczniejszy okaza³ siê preparat Plant
Helper (z grzybem T. atroviride, CHS 561), powoduj¹c
ca³kowite zahamowanie wzrostu grzybni wszystkich ba-
danych izolatów P. ramorum. Natomiast w doœwiad-
czeniach in vivo najbardziej efektywne okaza³o siê
zastosowanie preparatu Serenade (z bakteri¹ Bacillus

subtilis QST 713), charakteryzuj¹cego siê œredni¹
skutecznoœci¹ w testach szalkowych. Zdaniem autorów
brak zale¿noœci pomiêdzy wynikami testów szalkowych
oraz badañ na liœciach wyklucza stosowanie pierwszej
metody jako wiarygodnej oceny preparatów biologicz-
nych (Elliott et al. 2009). W badaniach nie wykazano
interakcji pomiêdzy T. atroviride i S. lydicus, co pozwo-
li³o na próby wykorzystania tych dwóch preparatów
³¹cznie. Niestety, nie uzyskano korzystniejszego efektu
ochronnego w porównaniu do samodzielnego zastoso-
wania BCA. Brak poprawy efektywnoœci biologicznej
ochrony w wyniku ³¹cznego zastosowania antagonistów
w porównaniu ze stosowaniem mikroorganizmów sa-
modzielnie zanotowano tak¿e w przypadku zwalczania
zgorzeli siewek buraka cukrowego (sprawca: Ph. ulti-

mum) (Fukui et al. 1994). Z kolei, de Boer i in. (2003) w
badaniach in vitro zademonstrowali, ¿e niekompatybilne
izolaty Ps. putida (RS56 i RS111) zastosowane ³¹cznie
dawa³y identyczne wyniki jak szczepy zastosowane
samodzielnie.

Badania polowe

Deberdt i in. (2008) w badaniach polowych nad
zwalczaniem czarnej plamistoœci liœci kakaowca (spraw-
ca: Phytophthora megakarya), po zastosowaniu wyse-
lekcjonowanego szczepu Trichoderma asperellum

(PR11), uzyskali jedynie 20% ograniczanie wystêpo-
wania objawów chorobowych w stosunku do wariantu
kontrolnego. Choæ wynik ten jest statystycznie istotny,
to jednak znacznie wy¿sz¹ efektywnoœæ uzyskano w
przypadku ochrony chemicznej, ograniczaj¹c pora¿enie
kakaowca do oko³o 2%. Recept¹ na zwiêkszenie
skutecznoœci preparatów biologicznych w warunkach
produkcyjnych jest ³¹czne stosowanie kilku kompaty-
bilnych mikroorganizmów w jednym zabiegu lub w
kolejnych zabiegach wykonywanych w ró¿nych fazach

rozwojowych roœlin (tab. 2). Mikroorganizmy najczêœ-
ciej stosowane w ochronie biologicznej maj¹ zdolnoœæ
syntezy wtórnych metabolitów o charakterze antybio-
tycznym, dlatego w przypadku ich ³¹cznego stosowania
konieczne jest wykonywanie testów zgodnoœci w wa-
runkach in vitro. Przyk³adem skutecznego po³¹czenia
mikroorganizmów w zwalczaniu P. parasitica oraz
grzybów z rodzaju Fusarium by³o zastosowanie bakterii
Paenibacillus sp. (B2), o w³aœciwoœciach anty-
biotycznych, z grzybem mykoryzowym G. mosseae. W
testach szalkowych potwierdzono, ¿e bakteria nie wyka-
zuje w³aœciwoœci antagonistycznych wobec G. mosseae,
ale ogranicza wzrost patogenów chorobotwórczych dla
roœlin (Budi et al. 2000). W warunkach in vitro stwier-
dzono zahamowanie kie³kowania sporangiów, wzrostu
strzêpek P. parasitica oraz wzrostu grzybni F. oxy-

sporum i F. culmorum. W doœwiadczeniu in vivo wyka-
zano ograniczenie wystêpowania objawów nekrozy na
pomidorach na skutek zastosowania mikroorganizmów
antagonistycznych zarówno samodzielnie i ³¹cznie. Naj-
silniejsze zahamowanie wystêpowania objawów cho-
robowych stwierdzono na skutek ³¹cznego zastosowania
mikroorganizmów BCA (63%) (Budi et al. 2000).

Badania Kim i in. (2008) nale¿¹ do nielicznych prac
nad ³¹cznym zastosowaniem preparatów biologicznych
w warunkach polowych. Przeprowadzono je w celu
zwalczania P. capsici oraz innych gatunków patoge-
nicznych dla pieprzu, takich jak: R. solani, F. oxysporum

i F. solani, za pomoc¹ antagonistycznych bakterii S.

plymuthica (C-1), Chromobacterium sp. (C-61),
Lysobacter enzymogenes (C-3). Spoœród wymienionych
bakterii zastosowanych w doœwiadczeniu wazonowym
samodzielnie, najsilniej antagonistycznie w stosunku do
P. capsici dzia³a³ szczep S. plymuthica (C-1), jednak¿e
gdy u¿yto go do zwalczania kompleksu grzybów, to
charakteryzowa³y siê on œredni¹ efektywnoœci¹. Z kolei
skutecznoœæ ograniczania rozwoju kompleksu patoge-
nów przez wy¿ej wymienione szczepy bakterii zasto-
sowane ³¹cznie w badaniach wazonowych oraz w dwóch
niezale¿nych doœwiadczeniach polowych (w trzech ter-
minach), by³a wysoka (Kim et al. 2008).

Zwalczanie zgorzeli siewek buraka cukrowego (Pyt-

hium) z wykorzystaniem Stenotrophomonas maltophilia

(W81) oraz P. fluorescens (F113Rif) w warunkach polo-
wych badali Dunne i in. (1998). Autorzy wykazali, ¿e
³¹czne zastosowanie mikroorganizmów spowodowa³o
obni¿enie czêstoœci infekcji roœlin na poziomie iden-
tycznym z ochron¹ chemiczn¹.

Ezziyyani i in. (2007) próbowali zwalczaæ zgorzel
pieprzu (P. capsici) za pomoc¹ kombinacji dwóch
mikroorganizmów: T. harzianum (2413) i Streptomyces

rochei (467). Wyniki pokaza³y, ¿e S. rochei zastoso-
wany samodzielnie w najmniejszych dawkach nie mia³
wp³ywu na zgorzel pieprzu, w wysokich powodowa³
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opóŸnienie wstêpowania objawów, a w najwy¿szych
zmniejsza³ œmiertelnoœæ roœlin. Zastosowanie gatunku
T. harzianum samodzielne w ogóle nie poprawia³o zdro-
wotnoœci roœlin pieprzu. £¹czne zastosowanie mikro-
organizmów w doœwiadczeniu wazonowym zmniejsza³o
czêstoœæ objawów fytoftorozy o 79,8 %, natomiast
w doœwiadczeniu polowym o 74,8%. Nieznaczne obni-
¿enie efektywnoœci ochrony biologicznej obserwowane
w doœwiadczeniu polowym (w stosunku do wazono-
wego) badacze t³umaczyli faktem, ¿e antagonistyczne
BCA musia³y konkurowaæ z rdzennymi mikroorga-
nizmami bytuj¹cymi w glebie, podczas gdy w wazonach,
w sterylnym pod³o¿u taka konkurencja nie wystêpowa³a.

Abo-Elyousr i in. (2009) do biologicznego zwal-
czania zgorzeli siewek bawe³ny powodowanej przez Ph.
debaryanum i F. oxysporum wykorzystywali T. hama-

tum (AUSB-26328), T. harzianum (AUSB-26330),
Paecilomyces lilacinus (AUSB-26336) oraz syntetyczne
induktory odpornoœci (resistance inducers – RIs): benzo-
thiadiazol (BTH, nazwa handlowa Bion) i kwas salicy-
lowy (SA). W badaniach polowych najkorzystniejsze
wyniki w ograniczaniu patogenicznych gatunków Ph.

debaryanum i F. oxysporum uzyskano w wariancie po
zastosowaniu ³¹cznie: P. lilacinus, T. harzianum, SA
i Bion. Zmniejszenie nasilenia objawów choroby na
zainfekowanych roœlinach wynios³o oko³o 50%.

