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Stowo wstepne

W biezacym roku mija 140 lat od wykrycia pierwszej bakterii patogenicznej dla roslin — Erwinia
amylovora, sprawcy zarazy ogniowej. Ta bardzo szkodliwa choroba znana byta w Stanach Zjed-
noczonych juz w koncu XVIII wieku, a jej etiologi¢ przypisywano réoznym czynnikom, zaréwno
biotycznym, jak i abiotycznym, tylko nie bakteriom. Prawidlowe zdiagnozowane zarazy ogniowe;j
zapoczatkowalo powstanie nauki o bakteryjnych chorobach roslin. Obecnie znanych jest okoto 200
gatunkow bakterii fitopatogenicznych, a w ostatnich latach obserwujemy wzrost znaczenia gospo-
darczego choréb powodowanych zwlaszcza przez macerogeny i nekrogeny.

Prowadzone badania z zastosowaniem nowoczesnych metod biologii molekularnej i biochemii
sg ukierunkowane gtownie na poznanie biologii bakterii i okreslenie ich stanowiska systematycz-
nego, a dalej epidemiologii powodowanych przez nie chordb oraz opracowanie metod i strategii
ochrony roslin przed bakteriozami.

W przedstawionych Materiatach zamieszczono obszerne streszczenia referatow z badan reali-
zowanych w Migdzyuczelnianym Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego, Szkole Gtownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, Instytucie
Ochrony Roslin — PIB w Poznaniu, Instytucie Hodowli i Aklimatyzacji Roslin — PIB w Radziko-
wie 1 w Oddziatach w Mtochowie i Boninie oraz w Instytucie Ogrodnictwa w Skierniewicach. Nie-
ktére z prezentowanych prac zostaly wykonane w ramach wspotpracy z badaczami z renomowanych
o$rodkow zagranicznych: Butgarii, Francji, Holandii, Niemiec, Szwajcarii i Wtoch.

Sympozjum byto réwniez mita okazjg do wrgczenia dwom laureatkom tegorocznych nagrod
przyznanych przez Kapitute ,,Nagrody Polskiego Towarzystwa Fitopatologicznego za dorobek publi-
kacyjny polskiego naukowca — cztonka Polskiego Towarzystwa Fitopatologicznego”. Nagrody za
badania nad bakteriozami ro$lin otrzymaty dr Monika Kaluzna z Instytutu Ogrodnictwa w Skier-
niewicach i mgr Agata Motyka z Uniwersytetu Gdanskiego.

Cieszy mnie takze uczestnictwo w Sympozjum reprezentantow Uczelni, w ktorych nie prowadzi
si¢ obecnie badan nad chorobami bakteryjnymi. Pozwolg sobie wyrazi¢ nadzieje¢, ze w niedalekiej
przysztosci badania takie zostang podjgte.

PROF. DR HAB. MALGORZATA MANKA, CZL. KORESP. PAN
PRZEWODNICZACA ZARZADU GLOWNEGO PTFIT
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Rys historyczny badan
nad chorobami bakteryjnymi roslin
w Polsce

PIOTR SOBICZEWSKI
Instytut Ogrodnictwa, Skierniewice
e-mail: piotr.sobiczewski@inhort.pl

Powstanie nauki o bakteryjnych chorobach roslin, stanowigcej czgs$¢ szerzej rozumianej fito-
bakteriologii (nauki obejmujacej m.in. badania nad niepatogennymi bakteriami endogennymi czy
bakteriami epifitycznymi), wigze si¢ z odkryciami uczonych amerykanskich. Po raz pierwszy
w 1878 roku, profesor Thomas Burrill z Uniwersytetu stanu Illinois wykazal, ze bakterie, obok
znanych wczesniej grzybow, powoduja choroby roslin. W obserwowanym pod mikroskopem sluzo-
watym wycieku pobranym z zamierajacych drzew grusz stwierdzit wystepowanie zywych bakterii,
ktore nazwat Micrococcus amylovorus. Dwa lata pézniej udowodnit, ze wprowadzenie tego §luzu
do zdrowych jabtoni spowodowato wywotanie objawow podobnych do tych, jakie wystepowaty na
chorych gruszach. Ze wzgledu na objawy, gwattowny przebieg i rozprzestrzenianie si¢ choroby,
nadat jej nazwe zaraza ogniowa (ang. fire blight). Burrill nie wyizolowat jednak bakterii na sztucz-
nej pozywce, ani nie sprawdzil ich zdolno$ci chorobotworczych zgodnie z postulatami Kocha.
Uczynit to dopiero w roku 1884 Joseph Arthur, pracujacy na Uniwersytecie Cornella w stanie
Nowy Jork, ktory przedstawit pierwsza w historii prace doktorska na temat zarazy ogniowej (Van
der Zwet i in., 2012).

Za tworcg nowoczesnej fitobakteriologii uwaza si¢ profesora Erwina F. Smitha prowadzacego
badania na Uniwersytecie stanu Michigan. W roku 1905 opublikowat on pierwsze oryginalne opra-
cowanie na temat wykrytych do tego czasu fitopatogendw bakteryjnych, w tym sprawcy zarazy
ogniowej, wowczas nazywanego Bacillus amylovorus. Niektorzy badacze kwestionowali jednak
mozliwos¢ istnienia takich bakterii. Znana jest polemiczna dyskusja migdzy Smithem a stynnym
botanikiem i mikrobiologiem niemieckim Alfredem Fisherem, pracujacym na Uniwersytecie w Lip-
sku. Opublikowana na famach czasopisma ,,Zentralblatt fiir Bakteriologie”, zakonczyta si¢ pelnym
sukcesem Smitha. W roku 1920 ukazal si¢ pierwszy podrgcznik jego autorstwa z wieloma fotogra-
fiami i rysunkami porazonych tkanek oraz komorek patogenicznych bakterii stanowiacy funda-
ment tej dziedziny fitopatologii (Smith, 1920). Opisat w nim 14 bakterioz oraz metody badania ich
etiologii. Od imienia Smitha nadano nazwe¢ Erwinia rodzajowi gramujemnych, pateczkowatych,
peritrichalnie urzgsionych bakterii.
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Niemal réwnocze$nie z pierwszymi odkryciami amery-
kanskich i zachodnio-europejskich badaczy bakterii powo-
dujacych choroby ro$lin, m.in. J.H. Walkera i C.J.J. Halla,
w Krakowie na Uniwersytecie Jagiellonskim, prowadzit
swe badania profesor Piotr Jézef Brzezinski (1862—-1939).
Obok zainteresowan nowoczesng uprawg drzew owoco-
wych i warzyw wniost on wielki wktad w poznanie etiolo-
gii i epidemiologii rakéw drzew owocowych i leszczyny,
udowadniajac ich bakteryjne pochodzenie.

Wyniki swoich prac opublikowat prof. Brzezinski
w latach 1902—-1904 roku, m.in. w formie rozprawy habi-
litacyjnej (Brzezinski, 1903). Swoje badania prowadzit
w Katedrze Anatomii i Fizjologii Ro$lin UJ kierowa-
nej przez swiatowej stawy uczonego profesora Edwarda
Janczewskiego oraz w Zaktadzie Bakteriologii profesora |
Juliana Nowaka, po6zniejszego rektora UJ i premiera Rzadu
RP. Po doktadnej analizie mikroskopowej i anatomiczne;j
porazonych gatezi jabloni, w maju 1899 r. stwierdzil Brzezinski, ze byly one zasiedlone przez bakte-
rie. Po kilku miesigcach uzyskat czyste kultury bakterii na pozywce agarowej, co m.in. pozwolito na
doktadne zbadanie ich patogenicznosci. Zakazajac zdrowe jablonie wykazat, ze bakterie rozmnazaja
si¢ w tkankach i powoduja charakterystyczne dla raka uszkodzenia drewna. Uznat je za pierwotnego

sprawce choroby i nazwatl Bacterium mali.

Na szczegdlne podkreslenie zastuguja wyniki badan prof. Brzezinskiego nad cechami fenotypo-
wymi bakterii. Wykazal m.in., ze B. mali ma ksztalt krotkiej pateczki o dtugosci okoto 2 mikronow
i szerokosci 0,6—0,7 mikrona. Jest ruchliwa i barwi si¢ fuksyna, fioletem gencjanowym oraz fioletem
metylowym. Jest tlenowcem. Na pozywce agarowej z brzeczka piwna tworzy wypukle, okragte,
biatawo-szare kolonie, ma zdolnos$¢ rozpuszczania zelatyny, bardzo wolno rozwija si¢ juz w tem-
peraturze 0°C lub nieznacznie wyzszej, a najlepiej w temperaturze okoto 20°C. Profesor opisat tez
doktadnie sposob izolacji bakterii z porazonych tkanek, zwracajac szczegdlng uwage na zachowanie
aseptyki wszystkich czynno$ci. Opisana metoda zasadniczo nie odbiega od stosowanej obecnie przez
fitobakteriologdw. Do epokowych nalezy zaliczy¢ jego szczegdtowe prace dotyczace patogenezy
raka poparte licznymi rysunkami przedstawiajacymi uszkodzenia komorek i tkanek spowodowane
przez bakterie.

Patogeniczno$¢ B. mali badat prof. Brzezinski na mtodych jabtoniach odmian: Kalwila Biata
Zimowa, Reneta Szara Kanadyjska i Sztetyna Czerwona Zimowa, rosngcych w pojemnikach oraz
na odmianach: Pepina Linnego, Reneta Baumana i Reneta Kaselska rosnagcych w gruncie. Gatezie
drzew zakazal w drugiej potowie lata iglg uprzednio zanurzong w czystej kulturze bakterii albo tez
poprzez nacinanie podtuzne kory az do miazgi, a nast¢pnie przeciagnigcie przez rang zakazonej igly.
W celu ochrony zakazonych ran przed wysychaniem i skazeniem zaktadat na nie opatrunki z waty,
ktére przytwierdzal pasemkami mtodej kory. W ciggu 2-3 lat opisywat z drobiazgowa doktadnoscia
rozwijajace si¢ zmiany chorobowe dotaczajac do opisow unikatowe fotografie. Rownoczesnie pro-
wadzil szczegdlowe obserwacje rozwoju raka na drzewach rosnacych w sadach, wyr6zniajac takie
jego formy, jak rak zwykty czyli powolny oraz zgorzelina czyli rak ostry.