4. Biologiczna ochrona przed chorobami:

stan obecny i perspektywy rozwoju

W krajach Unii Europejskiej stosowanie biologicz-
nych œrodków ochrony roœlin regulowane jest dyrekty-
wami 91/414/EEC (EU 1991), 2001/36/EC (EU 2001)
i 2005/25/EC (EU 2005) oraz regulacj¹ EC 1107/2009
(EU 2009). Komisja Europejska bardzo precyzyjnie
okreœla zasady obowi¹zuj¹ce producentów przy reje-
stracji do u¿ycia preparatów BCA. Poszczególne kraje
cz³onkowskie ró¿ni¹ siê interpretacj¹ przepisów praw-
nych, co skutkuje wyd³u¿eniem procesu rejestracji,
który jest ró¿ny w poszczególnych krajach cz³onkow-
skich. Polska, jako jeden z szeœciu krajów UE, nie posia-
da szczegó³owych uregulowañ prawnych dotycz¹cych
stosowania i rejestracji œrodków biologicznej ochrony.

Aktualnie w Europie dostêpnych jest 16 biofungi-
cydów (www.rebeca-net.de). Komercyjne preparaty
biologiczne dostêpne na rynku zawieraj¹ pojedyncze
szczepy mikroorganizmów antagonistycznych o bardzo
specyficznym mechanizmie oddzia³ywania na patogeny
(Junaid et al. 2013; www.rebeca-net.de). Wiêkszoœæ
gatunków grzybów glebowych uwa¿ana jest za gatunki
kosmopolityczne, co oznacza, ¿e z ³atwoœci¹ mog¹ prze-
nosiæ siê do innych œrodowisk (Gams 2007). Analizy
porównawcze populacji grzybów glebowych prowadzo-

ne w ró¿nych szerokoœciach geograficznych wskazuj¹,
¿e zarówno liczba taksonów grzybów glebowych izolo-
wanych z ró¿nych œrodowisk, jak i ich sk³ad jakoœciowy
s¹ podobne (Hawksworth 2001), dlatego zdaniem Bae
i in. (2011) te same BCA mo¿na stosowaæ w ró¿nych
warunkach œrodowiskowych.

Podstawow¹ kwesti¹, któr¹ nale¿y rozwa¿yæ w
odniesieniu do ochrony biologicznej, jest uzyskanie za-
dowalaj¹cej skutecznoœci biopreparatów i powtarzal-
noœci wyników w warunkach produkcyjnych. Aby efekt
by³ dobry, organizmy BCA musz¹ skutecznie skolo-
nizowaæ tkanki roœlin. Wzajemne interakcje dotycz¹
g³ównie konkurencji o przestrzeñ ¿yciow¹ i sk³adniki
pokarmowe. Zachodz¹ w glebie i na roœlinach, gdzie
wspó³zawodnictwo pomiêdzy mikroorganizmami nie
opiera siê wy³¹cznie na szybkoœci kolonizacji (tempie
wzrostu, szybkoœci cyklu ¿yciowego, zdolnoœciach
adaptacyjnych czy potencjale rozmno¿eniowym), lecz
dotyczy dynamicznej rywalizacji pomiêdzy mikroorga-
nizmami z wykorzystaniem wszelkich dostêpnych
œrodków obrony i agresji. Mikroorganizmy bytuj¹ce w
okreœlonej niszy ekologicznej wykszta³ci³y ró¿ne stra-
tegie umo¿liwiaj¹ce im pokonanie konkurencji. Nale¿y
do nich zaliczyæ: detoksyfikacjê wtórnych metabolitów
innych mikroorganizmów, represjê genów odpowiada-
j¹cych za syntezê metabolitów, syntezê antybiotyków
szkodliwych dla konkurencyjnych organizmów oraz
odpornoœæ na antybiotyki syntetyzowane przez inne mi-
kroorganizmy (Duffy et al. 2003). Wymienione powy¿ej
oddzia³ywania mog¹ przek³adaæ siê na mniejsz¹ sku-
tecznoœæ biologicznej ochrony w naturalnych ekosys-
temach. Dodatkowo, na wzajemne relacje pomiêdzy mi-
kroorganizmami wp³ywa wiele czynników niepodlega-
j¹cych kontroli, a decyduj¹cych o skutecznoœci zabie-
gów ochronnych, takich jak: warunki œrodowiskowe:
temperatura, opady, pH gleby, obecnoœæ czynników ha-
muj¹cych wzrost, sk³ad gatunkowy mikroorganizmów
w okreœlonej niszy (Benhamou 2004). Z tego powodu,
nie ma zale¿noœci miêdzy wynikami badañ nad sto-
sowaniem BCA uzyskanymi w warunkach in vitro

a uzyskanymi w warunkach in vivo (Elliot et al. 2009).
Modele matematyczne przebiegu choroby przy zastoso-
waniu ochrony biologicznej wykaza³y, ¿e efektywnoœæ
BCA zale¿y od stopnia kolonizacji tkanek roœlinnych lub
gleby oraz od czasu aktywnoœci BCA (Jeger et al. 2009),
a badania Zeng i in. (2012) udowodni³y ¿e skutecznoœæ
stosowania biologicznej ochrony zale¿y od stabilnego
utrzymywania siê populacji BCA introdukowanych do
œrodowiska. Wobec powy¿szego mo¿na wnioskowaæ, ¿e
skutecznoœæ BCA nie zale¿y od krótkotrwa³ego od-
dzia³ywania mikroorganizmów antagonistycznych, a
prze³amanie mechanizmu obrony patogenów nie gwa-
rantuje uzyskania satysfakcjonuj¹cego efektu ochron-
nego. Z tego te¿ powodu efektywnoœæ biologicznej
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ochrony w uprawach polowych jest ograniczona, a
najwiêksze sukcesy z wykorzystaniem BCA uzyskuje
siê w uprawach szklarniowych (Paulitz, Belanger 2001).
Obserwowana w niektórych doœwiadczeniach polowych
niewielka skutecznoœæ biologicznej ochrony roœlin mo¿e
wynikaæ tak¿e z wykorzystania organizmów antagonis-
tycznych wobec w¹skiego spektrum patogenów, dlatego
zawsze wskazane jest stosowanie mikroorganizmów o
szerokim wachlarzu zdolnoœci antagonistycznych (Cook
1993). Wyspecjalizowany mechanizm oddzia³ywania na
patogeniczne mikroorganizmy oznacza zarazem bardzo
ma³e prawdopodobieñstwo zmiany ¿ywiciela, przyk³a-
dem mo¿e byæ nadpaso¿ytniczy gatunek Ampelomyces

quisqalis – paso¿ytuj¹cy wy³¹cznie na grzybach powo-
duj¹cych m¹czniaka prawdziwego (Angeli et al. 2012).
Zdaniem niektórych badaczy wysoka specjalizacja ¿y-
wicielska mo¿e byæ skorelowana z ewolucyjn¹ labil-
noœci¹ (Parker, Gilbert 2004). Heydari i Pessarakli
(2010) twierdz¹, ¿e organizmy nadpaso¿ytnicze wpro-
wadzane do œrodowiska najczêœciej nie zapewniaj¹ sku-
tecznej ochrony, wykazuj¹ bowiem agresywne zacho-
wania wobec innych organizmów jedynie w warunkach
ograniczonej dostêpnoœci sk³adników od¿ywczych.

Zastosowanie BCA oddzia³ywuj¹cych wy³¹cznie na
okreœlony patogen, czêsto nie wp³ywa na inne orga-
nizmy zasiedlaj¹ce niszê, co z kolei prowadzi do koloni-
zacji roœlin przez nowe organizmy patogeniczne. Takie
zjawisko ma ogromne znaczenie w przypadku polifa-
gicznych patogenów odglebowych, daj¹cych podobne
lub identyczne objawy chorobowe na roœlinach. W takim
przypadku brak precyzyjnych procedur diagnostycz-
nych stosowanych w szkó³karstwie leœnym nie daje
odpowiedzi na temat skutecznoœci zabiegu zwalczenia
okreœlonego organizmu, szczególnie jeœli roœliny zo-
stan¹ skolonizowane przez inne organizmy patogenicz-
ne. Dodatkowym utrudnieniem s¹ liczne formy prze-
trwalnikowe oraz zarodniki tworzone przez mikro-
organizmy patogeniczne, które zostaj¹ rozproszone w
wodach gruntowych i glebie. W sytuacji silnej konku-
rencji pomiêdzy mikroorganizmami formy te umo¿li-
wiaj¹ przetrwanie patogenom, natomiast wprowadzone
do ekosystemu populacje nadpaso¿ytniczych grzybów i
bakterii podlegaj¹ sta³ej redukcji (Lourenco et al. 2006).

Podsumowuj¹c zebrane dane literaturowe nale¿y
stwierdziæ, ¿e w biologicznej ochronie przed chorobami
zgorzelowymi ró¿nych roœlin najczêœciej (30 na 47 prac)
stosowano bakterie i promieniowce o w³aœciwoœciach
antybiotycznych (tab. 1). Szacuje siê, ¿e poznano za-
ledwie 12% wszystkich takich gatunków, dlatego w celu
pozyskania dla biologicznej ochrony nowych gatunków
potrzebna jest izolacja mikroorganizmów z gleby – jako
potencjalnych producentów zwi¹zków biologicznie
aktywnych (wydzielania antybiotyków jako ubocznych
procesów metabolicznych). Nale¿y tak¿e podkreœliæ, ¿e

metody ochrony biologicznej w porównaniu do metod
chemicznych roœlin s¹ bardzo trudne. Stosowanie BCA
w odniesieniu do konkretnych patogenów i gatunków
roœlin wymaga bowiem opracowania bardzo precyzyj-
nych procedur oraz znajomoœci biologii zarówno
organizmów zwalczanych, jak i czynników biologicznej
ochrony.

Nale¿y poszukiwaæ nowych mikroorganizmów o
w³aœciwoœciach antagonistycznych w stosunku do pato-
genów, by powiêkszyæ arsena³ dostêpnych œrodków na
bazie BCA, oraz koncentrowaæ siê na wykorzystywaniu
lokalnych szczepów o najkorzystniejszych w³aœciwoœ-
ciach w okreœlonych siedliskach. Tworzenie nowych
biopreparatów jest oczywiœcie trudne, jednak poniesio-
ny w tym zakresie wysi³ek badawczy rekompensowany
bêdzie popraw¹ ich skutecznoœci oraz unikniêciem intro-
dukcji do œrodowiska mikroorganizmów pochodz¹cych
z odleg³ych czêœci œwiata. Recept¹ na poprawê skutecz-
noœci biopreparatów BCA jest wykorzystanie syner-
gicznych czynników biologicznej ochrony, co zarówno
poprawia efekt ochronny, jak i umo¿liwia zwalczanie
wiêkszej liczby patogenów (Dunne et al. 1998; Jetiya-
non, Kloepper 2002).

W literaturze funkcjonuje wiele doniesieñ o stosowa-
niu kilku BCA, kompatybilnych pod wzglêdem me-
chanizmu dzia³ania (tab. 2). W¹tpliwoœci jednak budzi
wzajemne ich oddzia³ywanie w œrodowisku naturalnym.
Populacje BCA stosowane równoczeœnie lub w krótkich
odstêpach czasu mog¹ ze sob¹ konkurowaæ (Xu et al.
2011), dlatego te¿ ³¹czne stosowanie kilku BCA mo¿e
dawaæ korzystny, neutralny lub niekorzystny efekt och-
ronny. Efekt ten zale¿y od typu organizmu zwalczanego,
wielkoœci jego populacji oraz doboru konkretnych BCA
(Kessel et al. 2002; Lourenco et al. 2006; Ezziyyani et al.
2007; Xu et al. 2010). Analizuj¹c model aktywnoœci
BCA o ró¿nych mechanizmach oddzia³ywania na pato-
gen, Xu i in. (2011) doszli do wniosku, ¿e w ogra-
niczaniu chorób roœlin bardziej skuteczne jest stoso-
wanie pojedynczych organizmów o wielopunktowym
mechanizmie oddzia³ywania na patogen, ni¿ kombinacji
kilku BCA, o ró¿nych, lecz jednopunktowych zdolnoœ-
ciach antagonistycznych. Jednoczeœnie Xu i in. (2011)
nie wykluczaj¹ zwiêkszenia efektywnoœci BCA stoso-
wanych ³¹cznie, przy czym podkreœlaj¹, ¿e synergiczne
oddzia³ywanie uwarunkowane jest przez wzajemn¹
kompatybilnoœæ mikroorganizmów, która musi zostaæ
potwierdzona w wykonanych wczeœniej analizach labo-
ratoryjnych. Powy¿sze za³o¿enie potwierdzaj¹ najnow-
sze wyniki zaprezentowane przez Xu i Jeger (2013),
którzy wykazali, ¿e ³¹czne stosowanie BCA o zdolnoœ-
ciach konkurencyjnych i nadpaso¿ytnicznych skutko-
wa³o opóŸnieniem rozwoju choroby.

Bardzo korzystne wydaje siê wprowadzenie do tego
uk³adu mikroorganizmów stymuluj¹cych reakcjê obron-
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n¹ roœlin (SAR, ISR) prewencyjnie, czyli przed termi-
nem najwiêkszej wra¿liwoœci roœlin lub najwiêkszej
aktywnoœci patogenu. Oczywiœcie wymaga to wnikli-
wych badañ okreœlaj¹cych zasady ³¹cznego stosowania
poszczególnych BCA w odniesieniu do konkretnego
patogenu, roœliny i siedliska. W ograniczaniu lêgniow-
ców Oomycetes skuteczne jest ³¹czenie czynników
biologicznej ochrony z klasycznymi œrodkami ochrony
roœlin (Silva et al. 2004) oraz ³¹czne stosowanie BCA z
syntetycznymi induktorami odpornoœci (Abo-Elyousr et
al. 2009). Dla rozwoju biologicznych metod ochrony w
szkó³karstwie leœnym wa¿ne jest wykorzystanie grzy-
bów mykoryzowych poprawiaj¹cych wzrost roœlin, a
jednoczeœnie bêd¹cych antagonistami patogenicznych
grzybów (Pozo et al. 1999). Jest to korzystne ze wzglêdu
na brak ujemnego wp³ywu na œrodowisko oraz ze wzglê-
dów ekonomicznych (Harrier, Watson 2004). Poprawê
efektywnoœci grzybowych preparatów biologicznych
mo¿na uzyskaæ poprzez wzbogacenie ich receptury w
sole wapnia (CaCO3), co wzmaga sporulacjê grzybów
oraz zwiêksza syntezê enzymów (Saxena et al. 2001;
Wuyep et al. 2003). Wapñ w biopreparatach poprawia
ich jakoœæ i aktywnoœæ antagonistów po aplikacji bio-
fungicydu (Spadaro, Gullino 2004). W badaniach Sugi-
moto i in. (2008) wykazano, ¿e jony wapnia wp³ywa³y
ograniczaj¹co na wzrost grzybni i uwalnianie zoospor
Phytophthora sojae, tak wiêc celowe jest wzbogacanie
preparatów BCA dedykowanych do zwalczania lêg-
niowców z rodzaju Phytophthora w wapñ. Tak¹ tezê
potwierdzaj¹ równie¿ prace von Broembsen i Deacon
(1997), którzy wykazali efektywnoœæ CaCl2 i Ca(NO3)2

w ograniczaniu P. parasitica oraz badania dotycz¹ce
zastosowania jonów Ca2+ w ochronie dêbu Quercus ilex

przed P. cinnamomi (Serrano et al. 2012).

5. Podsumowanie

Przytoczone w niniejszej pracy dane literaturowe
wskazuj¹ na bardzo du¿e mo¿liwoœci wykorzystania
mikroorganizmów antagonistycznych w szeroko pojêtej
produkcji roœlinnej, obejmuj¹cej leœnictwo, a w szcze-
gólnoœci szkó³karstwo leœne. Krajowy rynek biologicz-
nych œrodków ochrony roœlin jest obecnie niewielki, w
roku 2014 na listê preparatów fungicydowych rekomen-
dowanych w leœnictwie wprowadzono pierwszy œrodek
biologiczny zawieraj¹cy oospory Pythium oligandrum

(Polyversum WP). Stosowanie integrowanej ochrony
roœlin przez wszystkich profesjonalnych u¿ytkowników,
pocz¹wszy od 1 stycznia 2014 roku uprawomocnione
przepisami ustawy z dnia 8 marca 2013 r. o œrodkach
ochrony roœlin (Dz. U. poz. 455) oraz rozporz¹dzenia
Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 18 kwietnia
2013 r. w sprawie wymagañ integrowanej ochrony roœlin