Inng bakterioza badana przez profesora Brzezinskiego byta guzowato$¢ korzeni. Chociaz
z bakteriami wyizolowanymi z korzeni przeprowadzil podobng analiz¢ bakteriologiczng i fitopa-
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tologiczna, to nigdy nie uzyskal w wyniku inokulacji pedéw typowych guzoéw, a jedynie zmiany
o charakterze zrakowacen. Niestusznie doszed! tez do wniosku o istotnym zwigzku migdzy bakte-
riami porazajacymi nadziemnag cz¢$¢ roslin i korzenie. Nie on jeden w odniesieniu do guzowatosci
korzeni podat nieprawidtowg diagnozg. Takze wielu badaczy na Zachodzie, pracujacych dziesiatki
lat po profesorze Brzezinskim, nie znajgc rakotwodrczej natury Agrobacterium tumefaciens, popet-
niato pomytki. Dopiero odkrycia Belgéw (Van Larebeke in., 1974) i Amerykanéw (Chilton i in.,
1977) w latach 1970. wykazaty, ze geny odpowiedzialne za patogeniczno$¢ tych bakterii sg zloka-
lizowane na plazmidzie Ti i ze w wyniku infekcji fragment tego plazmidu (oznaczony symbolem
T-DNA) wbudowuje si¢ do genomu rosliny powodujac hiperplazj¢ i hipertrofi¢. Wowczas bakterig
te zaliczono do onkogendw.

W trakcie badan nad etiologig raka jabtoni prof. Brzezinski zidentyfikowat takze sprawce raka
wystepujacego na gruszach nadajac mu nazwe Bacterium pyri. Opisat podstawowe cechy tej bakterii
i przeprowadzil testy patogenicznosci udowadniajac stabsze zdolnosci chorobotwoércze niz wykazy-
watla je B. mali na jabloniach. Roéwnocze$nie prowadzit badania nad patogeneza choroby na gruszach
oraz nad wyjasnieniem przyczyn zgorzeli rozwijajacych si¢ na krzewach leszczyny.

Obok prac nad patogenami bakteryjnymi jabtoni, gruszy i leszczyny prof. Brzezinski udowodnit
takze bakteryjne pochodzenie zrakowacen wystepujacych na drzewach pestkowych, ktorym cze-
sto towarzyszyly gumowate wycieki. Stwierdzit, ze ich sprawca jest bardzo podobny do bakterii
wywolujacych raka na jabtoniach i gruszach, na ktérych jednak nie obserwowat tych wyciekow.
Dzi$ wiadomo, ze gumoza wystepuje tylko na drzewach pestkowych, a moga ja powodowac rézne
czynniki zaréwno pochodzenia biotycznego, w tym chorobotworcze bakterie, jak i abiotycznego.
Whiosek Profesora, ze sg to takie same lub podobne bakterie, znalazt potwierdzenie w badaniach
przeprowadzonych pdzniej przez innych autoréw, takze w innych krajach.

ROCZNIKI
NAUK ROLNICZYCH
Rak drzew,
g bl L S jego przyczyny i przejawy
J Brisgldakiogn

B B ryvisas

EMILA OODUEWRORGO, STIFANA JENTTRL, WLAL. LUBOMEEKSH,
WALENTAMA HEBIKMCK T8 MEKULOWAKEGH POMOSEIEH)

TOM |, =m ran
gl
vk bl
jakn provesray |
el e gl
RO

HAKRLADNSW TOW. LA POMERARIL POSEE NALND S0l ST,
W AWASND U AEILE D BARE 3 PO MR

MATERIALY Z SYMPOZJUM

9



10

Doktadnie w tym samym czasie, kiedy profesor Brzezinski formutowal wnioski ze swoich pio-
nierskich badan, w Holandii C.J.J. van Hall okreslit sprawce bakteryjnej zgorzeli lilaka (1902),
aw 1907 roku Niemcy R. Aderhold i W. Ruhland oznaczyli bakteryjnego sprawce zamierania czere-
$ni nazywajac go Bacillus spongiosus. Ostatecznie po udowodnieniu przez Holendra polifagicznego
charakteru wyizolowanej przez niego bakterii, jego nazwisko towarzyszy nazwie sprawcy raka
bakteryjnego drzew owocowych. Obecnie uwaza si¢, ze Pseudomonas syringae, bo tak w koncu
nazwano t¢ bakteri¢, poraza ponad 180 gatunkéw roslin, czesto odleglych od siebie pod wzgledem
systematycznym. W jej obrgbie wyrozniono liczne patowary, charakteryzujace chorobotworcze zdol-
nos$ci poszczegdlnych szczepow.

Oceniajac badania profesora P.J. Brzezinskiego nalezy podkresli¢ nie tylko ich wysoki poziom
merytoryczny i szczegdtowosc, co wskazuje na jego ogromng dociekliwo$é naukowa, ale przede
wszystkim doskonatg znajomos$¢ bakteriologii oraz anatomii i fizjologii ros$lin. Ponadto fakt, ze
napisane po francusku i niemiecku prace Profesora byty cytowane przez autoréw zagranicznych
jeszcze po wielu latach od ich opublikowania, stawia go w$rod uczonych — tworcow fitobakteriolo-
gii europejskiej (Brzezinski, 1902, 1903, 1904). W uznaniu ogromnych zastug na polu naukowym,
spolecznym i organizacyjnym Profesor zostat odznaczony m.in. Krzyzem Oficerskim Odrodzenia
Polski (1925), Medalem Niepodlegtosci (1932) i Brazowym Medalem Uniwersytetu Jagiellonskiego
»Za Dhugoletniag Stuzbe”.

Na uwage zastuguja rowniez obserwacje profesora Wincentego Siemaszki (1887—-1943), orga-
nizatora i pierwszego kierownika Katedry Fitopatologii w Szkole Gtéwnej Gospodarstwa Wiejs-
kiego w Warszawie. Dotyczyly one wystgpowania guzowatosci korzeni — choroby powodujacej
straty gtownie w szkotkach drzew owocowych i réz. Ich efektem byty 2 prace (Siemaszko, 1929a,
b). W pracy opublikowanej w Polsce autor przedstawit odkrycia badaczy amerykanskich §wiadczace
o bakteryjnym pochodzeniu tej choroby, opisat jej symptomy i rozwdj oraz etiologi¢ (Siemaszko,
1929b). Szczegodlna uwaga zostata zwrocona na cechy fenotypowe patogena, nazywanego wowczas
Bacterium tumefaciens. Niejako przy okazji, Siemaszko wspomniat wystgpowanie w §rodkowej Pol-
sce innej choroby na korzeniach drzew owocowych — wlosowato$ci korzeni, uwazajac, ze powoduje
ja ten sam patogen co guzowato$¢. Dzi§ wiemy, ze sprawcami obu chorob sg rézne gatunki bakterii.

Badania nad bakteriami powodujacymi guzowato$¢ korzeni, nazywanymi wowczas Pseudomo-
nas tumefaciens oraz bakteriami powodujacymi wlosowato$¢, nazywanymi Phytomonas rhizogenes
prowadzit réwniez Jan Paluch studiujacy na Uniwersytecie Jagiellonskim pod kierunkiem profesora
Kazimierza Roupperta. Praca ukazata si¢ w 1938 roku (za Majewskim, 2016).

Osrodkiem szczego6lnie zastuzonym w badaniach nad guzowatoscig korzeni byl Panstwowy
Instytut Gospodarstwa Wiejskiego w Putawach. W 1934 roku rozpocze¢ta tam badania Krystyna
Barbacka starajac si¢ odpowiedzie¢ na najbardziej palace, wazne dla praktyki szkotkarskiej, pyta-
nia. Stwierdzila m.in., ze Bacterium tumefaciens, chociaz jest polifagiem, wykazuje pewne ,,dosto-
sowania” do roslin-gospodarzy, co stwarza mozliwos$¢ selekcji roslin mniej podatnych na chorobg.
Sposrod drzew owocowych pestkowe sa mniej podatne niz ziarnkowe. Barbacka udowodnita takze,
ze szkodliwosé¢ choroby zaznaczata si¢ szczegdlnie w poczatkowym okresie wzrostu drzewek dzikiej
gruszy, a te silnie porazone zamieraty, albo tez rosty bardzo stabo. Zwrocita takze uwage na trudno-
sci w dezynfekcji gleby skazonej bakteriami guzowatosci. Nie udato si¢ jej uzyska¢ zmniejszenia
porazenia korzeni drzewek po zastosowaniu takich srodkéw jak: wapno palone, chlorek wapnia,
kwas siarkowy, siarka i kainit oraz siarczan miedzi. Skuteczniejszym i tanszym zabiegiem okazata
si¢ ochrona przed zarazeniem przez zaprawianie korzeni drzewek przed posadzeniem w papce skta-
dajacej si¢ z wody, gliny i srodka dezynfekcyjnego (1% ciecz bordoska, 1% siarczan miedzi, 0.5%
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uspulun i siarka). Drzewka potraktowane w ten sposoéb wykazywaty do 20% stabsze porazenie od
nietraktowanych (Barbacka, 1937). Na podstawie uzyskanych wynikow sformutowata ogdlne zale-
cenia dla szkotkarzy. W latach w latach 1937-1938 Barbacka opublikowata na temat choroby trzy
artykuty oraz jedng ulotke (za Majewskim, 2016).