(Dz. U. poz. 505), stwarza potrzebê wykorzystania
wszystkich metod ochrony roœlin alternatywnych w sto-
sunku do metody chemicznej, co mo¿e wp³yn¹æ na
wzrost zainteresowania metod¹ biologiczn¹. Na ca³ym
œwiecie prowadzone s¹ prace badawcze, których celem
jest poszukiwanie nowych mikroorganizmów o w³aœci-
woœciach umo¿liwiaj¹cych ich wykorzystanie w bio-
logicznej ochronie. Jednoczeœnie znanych jest ju¿ wiele
gatunków mikroorganizmów (o udokumentowanych
w³aœciwoœciach antagonistycznych), które wykorzysta-
no do opracowania biopreparatów komercyjnych. Dlate-
go w ramach prac badawczych realizowanych w ró¿nych
krajowych jednostkach naukowo-badawczych nale¿y
postawiæ za cel opracowanie zasad stosowania prepa-
ratów biologicznych dostêpnych w ramach UE w
szkó³karstwie leœnym i jednoczeœnie podj¹æ starania do-
tycz¹ce rejestracji kolejnych œrodków biologicznej
ochrony roœlin w Polsce.
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Abstract. Achieving high quality propagative material is difficult today due to the limited number of pesticides 
recommended for use. Simultaneously, EU regulations on Integrated Pest Management (IPM) in forest nurseries 
came into a force, requiring a search for alternative plant protection methods that are safe for humans, animals and the 
environment. In this paper, we present the possibilities of using bio-fungicides against diseases in forest nurseries, their 
mechanisms of action, as well as the direction of their development (according to IPM rules). We reviewed the results 
achieved by different research teams presenting the possibilities and trends in combatting Oomycetes and Fusarium spp. 
pathogens currently having the most important economic impact.
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1. Introduction

Ecosystems constitute highly complex system of re-
 



 






  



Major diseases encountered in forest nurseries in-
clude seedling blight and root blight occurring a few 
weeks after sprouting. They are caused by the large 
group of fungal pathogens including mainly Phytoph-
thora and Pythium (Oomycetes) and Fusarium genus of 
fungi (Mańka 2005; de Vasconcellos and Cardoso 
2009, Lefort et al. 2013). 

Polish forest nursery is currently contending with 
limited availability of fungicides, what results in dif-
ficulties in reducing the disease of forest reproductive 
material. Consequently, an urgent necessity to use alter-
native methods of plant protection, including biological 
control, has arisen in forestry. The results of the research 
presented in this paper and concerning the use of bi-
ological control factors in eliminating forest nurseries 
pathogens, tree stands and natural ecosystems indicate 
a great potential for adopting biological methods in for-
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estry (Reglinski and Dick 2005; Hill et al. 2007; Lefort 
et al., 2013). This study provides insight into the 
mechanisms of impact of individual biological control 
factors both on pathogens and on the plants, 
particularly in the context of damping off disease 
reduction. In addition, the perspectives for the 
adoption of biological methods in forest nurseries and 
difficulties associated with the use of biological control 
have been presented. 
2. Biological control – definition and
mechanisms

The basis of biological plant control formulated by 
Baker and Cook (1974) defined its principles as con-
trolling pathogenic organisms with the help of other liv-
ing organisms. Currently, the notion of biological plant 
protection is more complex and defined in terms of the 
use of biopesticides, that is the plant control agents con-
taining the biotic factor or factors (Biological Control 
Agents – BCA) in order to reduce pathogenic organ-
isms through one or more mechanisms of action. They 
have either direct or indirect impact on pathogens or on 
pathogens and plants. The biotic microbiological factors 
are represented by living organisms: bacteria, fungi and 
pathogen – antagonistic viruses or the viruses inducing 
the mechanisms of plant disease resistance (Cook 1993, 
Schouten et al. 2008). The mechanism of action of mi-
crobiological BCA is based on the use of their compet-
itive abilities (quick growth, intensive sporulation and 
high adaptive capacities), which allow for colonization of 
ecological niche and reduction in the size of pathogenic 
organisms population, either in the soil or on the plant. 
BCA, apart from competing with pathogens for living 
space, fight for nutrients in the soil (Okorski 2007). 

The BCA directly affects pathogenic microorgan-
isms through the synthesis of lytic enzymes and anti-
biotics hindering their growth and development as well 
as through establishing direct parasitic contact with the 
pathogen (hyperparasitism) (Whipps, 2001). In 
relationship with plants, the BCA induce resistance 
through the activation of the systemic acquired 
resistance (SAR) (Kozłowska, Konieczny 2003) or the 
induced systemic resistance (ISR). In the first case 
(SAR), both biotic and abiotic factors are the triggers 
of the plant resistance reaction, with salicylic acid as an 
intermediate (Salas-Marina et al. 2011). The ISR is 
activated by saprotrophic fungi and bacteria, ethylene 
is a signal molecule and jasmonic acid (JA) plays a key 
role (Pieterse et al., 2011). 

The consequence of the plant resistance response is 
the accumulation of pathogenesis-related proteins (PR), 

phytoalexins (FA), chitinases, glucanases and peroxi-
dases as well as the synthesis of phenolic compounds 
(Khan et al. 2004).

The fungi, which are the most frequently used in 
biological control, belong to the following genera: 
Trichoderma, Gliocladium, Ampelomyces, Candida and 
Coniothyrium (Fravel 2005). Fungal BCA form second-
ary metabolites with antibiotic properties (Vinale et al,. 
2008), synthesize the following enzymes: chitinases, 
cellulases, glucanases and proteases allowing for 
developing mycoparasitic relationship (Harman et al. 
2004) and induce the SAR and ISR mechanisms in 
plants (Salas-Marina et al., 2011).

The bacteria classified as biological control factors be-
long to PGPR group (Plant Growth Promoting Rhizobac-
teria), which apart from having the antagonistic effects 
on pathogen exert a positive impact on the plants. The 
PGPR bacteria make difficult to obtain forms of miner-
als available to the plants, improve the structure of the 
soil, produce the analogues of plant growth regulators, as 
well as bind toxic heavy metals (Gutierrez-Manero et al., 
2001). The PGPR bacteria are mostly the representatives 
of the following genera: Acetobacter, Acinetobacter, 
Alcaligenes, Arthrobacter, Azoarcus, Azospirillum, Az-
otobacter, Bacillus, Beijerinckia, Burkholderia, Derxia, 
Enterobacter, Gluconacetobacter, Klebsiella, Ochrobac-
trum, Pseudomonas, Rhodococcus, Serratia and Zoog-
loea (Singh et al., 2011). Since the PGPR bacteria produce 
siderophores, synthesize antibiotics and induce the ISR 
resistance, they enter into severe competition with 
pathogens (Figueiredo et al. 2010). The mycophagous 
bacteria are also the biological control factors, which 
with the help of active mechanisms parasitizes fungal 
hyphae (de Boer et al. 2005; Fritsche et al. 2006).

    
   
     
     
     

      
   
    
   

     
  
        


Mycorrhizal fungi, as the biological control factors, 
play a key role in the protection of forest ecosystems. It 
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is estimated that approximately 5000–6000 fungi spe-
cies can be involved in ectomycorrhiza (Molina et al. 
1992). The beneficial effects the mycorrhizal fungi 
have on plants include increasing the root system 
capacities for the absorption of minerals and the water 
(Read and Perez-Moreno 2003), therefore applying 
mycorrhizal fungi to container nursery seedlings 
before their transfer to the environment considerably 
improves their survival rates (Domenech et al. 2004). 
There are reports indicating that mycorrhizal fungi can 
increase plant resistance to infections caused by soil 
pathogens (Azcón-Aguilar and Barea 1996; Graham 
2001). Some ectomycorrhizal fungi produce 
siderophores, which bind iron in the soil (Renshaw et 
al. 2002), whereas the others synthesize antibiotics 
(Tsantrizos et al. 1991). The underlying impact 
mechanism of these fungi on the pathogen is the 
competition and creation of physical barrier preventing 
infection (Graham 2001). The most important 
mycorrhizal fungi used in biological control belong to 
Glomus  genus, and they include the following species: 
Gigaspora margarita, Hebeloma crustuliniforme and 
Sclerocystis dussi (Kowalski and Wojnowski 2009; 
Ozgonen et al. 2009; Kavatagi  and   Lakshman  2012). 

Another group of biological control factors are or-
ganic and nonorganic chemical compounds, which can 
be applied both to the soil and directly to the plants and 
seedlings to reduce the diseases caused by pathogens. 
The organic chemical compounds include plant ex-
tracts, essential oils, glucosinolates, chitosan and syn-
thetic compounds, such as salicylic acid, benzo[1,2,3] 
thiadiazole-7-carbothioic acid-S-methyl ester, 
benzothi-adiazole (BTH) and β-aminobutyric acid 
(Oostendorp et al. 2001, Alabouvette et al. 2006, 
Muthukumar et al. 2010; Abdel-Monaim 2013). These 
compounds suppress the growth of pathogens and like 
antagonistic microorganisms, they activate plant 
resistance mechanisms (Alabouvette et al. 2006).
3. Biological control in forest nursery

The literature on the methods of biological control 
of plant diseases provides many examples of beneficial 
BCA application with respect to agricultural and hor-
ticultural crops, while there are only few examples of 
the use of biological control factors in reducing the dis-
eases occurring in forest nurseries. The authors of the 
research works have reported that biological control 
of tree diseases is very difficult, what stems from the 
production specificity (Reglinski and Dick 2005; Hill 
et al. 2007). In New Zealand (where container nurs-
ery provides approximately fifty  million  seedlings per 

annum), an important support for the production is the 
use of biological control factors, in order to develop dis-
ease resistance and exert beneficial effects on the plant 
growth (Hohmann et al. 2011). The BCA can be 
applied to forest nurseries in two ways: through seed 
treatment and sprayings (Hohmann et al. 2011). It is 
worth emphasising that seed treatment is more 
economical and at the same time very effective in terms 
of diseases caused by soil fungi (Mousseaux et al. 
1998; Bell et al. 2000). According to Bent et al. (2001), 
an important element of the nursery production 
technology is the inoculation of tree seedlings with the 
PGPR bacteria, because it improves the plants’ 
condition and increases their adaptive capacities after 
replanting. In the opinion of Reglinski and Dick 
(2005), antagonistic microorganisms, which include 
the representatives of Trichoderma genus, have a 
considerable potential for reducing pathogens occur-
ring in forestry. It has been confirmed by the results of 
the studies conducted by Hill et al. (2007), who 
showed that applying Trichoderma genera improved 
the health of Pinus radiata seedlings in the container 
nursery. Other studies revealed that Trichoderma fungi 
have positive effects on different arborescent plants 
(Paderes et al. 2005, Adams et al. 2007, Grodnitskaya 
and Sorokin 2007), whereas T. harzianum genus which 
was used in Kelley’s studies (1970) reduced Pinus 
echinata seedling blight. The same BCA genus applied 
in container nurseries reduced the Douglas fir seedling 
mortality due to plant infection caused by F. 
oxysporum (Mousseaux et al. 1998). Another studies 
conducted by Hill et al. (2007) proved that both 
seeds treatment and spraying with preparations 
containing antagonistic Trichoderma strains improved 
seeds sprouting and the health of P. radiata seedlings 
in container nurseries. 

According to Bent et al. (2001), optimization of the 
use of microorganisms in forest nurseries requires de-
tailed knowledge of the PGPR interaction mechanisms 
with the plants and determination of environmental 
conditions affecting the colonisation of the niche by 
specific microorganisms. Kelley (1976) showed that 
the Trichoderma representative was not able to prevent 
Pinus echinata seedling blight caused by P. cinnamomi 
under conditions of the soil moisture remaining close 
to the saturation point. Other research works have not 
found any impact of Trichoderma fungi and calcium 
compounds on Phytophthora suppression; however, 
their authors when summarising of the obtained results 
arrived at the conclusion that controlling Phytophtho-
ra requires the integration of all the available methods, 
including the biological one (Reglinski  et  al.  2008). 
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   Correspondent to the Reglinski’s studies are the 
results obtained by Minchin et al. (2012), who have not 
observed any beneficial effects of the commercial bi-
opreparation containing Trichoderma atroviride 
(five isolates) and T.  harzianum (one isolate) on the 
plant growth. The authors demonstrated the lack of 
negative impact of BCA on the colonization of 
seedlings by Pinus radiata ectomycorrhizal fungi in 
container nurseries. Other studies related to 
combined application of Paenibacillus polymyxa and 
Pseudomonas fluorescens  bacteria showed  adverse 
impact on the growth and the root mass produced by 
Pinus contorta in comparison with individual BCA 
application. At the same time, it has been found that the 
level of rhizosphere colonization by the bacteria does 
not correlate with bacteria’s beneficial impact on the 
plant growth (Bent et al. 2001). However, the studies 
conducted by Hohmann et al. (2011) showed the 
increase in the seedlings growth in comparison with the 
control, as a result of applying Trichoderma fungi 
isolates coming from indigenous ecosystems to the 
container nursery. The beneficial effects of the 
indigenous population of BCA microorganisms on the 
health of the beech and oak seedlings were also 
confirmed by the results of the most recent studies 
carried out by Lefort et al. (2013). Their in vivo 
experiments showed a considerable reduction in the 
seedling infections caused by P.  cambivora and P. 
cinnamoni oomycetes.

Biological control of blight diseases caused by 
the Oomycetes and Fusarium

Many research groups focused their works on the 
analysis of antagonistic microorganisms impact on the 
pathogens responsible for blight diseases (the Oomycet-
es and Fusarium) occurring in agricultural, horticultur-
al and forest tree crops. Most of the available research 
analysed the activity of antagonistic organisms in com-
parison with the plants, fungi and oomycetes pathogens 
with the help of Petri dish. These experiments frequent-
ly constituted the introduction to the vase experiments, 
and in some case for the field experiments (Table 1). 

The  example of such analysis is the research 
conducted by Paul and Sarma (2006), who  assessed  the 
efficacy  of   IISR-6 P.  luorescens   strain   with  strong  
antibiotic  properties  (pyoluteorin,  pyrrolnitrin,  HCH) 
in terms of controlling Phytophthora capsici. The 
authors  proved  severe hindering  of  mycelium  growth 
(at  approximately 70%),  reduction   of   the   sporangia  
production   and spores   sprouting.  Another  biological  
control   factor  was    analysed    by   the    group    led  
by   Picard    (Picard   et   al.   2000b).  The  Petri  dish 

experiment showed the antagonistic impact of Pythium 
oligandrum (1010) strain on Phytophthora parasitica. 
The authors have suggested that high affinity of Py. oli-
gandrum to host cells was triggered by chemical stimuli 
or chemotropism, and the cells damage ensued from the 
synthesis of hydrolytic enzymes: β-1,3-glucanase and 
cellulase. In further research works, the authors proved 
that secondary metabolite synthesised by Py. 
oligandrum  suppressed the symptoms of the tomato 
plant disease caused by P. parasitica. The application of 
oligandrin reduced the number of sick plants displaying 
most severe disease symptoms (Picard et al. 2000b). In 
subsequent analyses, the same group of researchers 
showed that applying Py. oligandrum spores reduced by 
approximately 60% the symptoms of tomato plant 
diseases (Picard et al. 2000a). According to the authors, 
Py. oligandrum has a direct impact on fungi pathogenic 
cells and oligandrin is the elicitor of the plant resistance 
response. In the authors’ opinion, the tomato plants are 
equipped with functional receptors of oligandrin 
intermediating in specific signal path leading to 
resistance response, manifested by the synthesis of 
phytoalexin and phenolic compounds (Picard et al. 
2000a). 

The analysis of the data provided by the subject lit-
erature indicates that bacteria and actinobacteria with 
antibiotic properties are the most frequently used mi-
croorganisms in the biological control of plant blight 
diseases (30 out of 47 works) (Table 1). 

The example of the role of antibiosis in the biological 
control of plant diseases is the use of Serratia plymuth-
ica (A21-4) species to counteract P. capsici on pepper 
plants (Capsicum annuum L.) (Shen et al. 2005). The 
authors conducted the research under in vitro 
conditions and observed that zoosporangium and 
zoospores growth was hindered by A21-4 strain 
synthesising macrocyclic lactone. The laboratory 
results were verified in vase and greenhouse 
experiments, which showed high effectiveness of the 
colonization of plant roots by antagonistic strain. 
Population of S.  plymuthica  steadily remained in 
rhizosphere as well as on grafted and newly grown 
pepper roots. A month after replanting the plants to 
the medium infected by P. capsici, the damages of 
control plants reached 75%, whereas the plants under 
biological control were damaged only at 12.6% (Shen 
et al. 2005). The antibiosis was also investigated by 
Logeshwaran et al. (2011), who showed that 
antagonistic  strains of Gluconacetobacter  
diazotrophicus  (L5 and  PAL5)  synthesising 
secondary metabolite with antibiotic properties 
(pyoluteorin) hindered the mycelium growth of F. ox-
ysporum and F. solani. The growth of mycelium of the 
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abovementioned species was hindered, respectively, by 
53.49% and 60.0% in case of PAL5, and by 43.48% 
and 46.66% in case of L5.