Do poznania niektorych aspektow epidemiologii guzowato$ci oraz mozliwosci jej zwalczania
istotnie przyczynity si¢ badania Jézefa Kolowcy pracujacego rowniez w Pulawach. Pod kierunkiem
prof. K. Rouperta i dr. Jana Slaskiego wykonal do$wiadczenia w szkétce drzewek w Broniszowie,
w Kieleckim. W warunkach réznych typow gleb stwierdzit m. in., Ze na glebie lekkiej, na korzeniach
tworzyly sie wylacznie narosle migkkie, a na glebie alkalicznej — twarde. Srodki takie jak: siar-
czan miedzi, kwas solny, siarczan amonu, kwasna serwatka i zaprawa pylista ,,Ziarnik” ograniczaja
szkodliwo$¢ choroby. Jednak niektdre z nich, np. siarczan miedzi, zastosowane w nieodpowiednim
rozcienczeniu, mogg by¢ fitotoksyczne. Poza tym usuwanie naro$li nozem, lub przycinanie korzeni,
gdy gleba lub sama roslina jest zakazona, zupelnie nie daje pozadanych rezultatow. Zawsze wytwo-
rzy si¢ na tych ranach duzo nowych naro$li, ktore przeszkadzaja wyrastaniu mtodych korzonkow.
Wilosowate korzenie, nazywane ,,czarcimi miotlami“ tworza si¢ wylacznie na korzeniach jabtoni,
podczas gdy grusze na tej samej glebie, i w sgsiedztwie jabloni, nie tylko Ze nie wykazujg objawow
wlosowatosci, ale w przypadkach wigkszego nasilenia guzowatosci, brak u nich prawie zupetnie
drobnych korzonkéw (Kolowcea, 1937).

W Putawach badania nad bakteriozg lisci tytoniu powodowang przez Bacterium tabacum
prowadzit w roku 1926 r. Lucjan Kaznowski opisujac m.in. stopiefn porazenia réznych odmian
przez chorobg. Chorobom bakteryjnym poswigcit Kaznowski duzo miejsca w swoim podrgczniku
Choroby tytoniu opublikowanym w 1939 roku. Szczegotowo opisat w nim znane mu w Polsce cho-
roby tej rosliny powodowane przez bakterie. Byly to: brunatna bakterioza lisci tytoniu (Bacterium
tabacum), jesienna bakterioza (czarna rdza) lisci tytoniu (Bacterium angulatum), biata bakterioza
(biata rdza) lisci tytoniu (Bacillus maculicola), brunatna plamistos¢ lisci machorki (pstrzyca lisci;
Bacterium tabacum) oraz $luzak czyli bakterioza todyg i korzeni tytoniu (Bacillus solanacearum).
(za Majewskim, 2016).

Na Uniwersytecie Poznanskim badania nad bakteriozg obwod-
kowa fasoli prowadzil profesor Karol Zaleski (1890-1969). Cho-
ciaz glownym przedmiotem jego zainteresowan badawczych bytly
grzyby jako patogeny roslin, to dzigki licznym pobytom w o$rodkach
naukowych Europy Zachodniej i Standéw Zjednoczonych, w tym na
Uniwersytecie Stanu Missouri i pracy pod kierunkiem wybitnego
fitobakteriologia, profesora W. H. Burkoholdera, zajat si¢ tez bada-
niami nad wymieniong bakteriozg (Burkholder, Zaleski, 1933).

Po powrocie do kraju profesor Zaleski kontynuowat rozpoczgte
w Stanach Zjednoczonych badania nad podatnoscia 140 odmian
fasoli, ktore opublikowal jako prace habilitacyjna (Zaleski, 1933).
Jest to bardzo obszerne studium powstale w wyniku wspotpracy
autora z réznymi zaktadami naukowymi, producentami fasoli
i firmami nasiennymi w catej Polsce. Badania prowadzono cz¢$ciowo na poletkach, ale glow-
nie w do§wiadczeniach wazonowych, w szklarni stosujac inokulacje roslin w poczatkowej fazie
ich rozwoju i oceniajac stopien porazenia po 3 tygodniach, z zastosowaniem 6-stopniowe;j skali.
Profesor wykazat, ze wsrod badanych odmian wigcej byto podatnych niz odpornych sugerujac
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podje¢cie prac hodowlanych z wykorzystaniem genotypow charakteryzujacych si¢ wysoka odporno-
$cig. Przedstawiona praca, okreslana jako studium metodyczno-doswiadczalne, obejmowata takze
informacje o historii badan nad bakterioza obwodkowa na §wiecie, szczegdlowy opis symptomow
chorobowych na réznych organach roslin, rézne sposoby inokulacji roslin, pochodzenie badanych
odmian, wirulencj¢ zastosowanych szczepdw patogena, sposob prowadzenia obserwacji i opraco-
wania wynikow oraz streszczenie w jezykach polskim i angielskim. Do pracy dolaczono bogata
dokumentacj¢ fotograficzng. Profesor Zaleski prowadzit takze badania nad bakteriami towarzy-
szacymi chorobom wirusowym ziemniaka (Zaleski, Tychanicz, 1937). Byly one ukierunkowane na
sprawdzenie w naszych warunkach wynikéw badan prowadzonych w Belgii przez P. H. Biourge.
Wyosobnione u nas z chorych bulw ziemniaka bakterie nalezaty do gatunkéw Bacillus mesenteri-
cus (B. m. vulgatus, B. m. ruber, B. m. fuscus i B. m. niger) oraz Bacillus subtilis i Bacillus candisus
Biourge. Opisano niektore cechy fenotypowe tych bakterii, wykazujac jednak, ze nie powoduja one
objawow chorobowych na ro$linach ziemniaka oraz ze brak jest zwiazku przyczynowego z pora-
zeniem roslin przez wirusy. Pézniejsze badania prowadzone przez innych autoré6w potwierdzity
shuszno$¢ wynikéw badan prof. Zaleskiego. Na podkreslenie zastuguje rowniez studium Miro-
slawa Tychanicza nad czarng zgnilizng kapustnych wykonane 1939 pod kierunkiem profesora
Ludwika Garbowskiego w PIGW, Oddziat w Bydgoszczy. Autor przeanalizowat otrzymany do
zbadania materiat identyfikujac sprawce jako Bacterium campestris (za Majewskim, 2016).
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Badania po 1945 roku

Instytut Ochrony Roslin - Panstwowy Instytut Badawczy

Badania zapoczatkowane w polowie lat pieédziesigtych ubiegltego wieku dotyczyty poczatkowo
bakterioz fasoli i soi. W kolejnych latach badania poszerzono o nastepujace zagadnienia: bakteriozy
kolendry, bakterioza pierscieniowa ziemniaka (Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus (Cms)),
czarna nozka i mokra zgnilizna bulw ziemniaka (Pectobacterium atrosepticum, Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum), rak bakteryjny pomidora (Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis), bakteryjna nekroza rdzenia todyg pomidora (Pseudomonas corrugata), bakteryjna
cetkowato$¢ pomidora (Pseudomonas syringae pv. tomato).

Zagadnienia badawcze: identyfikacja bakteryjnych patogenow roslin i diagnostyka bakterioz, biordz-
norodnos$¢ patogendéw bakteryjnych, opracowanie metod dezynfekcji opakowan, narzedzi, maszyn
oraz magazynow skazonych bakteriami Cms, skutecznos$¢ preparatdw bakteriobdjczych, badanie
odpornosci odmian roslin na choroby bakteryjne powodowane przez Pectobacterium carotovorum
i P, atrosepticum, skuteczno$¢ zapraw nasiennych w zwalczaniu bakterii fitopatogenicznych, bada-
nia nad struktura populacji pektynolitycznych bakterii z rodzaju Pseudomonas, podatnos¢ odmian
pomidora na bakteryjna c¢tkowato$¢ pomidora, badania nad zastosowaniem pochodnych chityny
(naturalnych polimeréw) do zwalczania bakterii fitopatogenicznych, monitoring wystgpowania cho-
rob bakteryjnych kukurydzy w Polsce, badania nad rolg chwastéw jako potencjalnego rezerwuaru
bakterii patogenicznych dla kukurydzy, wykrywanie i identyfikacja fitoplazm w roslinach, diagno-
styka choréb powodowanych przez fitoplazmy.

Wazniejsze wyniki/osiagnigcia: Opracowano metody sztucznej inokulacji oraz oceny stopnia pora-
zenia bulw z objawami bakteriozy pierscieniowej, po raz pierwszy wykorzystano rosliny pomidora
jako wskaznik do testowania Cms, opracowano diagnostyke bakteriozy pierScieniowej ziemniaka
w pozostatosciach po przerobie przemystowym bulw porazonych lub bezojawowo porazonych
przez Cms, opracowano metodyke dezynfekcji opakowan, narzedzi, maszyn oraz magazynow
skazonych bakteriami Cms i Cmm z zastosowaniem preparatéw dostepnych na polskim rynku,
opracowano diagnostyke zarazy ogniowej (Erwinia amylovora) z wykorzystaniem metod mole-
kularnych i biochemicznych, opracowano metod¢ wykrywania infekcji latentnej w sadzonkach
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pomidora przez Cmm, wykryto po raz pierwszy w Polsce bakteryjna nekroze rdzenia todyg pomi-
dora oraz okreslono podatnos¢ kilku odmian pomidora na chorobg, stwierdzono po raz pierwszy
w Polsce wystepowanie bakterii kwarantannowej Clavibacter michiganensis ssp. insidiosus (Cmi),
udowodniono ograniczenie rozwoju bakteryjnej cetkowatosci pomidora na roslinach po zastso-
waniu wybranych pochodnych chityny oraz wykazano, ze ich dziatanie byto zwigzane z indukcja
systemicznej odporno$ci nabytej (SAR — Systemic Aquired Resistance), przeprowadzono po raz
pierwszy w Polsce monitoring wystepowania chorob bakteryjnych kukurydzy na terenie kraju
i utworzono kolekcje 170 izolatéw bakterii patogenicznych dla kukurydzy, ktore scharakteryzo-
wano za pomocg testow patogenicznosci oraz testow fizjologiczno-biochemicznych, serologicznych
i molekularnych, wykryto trzy nowe, nicodnotowane dotad w Polsce bakteryjne patogeny kukury-
dzy: Pantoea ananatis, Enterobacter cloaceae subsp. dissolvens, Pantoea agglomerans, wykryto
wystepowanie (w niektorych przypadkach po raz pierwszy) kilku grup fitoplazm na nastepujacych
roslinach: pomidor (16Sr I-C rDNA), groch (XII-A), lucerna (I), tuja (I) i rzepak (I-B) — prace nad
fitoplazmami prowadzone sg m.in. w ramach projektu europejskiego COST FA0807, wykonano
liczne ekspertyzy dotyczace bakterioz roslin,

Badania prowadzili: Krystyna Adamczyk, Antoni Golenia, Maria Pajewska, Lena Zotobowska,
Henryk Pospieszny, Bogustaw Borowicz, Anna Mackowiak-Sochacka, Joanna Kamasa, Krzysztof
Krawczyk, Agnieszka Zwolinska,

OPRACOWAL DR KRZYSZTOF KRAWCZYK

Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin
- Panstwowy Instytut Badawczy

Zakfad Fitopatologii, Pracownia Organizmoéw Kwarantannowych
IHAR-PIB w Radzikowie

Prowadzono badania nad kwarantannowymi bakteriami powodujacymi choroby ziemniaka: Clavi-
bacter michiganensis subsp. sepedonicus i Ralstonia solanacearum.

Zagadnienia badawcze: 1. wykrywanie i doskonalenie laboratoryjnych metod diagnostyki bakterii
R. solanacearum w bulwach ziemniaka, wodzie, $ciekach i odpadach poprodukcyjnych przemystu
spozywczego, 2. doskonalenie i zastosowanie molekularnych metod wykrywania oraz réznicowania
szczepow bakterii C. sepedonicus — sprawcy bakteriozy pier§cieniowej ziemniaka.

Wazniejsze wyniki/osiagnigcia:

L. Ralstonia solanacearum

1. prowadzenie doswiadczen majacych na celu identyfikacje bakterii Ralstonia solanacearum
w wiazkach przewodzacych bulw ziemniaka z wykorzystaniem testu immunofluorescencji oraz
techniki PCR z zestawem starterow specyficznych, 2. doskonalenie metod wykrywania ww. bakterii
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kwarantannowej w wodzie, Sciekach oraz odpadach poprodukcyjnych, 3. opracowanie skutecznych
metod catkowitej eliminacji, badz ograniczenia przezywalnosci bakterii na ré6znych podtozach t;.
w/na tkankach ziemniaka, drewnie, plastiku oraz metalu. W tym celu przetestowano rdzne prepa-
raty dezynfekcyjne, w tym wprowadzony do sprzedazy preparat HuwaSan50. Ponadto w celach
poznawczych i praktycznych prowadzona jest ocena podatnosci wybranych polskich genotypow
ziemniaka na porazenie ré6znymi stezeniami bakterii oraz ocena wirulencji szczepoéw patogena.
W trakcie realizacji wymienionych prac badawczych opublikowano prace przegladowa z zakresu
biologii i epidemiologii bakterii pt. Ralstonia solanacearum — sprawca sluzaka roslin psiankowatych
2006 r. Biuletyn IHAR nr 242.
I1. Clavibacter sepedonicus
W trakcie realizacji programow wieloletnich IHAR-PIB zgromadzono kolekcje 300 izolatow bak-
terii Cms pochodzacych z réznych regiondow geograficznych Polski. W ramach wspotpracy z Gru-
zja realizowano projekt pt. “Potato ring rot causative Cms specific bacteriophages morphology,
properties and genome” (2014 — 2017 r.). Efektem projektu byla identyfikacja i zbadanie zakresu
zmiennosci zdolnosci chorobotworczych izolatow polskich i gruzinskich. Izolaty scharakteryzowano
takze pod wzgledem cech biochemicznych, biologicznych i zmienno$ci genetycznej.

Na podstawie prowadzonych badan obejmujacych zaréwno tematyke badawczg realizowang
w programach wieloletnich IHAR-PIB, jak i w dzialalno$ci statutowej zostala wykonana praca dok-
torska pt. ,,Analiza zmienno$ci genetycznej metodami molekularnymi wybranych izolatéw z popu-
lacji bakterii Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus (Spieckermann & Kotthoff) Davis i in.”
(Agnieszka Maciejewska, 2018 r.). Zoptymalizowano metod¢ PCR MP z uwagi na duza silt¢ roz-
dzielczosci genetycznego roznicowania izolatdow Cms zalecana jest do stosowania w molekular-
nych badaniach struktury populacji tej bakterii. Wbrew niejednokrotnie wyrazanym w literaturze
przedmiotu pogladom o niskim zréznicowaniu wirulencji w populacjach Cms efektem pracy bylo
takze udowodnienie istotnego zréznicowania genetycznego i chorobotworczego badanej populacji
izolatoéw. Ujmujac problem bardziej obrazowo, udowodniono, ze populacja Cms nie jest jednym
wielkim izolatem a zbiorowiskiem wielu izolatow (szczepdw) istotnie roznigcych si¢ pod wzgledem
wirulencji, cech biochemicznych i biologicznych.

Badania prowadzili: Edward Arseniuk, Agnieszka Maciejewska, Anna Przetakiewicz.

OPRACOWAL PROF. DR HAB. EDWARD ARSENIUK

Zaktad Genetyki i Materiatdw Wyjsciowych Ziemniaka,
Oddziat w Mtochowie

Badania podjete w latach 80. XX w. dotyczyly szeroko pojetej interakcji ziemniaka i bakterii pek-
tynolitycznych powodujacych czarng ndzke ziemniaka i mokrg zgnilizng bulw ziemniaka.

Zagadnienia badawcze: doskonalenie laboratoryjnych metod oceny odpornosci ziemniaka (rodow
i odmian) na bakterie pektynolityczne w infekcjach czysto bakteryjnych i mieszanych, charakte-
ryzowanie nowych zrédel odpornosci w diploidalnych mieszancach migdzygatunkowych dzikich
1 prymitywnie uprawianych gatunkow Solanum, synteza materialow wyjsciowych 2x i 4x o pod-
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niesionej odpornosci na mokra zgnilizne¢ bulw ziemniaka, mapowanie w genomie ziemniaka QTL
odpornosci na mokra zgnilizne bulw oraz porazenie liSci przez bakterie z rodzaju Pectobacterium,
charakteryzowanie odpornosci ziemniaka na bakterie z zastosowaniem technik biologii molekularnej
i badan proteomicznych, kolekcja izolatow bakterii, diagnostyka bakterii z rodzaju Pectobacterium
i Dickeya z zastosowaniem technik biologii molekularnej i ocena wirulencji izolatow.

Wazniejsze wyniki/osiagni¢cia: dopracowanie metod izolacji i diagnostyki bakterii pektynolitycz-
nych patogenicznych dla ziemniaka, opracowanie r6znych metod oceny odpornosci ziemniaka na
czarng nozke i mokra zgnilizng bulw, opracowanie metody izolacji biatka z bulw ziemniaka do badan
proteomicznych, przeniesienie na poziom tetraploidalny w wyniku krzyzowania 4x—2x wysokiej
odpornosci na mokrag zgnilizneg bulw z 2x mieszancéw migdzygatunkowych Solanum (S. chacoense,
S. phureja i S. yungasense), przekazanie wysokoodpornych na bakterie materiatow wyjsciowych do
hodowli nowych odmian, z ktorych wyhodowano odmiany o podwyzszonej odpornosci na mokra
zgnilizn¢ bulw (Mieszko, Tajfun, Sonda), skonstruowanie pierwszej w Swiecie mapy genetycznej
QTL odpornosci na bakterie z rodzaju Pectobacterium bulw i lisci ziemniaka, ktora zlokalizowata
w genomie ziemniaka QTL na 10 z 12 chromosoméw ziemniaka, jednocze$nie wykazujac czgsciowa
niezalezno$¢ odpornosci na bakterie roznych organdéw ro$lin ziemniaka (bulwa i fodyga).

Badania prowadzili: Ewa Zimnoch-Guzowska, Renata Lebecka, Waldemar Marczewski, Bogdan
Flis, Jadwiga Pietrak, Zofia Murawska, Anna Grupa-Urbanska, Krystyna Michalak.

OPRACOWALY:
DR HAB. RENATA LEBECKA, PROF. NADZW. IHAR-PIB,
PROF. DR HAB. EWA ZIMNOCH-GUZOWSKA

Pracownia Choréb i Szkodnikéw Kwarantannowych Ziemniaka,
Oddziat w Bydgoszczy

Korzenie historyczne obecnie istniejacej Pracowni Choréb i Szkodnikéw Kwarantannowych Ziem-
niaka si¢gaja lat migdzywojennych. Prace dotyczace chorob i szkodnikéw ziemniaka prowadzone
sa w Bydgoszczy od 1926 roku. Jednostka jako jedna z pierwszych placéwek naukowych w Polsce
podjeta tematyke dotyczaca biologii Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus (Cms) oraz
epidemiologii bakteriozy pier§cieniowej ziemniaka.