However, it should be noted that large part of 
research works was conducted only under laboratory 
conditions or in vase experiments using sterilised soil or 
artificial mediums (Gilbert et al. 1990; Smith et al. 1993; 
Chen et al. 1996; Okamoto et al. 1998; Picard et al. 
2000a,b; Jung and Kim 2005; Timmusk et al. 2009; 
Logeshwaran et al. 2011). The results obtained under 
laboratory conditions are not always identical with the 
ones obtained under in vivo conditions, which was 
illustrated by the studies carried out by Devaki et al. 
(1992). The researchers proved high antagonistic effects 
of Trichoderma harzianum synthesising β-(l,3)-
glucanases on the growth of mycelium of 
Py. aphanidermatum and Py. myriotylum. On Petri dish, 
in the area of interaction of BCA mycelium with 
phythopathogen they observed the autofluorescence, 
which explicitly indicated cell deaths. In case of vase ex-
periments, the antagonist efficacy was confirmed only in 
sterilised  soil,   while  the   protective  effect  in 
unsterilised  lised  soil  was   relatively   small
(Devaki  et  al. 1992). 

Different research groups also conducted the 
extensive and multilayered studies concerning the 
implementation of biological control to counteract 
various plant pathogenic microorganisms. The 
examples of such studies are multifaceted works related 
to the application of Bacillus  cereus strain (UW85) 
(synthesising zwittermicin A and kanosamine) to 
suppress the species belonging to mycetozoa of 
Phytophthora and  Pythium  genera:  Py.  torulosum 
(Shang et al. 1999), Py. aphanidermatum  (Chen  et  al. 
1996), P. cactorum (Gilbert et al. 1990), P. parasitica 
(Handelsman et al. 1990) and P. megasperma f. sp. 
megasperma (Handelsman et al. 1990).

First studies were conducted under in vitro conditions 
to counteract P. cactorum and they found the lysis of 
zoospores affected by antibiotic metabolites of 
UW85 strain (Gilbert et al. 1990). The studies were 
continued using quick mortality test of medick 
seedlings from P. megasperma f. sp.  medicaginis 
(Handelsman et al., 1990) and under controlled 
conditions to control tobacco plant against seedling 
blight (Py. torulosum). The studies showed complete 
suppression of disease  progression (Shang et al. 1999). 

Yuan and Crawford (1995), having conducted the an-
tagonism tests with the help of the Petri dishes, proved 
the hindered growth of selected plant pathogenic fungi, 
including Py. ultimum, Aphanomyces euteiches, F. ox-
ysporum and R. solani przez Streptomyces lydicus 
(WYEC108) (Yuan and Crawford 1995). The authors 

observed the growth disorder and the lysis of myceli-
um hyphae, and due to scanning technique of electron 
microscopy, the damage of sprouting oospores, as well 
as the damages of mycelium cell wall of Py. ultimum. 
Further studies by the group of researchers (Yuan and 
Crawford 1995) included the protection of pea seeds 
against pre-emergence infection (Py. ultimum). In con-
sequence of seeds inoculation with WYEC108, the 40% 
damage was reported, while 100% of control seeds dis-
played the disease symptoms. The studies also showed 
that the population of S. lydicus remained stable and at a 
high level of both sterilised and unsterilised soil resulted 
in high protective effect aimed at reducing the pea seed-
lings blight (Yuan and Crawford 1995).

Microorganisms inducing the plant resistance 
mechanisms and exhibiting competitive properties 
towards pathogens were also used to suppress blight 
diseases. The method was, for instance, adopted by 
Benhamou et al. (2000). In their studies, they assessed 
the usefulness of Serratia plymuthica bacteria (R1GC 
strain) for controlling the blight of cucumber 
seedlings. The cucumber seeds were being soaked for 
24 hours in suspension containing the bacteria cells. 
After 5 days since the plant inoculation with the 
Py. ultimum spores, the control object showed severe 
root damage and plant withering. The biologically 
controlled plants were not completely healthy, but the 
disease symptoms mainly appeared on the side roots 
(Benhamou et al. 2000). According to the authors, the 
obtained results indicate that the reduction of the 
disease symptoms not only stems from the decrease 
in pathogen growth rate and colonisation of tissues but 
also from the induction of structural and biochemical 
barriers in a host plant. This approach has been 
confirmed by the results achieved by van Peer et al., 
(2001), who demonstrated the increased accumulation 
of phytoalexins occurring in carnation roots treated 
with Pseudomonas bacteria at the beginning of the 
attack caused by Fusarium fungi. 

The induction of plant resistance mechanism was also 
confirmed by the studies on the suppression of pepper 
plant phytophthorosis through the application of antag-
onistic species of Paenibacillus illinoisensis (KJA-424) 
(Jung et al. 2005). The vase experiment showed high 
efficacy of pepper roots inoculation with KJA-424 and 
reported approximately 84% decrease in plant damages 
caused by P. capsici species compared with the con-
trol variant (Jung et al. 2005). Analogically, Cordier et 
al. (1998) studies on the use of mycorrhizal species of 
Glomus mosseae (BEG 12) in biological control of to-
mato against P. parasitica found that ISR mechanism 
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is activated in mycorrhized plants, which leads to the 
increase in phenolic compounds concentration. The 
studies showed the reduction of root necrosis as a result 
of plants inoculation with mycorrhizal fungus, but the 
protective effect depended on the effectiveness of 
plant mycorrhization (Cordier et al. 1998). The authors 
stated that the mycorrhization of tomato plants 
triggered not only a local reaction but also a 
systemic immunity in the plant roots. Additionally, 
callose development was observed in mycorrhized 
cells, which built a barrier against infection.  

Mycorrhizal species of Glomus macrocarpum and 
Glomus fasciculatum were used to counteract fusaric 
withering of tomato (F. oxysporum f. sp. lycopersici) 
(Kapoor 2008). In vase experiment, mycorrhized to-
mato plants have been reported to show twice as high 
phenolic compounds concentration, six times higher 
activity of PAL enzyme and over 18 times higher JA 
content (in fresh plant mass) in comparison with control 
plants. The studies showed also increased efficacy of 
biological control. Macrocarpum and G. fasciculatum 
species suppressed the disease symptoms on the tomato 
plants by, respectively, 75% and 78%.

Furthermore, promising results were obtained based 
on ectomycorrhizal species – waxy laccaria (Laccaria 
lacata). Chakravarty and Hwang (1991) proved that the 
species strongly suppressed the F. oxysporum myceli-
um growth on the Jack pine seedlings (Pinus banksiana) 
compared with other fungi. As a consequence of plant 
mycorrhization, the decrease in the number of isolated 
colonies of Fusarium fungi in the rhizosphere was ob-
served, while culture filtrates of waxy laccaria applied 
to in vitro studies considerably suppressed sprouting 
of spores and hyphae of  Fusarium  oxysporum. Myc-
orrhizaded pine seedlings exhibited increased phenolic 
compounds content compared with the control plants, 
indicating the activation of resistance mechanisms 
(Chakravarty and Hwang 1991). The studies involving 
L.  lacata  species were continued focused on the pro-
tection of the stone pine (Pinus pinea L.) against the 
seedling blight caused by F. oxysporum and F. verticil-
lioides (Machón et al., 2009). The experiment with plant 
pots filled with autoclaved a  peat-vermiculite medium 
reported no substantial impact of antagonistic species 
on plant survival in terms of preemergence blight. Inten-
sification of postemergence blight symptoms depended 
on the level of the mycorrhization of pine seedlings 
(Machón et al. 2009). Other ectomycorrhizal species - 
such as brown roll-rim (Paxillus involutus) was used to 
control the red pine (Pinus resinosa Ait.) root blight (F. 

oxysporum). After 14 days since the infection, the pine 
seedlings mortality reduced by 55% and F. oxysporum 
sporing by approximately 80% (Machón et al. 2009).

The results presented in the above subsection and 
related to the studies on the use of individual BCA mi-
croorganisms in biological control were obtained in the 
course of laboratory researches as well as the vase and 
greenhouse experiments. These experiments mainly in-
volved artificial medium or sterilised soil. Under such 
conditions, introduced microorganisms competed only 
with the populations of pathogens inoculated to the 
plants, while high and medium effectiveness of blight 
pathogens control, which was achieved by the authors, 
is extremely difficult to obtain under field conditions. 
The above assumption is confirmed by the results of 
Deberdt et al., (2008), who applied PR11 Trichoderma 
asperellum strain to counteract black spot leaf diseases 
of cacao tree (P. megakarya). The studies showed statis-
tically significant, over 20% reduction in disease symp-
toms compared with the control variant; however, much 
higher efficacy was measured when applying chemical 
protection, reporting approximately 2% damage within 
the research period. 