Zagadnienia badawcze: W Pracowni prowadzona jest od wielu lat ocena genotypow ziemniaka pod
katem podatno$ci na porazenie przez Cms oraz analiza patogenicznosci populacji bakterii wyizo-
lowanych na terenie Polski. Waznymi zagadnieniami sa badania metod chemicznej i biologicznej
inaktywacji Cms.

Wazniejsze wyniki/osiggnigcia: Opracowane metodyki badan pozwolity, w znacznym stopniu,
doprecyzowa¢ warunki prowadzonych doswiadczen nad trudnym w identyfikacji mikroorganizmem.
W ramach dziatalno$ci Pracowni zostato przebadane przeszto 80 odmian ziemniaka pod katem
podatnosci na porazenie przez Cms.
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Pracownia uczestniczyta w szkoleniach i organizowaniu zaplecza badawczego w laboratoriach
stuzb fitosanitarnych oraz upowszechniata wiedz¢ o kwarantannowych chorobach ziemniaka.

Badania prowadzili: Piotr Leszczeko, Kazimierz Malec, Krystyna Stefan, Elzbieta Malinowska,
Teresa Pastuszewska, Grzegorz Gryn

OPRACOWAEL DR GRZEGORZ GRYN

Zakfad Nasiennictwa i Ochrony Ziemniaka, Oddziat w Boninie
(wczesdniej Instytut Ziemniaka w Boninie)

Prace badawcze podj¢te pod koniec lat 60. XX w. wiazaty si¢ z poczatkami Instytutu Ziemniaka
i dotyczyty epidemiologii, bakteriologii, diagnostyki oraz podstaw hodowli odpornosciowej ziem-
niaka na bakteriozy. Obecnie wickszo$¢ badan dotyczacych patogendéw bakteryjnych wykonywana
jest w ramach Pracowni Diagnostyki Molekularnej i Biochemii.

Zagadnienia badawcze: usprawnienie istniejacych oraz opracowanie nowatorskich testoéw diagno-
stycznych z zastosowaniem technik immunologicznych, mikrobiologicznych, molekularnych do
wykrywania i identyfikacji bakteryjnych (w szczegdlnosci kwarantannowych) patogenow ziem-
niaka, sprawcoéw S$luzaka ziemniaka (Ralstonia solanacearum) oraz bakteriozy pierscieniowe;j

ziemniaka (Clavibacter michiganenesis ssp. sepedonicus), opracowanie nowatorskich materialow
diagnostycznych, poliklonalnych przeciwciat kréliczych oraz markeréw molekularnych do izolacji
i identyfikacji patogenow bakteryjnych ziemniaka, ré6znicowanie szczepdw patogendéw, diagnostyka
w ocenie podatno$ci odmian ziemniaka na porazenie bakteriami Cms, opracowanie bio- i nanocza-
steczek stuzacych do zwalczania i inaktywacji patogenéw bakteryjnych ziemniaka.

Wazniejsze wyniki/osiaggniecia: opracowano sposoby pozyskiwania wysoce specyficznych poliklo-
nalnych przeciwciat kréliczych skierowanych na komorki bakterii kwarantannowych ziemniaka oraz
opracowano startery reakcji PCR, Real-Time i LAMP do ich identyfikacji, opracowano metodyki
syntezy i koniugacji nanoczasteczek koloidow metali (ztota, srebra, platyny i miedzi) z czastkami
receptorowymi (IgG, sondami DNA), jak rowniez sposoby wytwarzania i modyfikacji nowych mate-
riatbw na bazie polimeréw naturalnych i syntetycznych stuzacych opracowaniu wysoce specyficz-
nych immunopodtozy do selektywnej izolacji i identyfikacji bakteryjnych patogendéw ziemniaka.
Opracowano i usprawniono réwniez metodyke przyzyciowej izolacji patogendéw bakteryjnych oraz
izolacji i identyfikacji DNA badanych bakterii z trudnych diagnostycznie préb srodowiskowych.
Oryginalno$¢ tych badan potwierdzono m. in. uzyskaniem o$miu (w tym dwoch migdzynarodowych)
patentéw oraz przyznaniem dla IHAR-PIB dwoch ogdlnopolskich wyroznien, w tym projakoscio-
wego znaku ,,Jako$¢ Roku 2010”. Uniwersalno$¢ opracowanych testow pozwala na rozszerzenie
badan nie tylko na inne patogeny ziemniaka, lecz rowniez na patogeny bakteryjne innych roslin.
Ponadto, w ramach prowadzonych badan wyizolowano i zidentyfikowano biatka i peptydy ziem-
niaka posiadajace aktywnos$¢ peroksydazows, antybakteryjna i antygrzybowa. Badano réwniez wza-
jemne oddzialywanie zr6znicowanych mukoidalnie szczepow bakterii Cms, jak i ich oddziatywanie
z innymi patogenami ziemniaka, mikroorganizmami srodowiskowymi oraz roslinami ziemniaka.
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Opracowano sposoby wytwarzania substancji na bazie bio- i nanotechnologii, stuzacych dezynfekcji
i inaktywacji sprawcow chorob kwarantannowych ziemniaka, jak réwniez zapewnieniu zdrowot-
no$ci mikrobiologicznej materiatdéw wyjsciowych znajdujacych si¢ w Banku Zasobéw Genowych
In Vitro Ziemniaka w Boninie.

ZNiOZ w Boninie organizuje coroczne szkolenia dla stuzb fitosanitarnych PIORIN oraz upo-
wszechnia wiedze¢ na temat bakteryjnych (w tym kwarantannowych) chordéb ziemniaka.

Badania prowadzili: Wiestawa Lewosz, Jadwiga Komorowska-Jedrys, Elzbieta Malinowska, Jerzy
Lewosz, Ewa Lojkowska, Teresa Pastuszewska, Krzysztof Treder, Agnieszka Przewodowska, Wto-
dzimierz Przewodowski, Katarzyna Salamonska, Wioleta Stochta, Dorota Szarek.

OPRACOWAL DR INZ. WELODZIMIERZ PRZEWOD OWSKI

Instytut Ogrodnictwa w Skierniewicach

Zaktad Fitopatologii (przed reorganizacja Instytut Sadownictwa i Kwiaciarstwa
im. Szczepana Pieniazka oraz Instytut Warzywnictwa im. Emila Chroboczka)

Badania podjgte w 1965 roku dotyczyly poczatkowo zarazy ogniowej (Erwinia amylovora) i raka
bakteryjnego drzew pestkowych (Pseudomonas syringae). W kolejnych latach prace rozszerzono
o guzowato$¢ korzeni (Agrobacterium tumefaciens), a nastepnie bakteryjng zgorzel orzecha wto-
skiego (Xanthomonas arboricola pv. juglandis) i leszczyny (Xanthomonas arboricola pv. cory-
lina), bakteryjna kanciasta plamistos¢ lisci truskawki (Xanthomonas fragariae), bakteriozy derenia
jadalnego i borowki wysokiej (Pseudomonas spp.), bakteryjng plamisto$¢ pieczarki (Pseudomonas
tolaasii) oraz bakteryjng cetkowatos¢ pomidora (Pseudomonas syringae pv. tomato).

Zagadnienia badawcze: etiologia i epidemiologia chordb, bior6znorodno$¢ patogenow bakteryj-
nych, prognozowanie zarazy ogniowej, podatno$¢ genotypoéw jabloni na zaraz¢ ogniowa, opraco-
wanie i udoskonalenie metod ochrony roslin przed bakteriozami, w tym z wykorzystaniem czyn-
nikow biologicznych, choroba replantacji sadow, genetyka i ekologia bakterii fitopatogenicznych,
opracowanie podstaw hodowli odpornos$ciowej wybranych roslin ogrodniczych na bakteriozy oraz
opracowanie metod diagnostycznych z zastosowaniem technik biologii molekularnej, taksonomia
bakteryjnych patogendéw roslin z wykorzystaniem genomiki i bioinformatyki, a takze prace nad
molekularnymi aspektami interakcji patogendw z roslinami na poziomie ekspresji genow (tran-
skryptomika).

Wazniejsze wyniki/osiagnigcia: opracowanie szybkich, nowatorskich metod wykrywania: tumoro-
gennych bakterii kompleksu Agrobacterium/Rhizobium w glebie, Erwinia amylovora w materiale
roslinnym oraz ras Pseudomonas syringae pv. morsprunorum w materiale ros$linnym, wykrycie
i zidentyfikowanie po raz pierwszy w Polsce bakterii: i/ Xanthomonas arboricola pv. corylina
oraz pv. juglandis — sprawcow, odpowiednio bakteryjnej zgorzeli leszczyny i orzecha wloskiego,
ii/ Xanthomonas axonopodis pv. dieffenbachiae — sprawcy bakteryjnej plamistosci na anturium,
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iii/ Acidovorax cattleyae — sprawcy bakteryjnej brazowej plamistosci Phalenopsis, iv/Paenibacillus
polymyxa i innych pektynolitycznych bakterii — sprawcow bakteryjnej migkkiej zgnilizny cante-
deskii. W badaniach nad zréznicowaniem genetycznym waznym bylo wykazanie przydatnos$ci
techniki PCR MP do rozrozniania patowardéw iras bakterii Pseudomonas syringae — sprawcow
raka bakteryjnego, a takze patowardéw z gatunku X. arboricola. Innymi waznymi osiggni¢ciami
sa: wyselekcjonowanie efektywnych bakterii do ochrony jablek przed chorobami przechowalni-
czymi oraz zaraza ogniowa, opracowanie molekularnej metody identyfikacji genéw odpornosci
pomidora na bakteryjna c¢tkowato$¢, wyhodowanie wysoko odpornych genotypow pomidora na
bakteryjna cetkowato$¢, opracowanie i opatentowanie wspoélnie z Pabianickimi Zaktadami Far-
maceutycznymi ,,Polfa” biopreparatu Polagrocyna przeciwko guzowatosci korzeni oraz preparatu
Hortocyna przeciwko zarazie ogniowej, opracowanie metod i procedur wykrywania i identyfikacji
patogendw bakteryjnych roslin sadowniczych, scharakteryzowanie czterech nowych plazmidéw
bakterii E. amylovora, opracowanie metody izolacji mRNA E. amylovora oraz Xanthomonas fra-
gariae z czystej kultury bakteryjnej i materiatu roslinnego, odkrycie nowych gatunkéw bakterii:
Rhizobium skierniewicense, R. nepotum, R. tumorigenes, Agrobacterium arsenijevicii, A. rosae,
Pararhizobium polonicum, Pseudomonas cerasi.

Badania prowadzili: Zbigniew Borecki, Krystyna Lyskanowska, Andrzej Burkowicz, Piotr Sobi-
czewski, Joanna Putawska, Elzbieta Kozik, Jan Szymanski, Monika Katuzna, Wiadystaw Macias,
Artur Mikicinski, Marzena Nowakowska, Stanistaw Berczynski, Jolanta Bogatko, Stanistaw A.
Piotrowski, Wawrzyniec Podrzucki.

OPRACOWAL
PROF. DR HAB. PIOTR SOBICZEWSKI

Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Wydziat Ogrodnictwa, Biotechnologii i Architektury Krajobrazu
Katedra Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Roslin

Badania dotyczace bakteryjnej kanciastej plamistos$ci ogorka (Pseudomonas syringae pv. lachry-
mans) prowadzone sg od 2001 roku.

Zagadnienia badawcze: zréznicowanie genetyczne szczepow wywolujacych bakteryjna kanciasta
plamisto$¢ ogorka; identyfikacja plazmidow i efektorow wirulencji patowaru lachrymans; poszu-
kiwanie zrodet odpornosci ogoérka na kanciastg plamisto$¢ i mapowanie genow odpornosci; mole-
kularne aspekty interakcji P. syringae pv. lachrymans — ogorek; opracowanie podstaw hodowli
odpornosciowej ogorka na kanciastg plamistosc.

Wazniejsze wyniki/osiagnigcia: (1) opracowano metodyke wykonywania testow podatnosci ogorka
na kanciastg plamisto$§¢ wywolywang przez P.syringae pv. lachrymans, (2) utworzono kolekcje
szczepow Pseudomonas spp. wyizolowanych z lisci roslin dyniowatych; (3) wykonano klasyfikacje
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zebranych szczepoéw oceniajac ich wirulencj¢, wykonujac testy biochemiczne i analizy moleku-
larne oraz wytypowano szczepy reprezentujace patowar lachrymans, (4) stwierdzono wystgpowa-
nie dwoch réznigcych si¢ grup szczepow w obrgbie patowaru lachrymans; (5) zsekwencjonowano
genom wysoce wirulentnego szczepu 814/98 1 wykonano analizy plazmidéw oraz zidentyfikowano
efektory wirulencji wystgpujace u tego szczepu; (6) w genomie ogorka zmapowano gen ps! i loci
odpornosci ps/5.1 i psl5.2 na kanciasta plamisto$¢; (7) wykonano profilowanie transkryptomiczne
i zidentyfikowano geny ogorka ulegajace zroznicowanej ekspresji w pierwszej fazie przebiegu bak-
teryjnej kanciastej plamistosci; (8) wykonano oceng podatnosci linii i odmian ogérka gruntowego
na kanciasta plamisto$¢, w tym polskich linii hodowlanych i odmian komercyjnych.

Badania prowadzili: Helena Olczak-Woltman, Renata Stomnicka, Katarzyna Niemirowicz-Szczytt,
Matgorzata Schollenberger i Grzegorz Bartoszewski. Ponadto z zespotem wspotpracowali: Aleksan-
der Masny z Instytutu Biotechnologii i Antybiotykow w Warszawie oraz Michat Oskiera z Zaktadu
Mikrobiologii Instytutu Ogrodnictwa w Skierniewicach.

OPRACOWALI: DR HELENA OLCZAK-WOLTMAN,
PROF. DR HAB. GRZEGORZ BARTOSZEWSKI

Samodzielny Zaktad Fitopatologii (dawniej Katedra Fitopatologii)

Badania dotyczace chordb bakteryjnych roslin sg prowadzone od poczatku lat 70. XX wieku

Zagadnienia badawcze: etiologia i epidemiologia bakterioz roslinnych, ocena podatnosci materialow
hodowlanych na bakteriozy, bior6znorodno$¢ patogenow, opracowanie charakterystyk fenotypo-
wych fitopatogenicznych bakterii, bakterie i produkty naturalnego pochodzenia w ochronie ro$lin
przed chorobami bakteryjnymi.

Wazniejsze wyniki/osiggnigcia: wykrycie i opisanie po raz pierwszy w Polsce gatunkéw bakte-
rii: Pseudomonas syringae pv. morsprunorum — sprawcy raka bakteryjnego drzew pestkowych,
Pseudomonas savastanoi pv. glycinea — sprawcy bakteryjnej plamistosci soi, Xanthomonas trans-
lucens pv. traslucens — sprawcy czernienia plew pszenicy, Xanthomonas translucens pv. graminis
— sprawcy bakteryjnego wigdnigcia zycicy trwatej, Xanthomonas hortorum pv. hederae — sprawcy
bakteryjnej plamistosci bluszczu, Burkholderia gladioli — sprawcy bakteryjnej pierScienowej zgo-
rzeli todygi eustomy, oceniono podatno$¢ odmin pelargonii rabatowej i bluszczolistnej na bakteryjna
zaraze pelargonii (Xanthomonas hortprum pv. pelargonii) oraz odmian chryzantemy na guzowatos¢
(tumorogenne bakterie z rodziny Rhizobiaceae), opracowano metode oceny podatnosci materiatow
hodowlanych fasoli na ostrg bakterioze¢ fasoli (Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli), okresleno
znaczenie raka bakteryjnego drzew owocowych (Pseudomonas syringae pv. syringae) w uprawach
gruszy azjatyckiej.

Badania prowadzily: Matgorzata Schollenberger, Krystyna Lyskanowska.

OPRACOWALA DR HAB. MALGORZATA SCHOLLENBERGER, PROF. NADZW. SGGW
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Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu

Wydziat Ogrodnictwa i Architektury Krajobrazu,
Katedra Fitopatologii i Nasiennictwa (w latach 1996-2008
Akademia Rolnicza im. Augusta Cieszkowskiego, Katedra Fitopatologii)

Badania podjete w 1975 roku dotyczyly czarnej nozki ziemniaka (Erwinia carotovora/Jones/Bergey
et al., var. atroseptica/Van Hall/Dye).

Zagadnienia badawcze: 1/ Zrodta czarnej nozki ziemniaka: wystepowanie choroby w zaleznosci od
przystolonowego porazenia ziemniakdéw i warunkéw atmosferycznych, wplyw inokulacji sadze-
niakow ziemniaka na wystepowanie choroby, wptyw inokulacji sadzeniakow i lodyg ziemniaka na
wystepowanie choroby w zaleznosci od przedplonu. 2/ Znaczenie selekcji negatywnej i zaprawia-
nia sadzeniakdw w ograniczaniu wystgpowania czarnej nozki ziemniaka: wystgpowanie choroby
i wptyw selekcji negatywnej na jej pojaw, wptyw zaprawiania sadzeniakow (bez lub z dodatkiem
antybiotyku) na wystgpowanie choroby. 3/ Wystepowanie i wielkos$¢ populacji E. carotovora var.
atrosepica oraz czynniki stymulujace pojaw czarnej ndézki w okresie wegetacji: izolacje drobno-
ustrojow z bulw porazonych przystolonowo, wplyw wiosennego przygotowania sadzeniakéw do
badan na wystgpowanie patogena w ich zewngtrznej warstwie, przezywalnos¢ E. carotovora var.
atrosepica w glebie, wplyw metabolitow grzyba Rhizoctonia solani na wzrost E. carotovora var.
atrosepica, wptyw usuwania z pola roslin ziemniaka z objawami czarnej n6zki na wielko$¢ populacji
sprawcy choroby w glebie, wptyw fungicydéw Dithane M-45 i Rizoktonu na wzrost E. carotovora
var. atrosepica, wptyw 24-godzinnego utrzymywania w wodzie bulw ziemniaka przed ich sadzeniem
na wystepowanie czarnej nozki

Wazniejsze wyniki/osiagnigcia: wykazanie, po raz pierwszy w warunkach Polski, ograniczajacego
wplywu nizszej temperatury (14,1°C), utrzymujacej si¢ w pierwszej potowie okresu wegetacji, na
pojaw czarnej no6zki ziemniaka; wykazanie, ze temperatury 16,1°C i 16,7°C bardziej sprzyjaty wyste-
powaniu choroby; wykazanie, ze termin inokulacji (jesien, zima, wiosna) sadzeniakéw zawiesing
bakterii E. carotovora var. atrosepica, zwtaszcza ich czeéci wierzchotkowej, wplywa nie tylko na
zwigkszenie liczby roélin chorych, ale takze na termin pojawienia si¢ choroby; wykazanie, ze gtow-
nym, a przy zachowaniu wszystkich zasad ptodozmianu i uprawy — praktycznie jedynym zrodiem
czarnej nozki ziemniaka sa sadzeniaki; wykazanie, ze uklad temperatur i oddzialywanie innych
drobnoustrojow oraz obecno$¢ resztek porazonych roslin sg czynnikami decydujgcymi o przezy-
walnosci sprawcy choroby; wykazanie, ze wystgpowanie czarnej nozki ziemniaka w wigkszym
stopniu zalezy od warunkéw przechowywania i traktowania (np. sortowania) sadzeniakéw niz od
nasilenia tej choroby w poprzednim okresie wegetacji; wskazanie, ze usuwanie z pola roslin z obja-
wami czarnej nozki ziemniaka nalezy traktowac jako zabieg ograniczajacy gnicie bulw w czasie
przechowywania i pojaw choroby w nastgpnym okresie wegetacji; wskazanie, ze przy zaprawianiu
ziemniakow przeciwko rizoktoniozie z zastosowaniem preparatow Rizokton i Dithnae M-45 nalezy
zwracaé uwage, aby nie powstawaly warunki stresowe dla sadzeniakdéw (naglte zmiany temperatury,
brak tlenu i inne), ktére moga uaktywnic¢ infekcje bezobjawowe i zwigkszy¢ nasilenie choroby.