The recipe for improving low efficacy of biological 
preparations observed under production conditions is a 
combined use of several compatible microorganisms in 
one treatment or in subsequent treatments conducted at 
different stages of the plant growth (Table 2). Since the 
most frequently applied biological control factors can 
synthesize secondary metabolites with antibiotic prop-
erties, in case of combined use of antagonistic microor-
ganisms, it is necessary to do conformance tests under 
in vitro conditions. 

The example of efficacious combination of micro-
organism to control P. parasitica   and Fusarium fungi 
was the use of Paenibacillus sp. (B2) bacteria with an-
tibiotic properties together with mycorrhizal species of 
G. mosseae. Petri dish experiments confirmed that the 
bacteria do not show antagonistic properties towards G. 
mosseae, but it reduces the growth of plant pathogens 
(Budi et al., 2000). The experiment under in vitro con-
ditions showed the suppression of spores sprouting, as 
well as the hindered growth of P. parasitica hyphae and 
the mycelium of F. oxysporum and F. culmorum. The in 
vivo experiment demonstrated the decrease in the ne-
crosis symptoms on tomato plants due to individual and 
combined application of antagonistic microorganisms. 
However, the most remarkable reduction in the disease 
symptoms resulted from the combined application 
of BCA microorganisms (63%) (Budi et al. 2000).
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Other studies showed the effectiveness of the com-
bined use of ectomycorrhizal species of Paxillus  
involutus  and  the  B.  subtilis – the bacteria strain with 
antibiotic properties (Hwang et al. 1995). In vivo 
experiment conducted in Erlenmeyer flask containing 
sterilised vermiculite proved that combined 
application of antagonists reduces by 16% the jack 
pine (P. banksiana)  mortality  from  the  infection 
caused by F. moniliforme. 

High efficacy of biological control was reported after 
applying two antagonistic organisms to counteract 
cucumber seedling blight (P. ultimum) (Roberts et al. 
2005). Two independent experiments showed that the best 
results in terms of the disease control were obtained after 
applying T. virens (GL21) or combining T. virens (GL3) 
with Burkholderia cepacia (BC-1) (Roberts et al. 2005).

There are also reports on the attempts of combined 
use of commercial biological preparations to control 
the blight diseases. Elliott et al. (2009) carried out the 
assessment of five commercial biological preparations 
containing:   B. subtilis  GB03  B.   subtilis,   B. 
lichenformis, B.  megaterium, B. subtilis QST  713, S. 
lydicus WYEC 108,  T. atroviride  CHS  861   and  G.  
virens GL-21 in terms of their effectiveness in P. 
ramorum control. The efficacy was analysed based on 
the antagonism tests and in vivo experiments, using the 
leaves of plants sensitive to infection (Caucasian 
rhododendron, the Japanese camellia). In the Petri 
dish, the most efficacious preparation reducing the 
mycelium growth of all the P. ramorum strains (100% 
growth suppression) turned out to be the Plant Helper 
(Trichoderma atroviride), whereas in in vivo 
experiments this preparation did not produce any 
positive effects. In this case, the most effective was the 
Serenade preparation (Bacillus  subtilis QST 713) 
displaying the average results on Petri dish. Ac-
cording to the authors, the lack of relationship between 
the Perti dish results and the leaves tests eliminates the 
first method as a reliable assessment of biological 
preparations (Elliott et al. 2009). In the antagonism 
tests of individual BCA, the authors proved lack of 
mutual   antagonism  between  T.   atroviride   and 
S. lydicus, which allowed for the  attempt to use  two 
preparations altogether. However, the combined use of 
microorganisms did not produce more beneficial 
protective effects as compared with individual BCA 
application (Elliott et al. 2009). The attempts to 
control the blight of sugar beet seedlings (Py. 
ultimum) showed lack of improvement in biological 
control efficacy with respect to combined use of 
antagonists, in comparison with microorganisms used 
individually (Fukui et al. 1994), while the studies of de 
Boer  et  al.  (2003)  have  indicated  that  incompatible 

isolates applied together in in vitro test gave identical 
results with the strains applied separately (RS56 and 
RS111) (de Boer et al. 1999).

Few studies on combined use of biological prepara-
tions were conducted under field conditions. These are 
for instance the studies of Kim et al. (2008), who used 
antagonistic bacteria of S. plymuthica (C-1), Chromo-
bacterium sp. (C-61), Lysobacter enzymogenes C-3 to 
control P. capsici and other pepper pathogenic species 
(R. solani, F. oxysporum i F. solani). 

In vase experiment, the authors noticed that among 
individually applied bacteria (which were mentioned 
above), S. plymuthica (C-1) strain had the strongest an-
tagonistic effect on P. capsici, though the separate BCA 
showed the average effectiveness in the control of fun-
gal complex. In vase experiments, the applied strains 
when combined with one another produced high pro-
tective effects in the control of pathogen complex, and 
obtained results were also verified in field experiments. 
BCA combination was applied on three different dates, 
eventually obtaining high efficacy of biological control 
in two independent experiments (Kim et al. 2008).

The control of sugar beet seedling blight 
(Pythium) using the antagonistic  organisms of 
Stenotrophomonas maltophilia  (W81)  and   P.  fluore- 
scens (F113Rif) was conducted by Dunne’s team under 
field conditions (Dunne et al. 1998). The authors 
demonstrated that the combined application of 
antagonistic microorganisms led to the decrease in the 
plant infections and was at the same level as the 
chemical control (Dunne et al. 1998).

In the studies of Ezziyyani et al. (2007) pepper 
blight (P. capsici) was controlled with the combination 
of two antagonistic microorganisms applied altogether: 
T. harzianum (2413), S. rochei  (467).  The  studies 
showed that the lowest doses of S. rochei applied 
separately did not perform their protective function, 
the high doses caused delayed development of 
disease symptoms and the highest doses reduced the 
plant mortality. 

Individual application of T. harzianum species did not 
improve the pepper plants health. Due to combined ap-
plication of microorganisms, phytophthorosis symptoms 
decreased by 79.8% in vase experiment, and by 74.8% 
in field experiment (Ezziyyani et al. 2007). Slight fall in 
the efficacy of biological control observed in field exper-
iment (compared with the vase one) was explained with 
the fact that antagonistic BCA had to compete with ho-
mogenous microorganisms in natural soil, while in steri-
lised vase medium such competition did not occur. 

Abo-Elyousr et al. (2009) to control the cotton seed-
ling blight caused by P. debaryanum and F. oxysporum 
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used T. hamatum (AUSB-26328), T. harzianum (AUSB- 
26330), Paecilomyces  lilacinus (AUSB-26336) and 
synthetic resistance inductors (RIs): Bion (BTH) and 
salicylic acid (SA). In field studies, the most positive re-
sults concerning the reduction of both plant pathogenic 
species of P. debaryanum and F. oxysporum were ob-
tained after applying the following variant: P. lilacinus, 
T. harzianum, SA and Bion. In consequence, the disease 
index of both pathogens decreased by 50% (Abo-Ely-
ousr et al. 2009).

4. Biological control – current status and
development perspectives

Application of biological plant control agents in the 
EU countries is regulated by the Directive 91/414/EEC 
(EU 1991), the Directives: 2001/36/EC (EU 2001) and 
2005/25/EC (EU 2005), as well as by the Regulation EC 
No. 1107/2009 (EU 2009). The European Commission 
precisely defines the rules for the producers registering 
for the use of BCA preparations. Diverse interpretation 
of law provisions among individual EU countries results 
in prolonged registration process, which is also different 
in each member state. Currently, Poland is one of the six 
member states, which do not have detailed law regula-
tions on the use and registration of biological control 
agents. Expensive registration procedures and a great 
deal of time they involve result in 16 biofungicides cur-
rently available in Europe (www.rebeca-net.de).

Commercial biological preparations available on the 
market contain single strains of antagonistic microor-
ganisms with a very specific mechanism of impact on 
pathogens. They are mainly used for emergency purpos-
es in terms of particular lifecycle phase of pathogenic 
factor (Junaid et al., 2013, www.rebeca-net.de). Most 
of the soil fungi species are considered cosmopolitan, 
which means that they can easily move to other environ-
ment (Gams 2007). Comparative analyses of soil fungi 
population conducted in various parts of the world indi-
cate that both the number and the qualitative content of 
soil fungi taxa isolated from different environments are 
similar (Hawksworth 2001); therefore, according to Bae 
et al. (2011), the BCA species can be used in various 
environmental conditions.