Badania wykonat: Zbigniew Weber.
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Weczesdniej badania nt: etiologii, epidemiologii i zwalczania bakteryjnego gnicia réz kalafiora
(Pseudomonas maculicola), bakteryjnej karlowatosci gozdzika (Erwinia parthenii var. dianthicola),
bakteryjnego pekania todyg gozdzika (Pseudomonas caryophylli) przeprowadzit Tadeusz Glaser.

OPRACOWAL PROF. DR HAB. PIOTR SOBICZEWSKI

Katedra Dendrologii, Sadownictwa i Szkdtkarstwa
(do roku 1972 Wyzsza Szkota Rolnicza, Katedra Sadownictwa)

Badania podjete w 1963 roku dotyczyly raka bakteryjnego drzew owocowych (Pseudomonas syrin-
gae) na czeres$niach uprawianych w Wielkopolsce.

Zagadnienia badawcze: symptomatyka, wystepowanie oraz szkodliwo$¢ raka bakteryjnego czeresni,
etiologia choroby i jej zwalczanie, podatno$¢ odmian czeresni na chorobe.

Wazniejsze wyniki/osiggniecia: stwierdzenie epifitozyjnego nasilenia choroby w sadach w okolicach
Poznania, w latach 1963—1965, i okreslenie rocznego wskaznika $miertelnosci drzew od 1,9 do 8,1%;
wykazanie, na podstawie charakterystyki fenotypowej wyizolowanych bakterii, ze sprawcg raka bak-
teryjnego jest Pseudomonas syringae; wykazanie, ze okresem najbardziej sprzyjajacym izolacji bakte-
rii z porazonych organdw drzew jest jesien, zima i wiosna; wykazanie wysokiej wirulencji badanych
bakterii w stosunku do pedow czeresni, pgdow lilaka oraz owocow cytryny; wykazanie, ze krotkopedy
owocowe czere$ni bylty najbardziej podatnym organem drzew na porazenie, a do infekcji dochodzito
przez blizny polisciowe, paki liSciowe i kwiatowe oraz wszelkiego rodzaju rany; wykazanie ujemnego
wplywu antypki na zdrowotno$¢ okulizowanych na niej niektérych odmian czere$ni oraz, ze te same
odmiany szczepione na dzikiej czeresni byly stabiej porazone; udowodnienie wysokiej skutecznosci
cieczy bordoskiej w zwalczaniu choroby oraz podobnej skuteczno$ci strepromycyny.

Badania wykonal: Walenty Babilas.

OPRACOWAL PROF. DR HAB. PIOTR SOBICZEWSKI

Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie

Wydziat Ogrodnictwa i Architektury Krajobrazu, Katedra Ochrony Roslin, Zaktad
Fitopatologii i Mykologii (wczesniej Akademia Rolnicza, Katedra Fitopatologii)

Badania prowadzone w latach 1996-2004 dotyczyly bakterii powodujacych gnicie czosnku w okre-
sie przechowywania oraz uszkadzajacych owoce leszczyny w potudniowo-wschodniej Polsce.
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Zagadnienia badawcze: izolacja i identyfikacja bakterii z chorych organéw, przeprowadzanie testow
patogenicznosci oraz wybranych testow fizjologiczno-biochemicznych, epidemiologia choroéb.

Wazniejsze wyniki/osiagnigcia: wykazanie szkodliwosci Pseudomonas marginalis i Erwinia (sof rot
group) dla zabkow czosnku w czasie przechowywania oraz szczepow nalezacych do Pseudomonas
fluorescens 1 Erwinia (sof rot group) dla orzechow laskowych w okresie wegetacji.

Badania prowadzily: Zofia Machowicz-Stefaniak, Ewa Krol, Ewa Zalewska.

OPRACOWALA DR HAB. EwA KROL, PROF. UP w LUBLINIE

Miedzyuczelniany Wydziat Biotechnologii Uniwersytetu
Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego
(MWB UG i GUMed)

Bezposrednio po utworzeniu w roku 1993 MWB UG i GUMed rozpoczgto tworzenie w tej jednostce
Pracowni Fitopatologii. Byto to bezposrednio zwiazane z zatrudnieniem na Wydziale dr hab. Ewy
Lojkowskiej. W roku 2000 Pracownia zostata przeksztalcona w Zaktad Ochrony i Biotechnologii
Roslin, ktorym kierowata Ewa Lojkowska.

Pierwsze badania prowadzone jeszcze w Pracowni Fitopatologii, a w efekcie pierwsza zreali-
zowana praca doktorska, dotyczyly analizy roli drugorz¢dowych liaz kwasu poligalakturonowego
w patogenezie bakterii z gatunkow Erwinia chrysanthemi (obecnie rodzaj Dickeya). Rozprawa
doktorska zatytutowana: ,,Rola drugorzedowych liaz kwasu poligalakturonowego Pell, PelL, PelZ
w patogenezie bakterii z gatunku Erwinia chrysanthemi oraz badanie przydatnosci starterow opar-
tych o sekwencj¢ genu pell do diagnostyki tego gatunku” zostata przygotowana przez Sylwig¢ Jafre
(1999).

Kolejne badania dotyczyly monitoringu i badania bior6znorodnosci bakterii z gatunkow: Erwi-
nia atroseptica (obecnie Pectobacterium atrosepticum), Erwinia carotovora (obecnie Pectobacte-
rium carotovorum) 1 Erwinia chrysanthemi (obecnie rodzaj Dickeya) izolowanych z plantacji nasien-
nych ziemniaka oraz zastosowania markerow molekularnych do badania zmienno$ci bakterii nale-
zacych do tych gatunkow. Prace prowadzono w $cistej wspolpracy z Panstwowa Inspekcja Ochrony
Roslin i Nasiennictwa. Efektem tych badan byly dwie kolejne rozprawy doktorskie: ,,Wykrywanie,
identyfikacja i badanie zroznicowania genetycznego polskiej kolekcji bakterii Erwinia carotovora
subsp. atroseptica/Pectobacterium carotovorum subsp. atrosepticum” przygotowana przez Wojcie-
cha Sledzia (2002) i ,,Zastosowanie markeréw molekularnych w badaniu zmiennosci genetycznej
bakterii z rodzaju Erwinia” przygotowana przez Malgorzate Waleron (2002).

W nastgpnych latach kontynuowano badania nad regulacjg procesu wirulencji w komoérkach
bakterii z rodzaju Dickeya oraz poszukiwaniem czynnikdéw biologicznych mogacych ograniczad
rozprzestrzenianie si¢ infekcji wywolywanej przez bakterie pektynolityczne. Rozprawe doktorska
z tego zakresu zatytulowang ,,Analiza czynnika warunkujacego wyciszanie sygnalizacji mi¢dzyko-
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moérkowej, opartej o laktony acylo-homoserynowe, wytwarzanego przez Ochrobactrum sp. A44”
przygotowala Joanna Przysowa (2008).

Kontynuacja prac nad polska populacja bakterii powodujgcych choroby zwane: czarna nozka
i mokra zgnilizna ziemniaka i opracowywaniem nowoczesnych metod ich wykrywania i identyfika-
cji doprowadzita do przygotowania przez Monike Stawiak w roku 2009 rozprawy doktorskiej zaty-
tutowanej ,,Nowe markery i sondy molekularne do wykrywania, identyfikacji i klasyfikacji bakterii
z rodzaju Pectobacterium i Dickeya”.

Dalsze prace naszego zespolu doprowadzity do wykrycia po raz pierwszy w Polsce obecno-
$ci na plantacjach nasiennych ziemniaka bakterii z rodzaju Dickeya, pozniej zaliczonych do nowo
ustanowionego gatunku Dickeya solani. W publikacji ustanawiajacej nowy gatunek wspotautorami
byli pracownicy Zaktadu Ochrony i Biotechnologii Roslin: Ewa Lojkowska, Matgorzata Waleron
i Marta Potrykus.

W kolejnych latach kontynuowano badania nad poszukiwaniem biologicznych czynnikéw ochrony
roslin ziemniaka przed bakteriami pektynolitycznymi. Sylwia Jafra w ramach rozprawy habilitacyjnej
zatytutowanej ,,Analiza czynnika degradujacego lakt zwiazki o kluczowym znaczeniu w patogene-
zie bakterii pektynolitycznych” (2011) scharakteryzowala szczep bakterii z rodzaju Ochrobactrum
spp. wytwarzajacy enzym degradujacy zwiagzki ony N-acylo-homoseryny, sygnatowe istotne w pro-
cesie sygnalizacji migdzy komorkami bakterii (tzw. sygnalizator zageszczenia populacji bakterii, ang.
quorum sensing 1 mogacy znalez¢ zastosowanie w biokontroli bakterii pektynolitycznych.