A fundamental issue, which should be considered 
in terms of biological control, is achieving satisfacto-
ry effectiveness of biopreparations and repeatability of 
results in soil and on the plants under production con-
ditions. To obtain a good effect, the biological factors 
must first of all colonise the plant tissues. Mutual inter-

actions mainly concern competition for living space 
and nutrients. They developed in the coevolution 
process in the soil and on the plants where competition 
between the microorganisms is based solely on the 
colonization rate (growth rate, lifecycle rate, 
adaptation capacities or reproductive potential), but it 
is connected with dynamic competition between the 
microorganisms using all the possible means of 
defence and aggression. Microorganisms existing in 
specific ecological niche developed various strategies 
to fight off the competition. They include 
detoxification of secondary metabolites of other 
organisms, repression of genes responsible for the 
synthesis of metabolites, synthesis of antibiotics 
harmful for competitive organisms and resistance to 
antibiotics synthesised by other microorganisms 
(Duffy et al. 2003). The above listed interactions 
may result in lower effectiveness of biological control 
in natural ecosystems. In addition, mutual relations 
between microorganisms are affected by many factors 
not subject to control and determining the efficacy of 
protective activities. They include: environmental 
conditions, tem-perature, soil pH, presence of growth 
hindering factors and types of microorganism species 
living in particular niche (Benhamou 2004). For this 
reason, the studies on BCA application under in vitro 
conditions are not fully relevant to (there is no linear 
relationship) the results obtained under in vivo 
conditions (Elliot  et al. 2009). Mathematical models 
used for the analysis of the course of disease taking into 
account the biological control mechanisms showed that 
the BCA efficacy depends on the colonization level of 
the plant tissues or the soil and on the BCA span of 
activity (Jeger et al. 2009), while the studies conducted 
by Zeng et al. (2012) proved that the effectiveness of 
the biological control depends on steady presence of 
BCA population introduced into the environment. In 
view of the above, it can be deduced that the BCA 
efficacy does not hinge on a short-term impact of 
antagonistic microorganisms, and breaking down the 
pathogen resistance mechanism does not guarantee a 
satisfactory protective effect. For this reason, the 
biological control efficacy in terms of the field crops is 
limited and the most successful use of BCA relates to 
greenhouse crops (Paulitz and Belanger 2001). Small 
effectiveness of biological control observed in 
some field experiments may also stem from the use of 
the antagonistic organisms with narrow mechanism of 
impact on pathogens; therefore, it is recommended to 
use the microorganisms with wide range of   
antagonistic   capacities   (Cook 1993). Specialised     
mechanism    of    impact     on      pathogenic   
microorganisms       is       associated         with       very 
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small probability of the host change, as for example, 
hyperparasite species of Ampelomces quisqalis – para-
sitising only the fungi responsible for powdery mildew 
(Angeli et al., 2012). According to some researchers, 
high host specialisation can be correlated with evolu-
tionary liability (Parker and Gilbert 2004), while in the 
opinion of Heydari and Pessarakli (2010), hyperparas-
iting organisms introduced into the environment do not 
provide sufficient protection, since they exhibit an ag-
gressive behaviour towards other organisms only under 
conditions of limited availability of nutrients. 

The use of BCA affecting solely the specific type of 
pathogen has frequently no impact on other organisms 
inhabiting the niche, which can lead to the colonization 
of plants by other pathogenic organisms. This phenom-
enon is of paramount importance in terms of soil-borne 
pathogens producing similar or the same disease symp-
toms on the plants.  In such case, lack of precise diag-
nostic procedures to be adapted by forest nurseries does 
not provide the answer for the question about efficacious 
elimination of specific organism, and as long as the plant 
is colonised by other pathogenic organisms the issue 
of effective disease control remains unresolved. Addi-
tional impediments are numerous endospore forms and 
pathogenic spores, which are dispersed in the ground-
water and the soil. In the situation of severe competi-
tion between microorganisms, these forms enable the 
survival of the species, while the size of the fungi and 
hyperparasite bacteria population introduced into eco-
system is subject to reduction (Lourenco et al. 2006). 
To conclude, it should be stressed that the use of bio-
logical plant control is very difficult in comparison with 
chemical methods, since it requires extremely precise 
procedures for BCA application to specific pathogens 
and plant species as well as the biological knowledge 
of both target organisms and biological control factors. 
Due to this fact, the researchers should either search 
for new microorganisms with antagonistic properties 
to pathogens to extend the BCA arsenal, or they should 
focus on using local strains with the properties allowing 
for their use in particular habitats. Production of such 
biopreparations is obviously very difficult; however, 
the devoted effort will be compensated by the improve-
ment of biopreparations efficacy as well as it will help 
to dispel many doubts concerning the microorganisms 
coming from distant parts of the world and their intro-
duction into the environment. The recipe for enhancing 
the BCA efficacy is the combined use of synergistic 
factors of biological control, which improves the pro-
tective effect and enables to fight off larger number of 

pathogens (Dunne et al. 1998; Jetiyanon and Kloepper 
2002). There are many reports on the application of sev-
eral BCA, compatible in terms of mechanism of action 
(Table 2). 

However, their interaction in the environment may 
raise some doubts. The BCA populations used simul-
taneously or in short time intervals may compete with 
each other (Xu et al., 2011), that is why the combined 
use of several BCA can generate beneficial, neutral or 
adverse protective effect. This effect depends on the 
target organism, the size of its population and selection 
of specific BCA (Kessel et al. 2002; Lourenco et al. 
2006; Ezziyyani et al. 2007; Xu et al., 2010). Xu et al. 
(2011) when analysing the BCA activity model of var-
ious mechanisms of impact on the pathogen, arrived at 
the conclusion that the application of individual BCA 
with multiple mechanism of impact is more effective 
than using the combination of several BCA with 
various yet isolated antagonistic capacities. At the 
same time, Xu et al. (2011) did not exclude the 
increase in efficacy of combined BCA but stressed that 
synergistic impact is determined by mutual 
compatibility of microorganisms, which has to be 
confirmed by prior laboratory analyses. The above 
assumption has been substantiated with the newest 
results presented by Xu and Jeger (2013), who have 
showed that combined use of BCA of competitive and 
hyperparasitic properties resulted in the delayed ep-
idemic progression. 

It seems beneficial to preventatively introduce to 
this system the microorganisms stimulating the plant 
resist-ance response (SAR, ISR), that is before the 
period of the greatest sensitivity of plants or the 
highest activity of pathogen. It obviously requires 
thorough studies determining the procedures for the 
combined use of specific BCA with regard to 
particular pathogen, plant and habitat. A successful 
method for reducing Oomycetes is to mix biological 
control with standard plant protection products (Silva 
et al. 2004) and to combine BCA with synthetic 
resistance inducers (RIs) (Abo-Elyousr et al. 2009). 
The use of mycorrhizal fungi, which improve the plant 
growth and are the antagonist of pathogenic fungi, is 
important for the development of biological control 
methods in forest nurseries (Pozo et al. 1999). It is 
beneficial due to the lack of negative impact on the 
environment and the financial considerations (Harrier 
and Watson 2004). The effectiveness of the 
biological fungi preparations can be improved by 
enriching their composition with calcium salts 
(CaCO3),   which  stimulates    fungi   sporulation  and 
increases     the      enzyme        synthesis      (Saxena 
et   al.,    2001,    Wuyep    et   al.,    2003).     Calcium 
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included in biopreparations enhances their quality and 
stimulates the antagonist activity after biofungicide ap-
plication (Spadaro and Gullino 2004). The studies con-
ducted by Sugimoto et al. (2008) showed that calcium 
ions hindered both the mycelium growth and P. sojae 
zoospore release, hence a deliberate enrichment of BCA 
preparations for countering oomycetes of Phytophthora 
species. This thesis has also been confirmed by von Bro-
embsen and Deacon (1997), who proved the efficacy of 
CaCl2 and Ca(NO3)2 in reducing P. parasitica, and by 
the studies on the use of ions Ca2+ to protect Quercus 
ilex against P. cinnamomi (Serrano et al. 2012).

5. Conclusions

The literature data indicate a high potential of biolog-
ical control for suppressing blight diseases in forestry, 
particularly with regard to the container nursery. 

Application of biological control under production 
conditions requires formulation of precise procedures 
with respect to specific biofungicides, environmental 
conditions, the host and the target organisms. 

The effectiveness of biological preparations can be 
improved by combining the treatment with chemical 
control as well as by using several antagonist organisms 
exhibiting tolerance towards each other and variously 
affecting the pathogen.  
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