Poszukiwania zwigzkow biologicznych o aktywnoS$ci antybakteryjnej doprowadzily do obrony
przez Anne Szpitter w roku 2012 rozprawy doktorskiej zatytulowanej ,,Badanie mechanizmu prze-
ciwbakteryjnego dziatania ekstraktow z roslin owadozernych z gatunku Dionaea muscipula”. Inna
grupa badan prowadzonych w ZOBR to badania dotyczace mozliwosci wykorzystania bakteriofa-
gbéw w ochronie ro$lin przed bakteriami pektynolitycznymi. Osiagniecie naukowe zatytulowane,
»INowe bakteriofagi lityczne o szerokim zakresie gospodarza i ich potencjal w biologicznej ochronie
ziemniaka (Solanum tuberosum L.) przed bakteriami pektynolitycznymi z rodzaju Pectobacterium
spp. 1 Dickeya spp.” Byto podstawg uzyskania przez Roberta Czajkowskiego w roku 2016 stopnia
dr. habilitowanego.

Dalsze prace doktorantéw ZOBR koncentrowaty si¢ na badaniach czynnikéw molekularnych
warunkujacych patogeniczno$¢ bakterii z rodzaju Dickeya solani. W roku 2015 Marta Potrykus
obronita rozprawe doktorska zatytulowana ,,Charakterystyka molekularnego mechanizmu warun-
kujacego patogenicznos¢ bakterii z rodzaju Dickeya spp. na roslinach” a Matgorzata Golanowska
,»Charakterystyka szczepow Dickeya solani i identyfikacja zwiazkoéw pochodzenia roslinnego indu-
kujacych produkcje czynnikéw wirulencji przez te bakterie”.

Réwnoczesnie kontynuowana byla tematyka dotyczaca zastosowania nowych technologii
w identyfikacji réznicowaniu bakteryjnych patogendéw roslin. W roku 2017 Malgorzata Waleron
uzyskatla stopien dr. habilitowanego na podstawie osiggni¢cia naukowego zatytutowanego: ,,Opra-
cowanie metod identyfikacji i roznicowania genetycznego bakteryjnych patogenow roslin z wyko-
rzystaniem technik RFLP i sekwencjonowania genéw metabolizmu podstawowego”.

Obecnie w ZOBR realizowane sg badania dotyczace charakterystyki pangenomu i badan z zakresu
genomiki porownawczej bakterii z gatunku Dickeya solani: ,, Analiza pangenomu bakterii z gatunku
Dickeya solani, czynnika sprawczego strat w uprawie ziemniaka w Europie” — Agata Motyka
(obrona rozprawy doktorskiej przewidziana w roku 2019) i Pectobacterium parmentieri: ,Badania
pangenomu i modelowanie metabolizmu bakteryjnych patogenow roslin z gatunku Pectobacterium
parmentieri — Sabina Zotedowska (obrona rozprawy doktorskiej przewidziana w roku 2019).
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Dziatalno$¢ naukowa pracownikéw ZOBR byla finansowana w ramach projektow Komitetu
Badan Naukowych, Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, Narodowego Centrum Nauki
(OPUS, HARMONIA, ETIUDA, PRELUDIUM), projektéw z 5, 6, 7 Programu Ramowego Komisji
Europejskiej oraz projektu ERA-NET EUPHRESCO. Prace naukowe byly realizowane we wspot-
pracy z badaczami zagranicznymi: dr Nicole Hugouvieux-Cotte-Pattat (INSA, Lyon, Francja), dr Jan
van der Wolf i dr Cor Schoen (Wageningen University, Wageningen, Holandia), prof. Alessio Men-
goni i prof. Marco Bazzicalupo (Uniwersytet Florencki, Florencja, Wtochy).

W roku 2018 dziatajace w ramach ZOBR Laboratorium Badawczo-Wdrozeniowe prowadzace
dziatalnos$¢ ustugowa z zakresu wykrywania i identyfikacji bakterii pektynolitycznych w materiale
ro$linnym, wodzie i w glebie uzyskato Certyfikat Jakosci w zwigzku z wprowadzeniem systemu zarza-
dzania wg normy PN-EN ISO/IEC 17025:2005+Ap1:2007 (Certyfikat Jakosci Nr 1/3/2018/LAB).
Badania sg prowadzone w oparciu o opatentowang przez pracownikéw ZOBR: Mart¢ Potrykus,
Wojciecha Sledzia i Ewe Lojkowska metode oparta o Multiplex PCR i pozwalajaca na rownocze-
sne wykrywanie bakterii z gatunkoéw Pectobacterium atrosepticum, Pectobacterium carotovorum,
Pectobacterium parmentieri i rodzaju Dickeya (Patent PL 223540).

OPRACOWALA PROF. DR HAB. EwA LoJKOowskaA

Inne informacje:

W 1974 roku powstata, w ramach Komitetu Ochrony Roslin Polskiej Akademii Nauk, Grupa Robo-
cza Bakteryjnych Chorob Roslin, ktorej przewodniczacym do 1993 roku byl prof. dr hab. Antoni
Golenia z Instytutu Ochrony Ro$lin w Poznaniu.

W latach 1993-1995 przewodniczacym Grupy byt prof. dr hab. Piotr Sobiczewski z Insty-
tutu Sadownictwa i Kwiaciarstwa (obecnie Instytut Ogrodnictwa) w Skierniewicach. Poczawszy
od nowej kadencji KOR PAN w 1995 roku, prace dotyczace bakterioz roslin byly prowadzone
w ramach Sekcji Chorob Roslin KOR PAN kierowanej przez prof. Sobiczewskiego. Po reorganizacji
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komitetéw PAN w 2016 roku, tematyka ta jest ujgta programie dziatania Komitetu Nauk Agrono-
micznych PAN, Sekcji Hodowli i Ochrony Roslin.

W roku 1999 powstala takze Sekcja Bakteryjnych Chorob Roslin Polskiego Towarzystwa Fito-
patologicznego, ktorej przewodniczgcym jest prof. Sobiczewski.

W latach 1997, 1998 1 2002 odbyly si¢ ogolnopolskie konferencje poswigcone chorobom bak-
teryjnym i bakteriom fitopatogenicznym. Problematyka ta jest prezentowana na réznych konfe-
rencjach naukowych i popularno-naukowych, krajowych i zagranicznych, organizowanych m.in.
przez Polskie Towarzystwo Fitopatologiczne, Instytut Ochrony Ro$lin, Instytut Ogrodnictwa i inne
jednostki naukowe i organizacje.



Problemy z diagnostyka
bakteryjnych chordéb roslin

MALGORZATA SCHOLLENBERGER
Samodzielny Zaktad Fitopatologii
Szkota Giéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie
malgorzata_schollenberger@sggw.pl

Choroby, ktorych objawom towarzysza oznaki etiologiczne uwazane sa powszechnie za proste
w diagnozowaniu. | rzeczywiscie w przypadku takich choréb jak maczniaki prawdziwe, rdze czy
maczniaki rzekome obserwacja grzybni czy zarodnikowania nie nastrgcza trudnosci w ich rozréz-
nieniu. W przypadku bakterioz roslin, ktére réwniez zaliczane do grupy chorob tatwych do dia-
gnozowania ze wzgledu na obecno$¢ wiskozowych wyciekow komorek bakteryjnych, sprawa nie
jest tak oczywista. Nie wszystkim bakteriozom towarzyszg oznaki etiologiczne a dodatkowo o ich
obecnosci decyduja warunki atmosferyczne, czas jaki uplynat od porazenia roslin oraz rodzaj i wiek
porazonej tkanki. Zwykle jako przyktad bakterioz, ktorym towarzysza oznaki etiologiczne podawane
sg zaraza ogniowa oraz wigkszo$¢ chordb typu plamistosci lisci. Jednak i w tych przypadkach sg
okresy, ze konieczna jest izolacja bakterii i okreslenie cech fenotypowych do postawienia prawi-
dlowej diagnozy.

Objawy zarazy ogniowej na jabloni w postaci nekroz i zgorzeli powstatych na pniu czy galeziach
moga by¢ podobne zardwno do raka bakteryjnego drzew owocowych, jak i raka drzew owocowych,
dwoch chorob o odmiennej etiologii (tabela 1). Zamieranie kory moze powsta¢ takze w wyniku
wystapienia zgorzeli kory jabtoni i cytosporozy jabtoni. Podobny typ objawdéw poza wymienionymi
chorobami grzybiczymi moze by¢ spowodowany porazeniem przez kilka innych patogenow rzadziej
wystepujacych. Oczywiscie doktadna analiza symptomow czgsto jest bardzo pomocna w postawie-
niu wlasciwej diagnozy. Czasem konieczne jest przedtuzenie okresu obserwacji rozwoju objawow
by moéc okresli¢ formy zarodnikowania grzybow zaréwno anamorfy jak i teleomorfy. Jednak gdy
mamy do czynienia z materialem szkoétkarskim tego czasu nie ma i konieczna jest izolacja i identy-
fikacja sprawcy zarazy ogniowej, gdyz jest to patogen kwarantannowy podlegajacy obowigzkowi
zwalczania na materiale rozmnozeniowym (Lista A2 EPPO).

Zgorzel kwiatow gruszy moze by¢ powodowana przez dwie bakterie (tabela 1). W tym przy-
padku nawet przy braku oznak etiologicznych rozréznienie choréb zwykle nie nastrecza trudnoscei.
Charakterystyczny dla raka bakteryjnego jest brak systemicznego rozprzestrzeniania objawow na
mtode pedy 1 gatezie.
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Na drzewach pestkowych, gtownie wisniach i czeresniach, wystepowanie zrakowacen, kto-
rym towarzysza gumowate wycieki zwiazane moze by¢ zarowno z rakiem bakteryjnym drzew
owocowych, jak i z leukostomozg drzew pestkowych (tabela 1). W przypadku tej drugiej choroby
zrakowacenia sg niewielkie, ale drzewa moga szybciej zamieraé. Zwykle pomocna w diagnozo-
waniu sprawcy zgorzeli kwiatow drzew pestkowych jest obecnos¢ typowych zrakowacen w koro-
nie drzewa. Gdy ich brak, zamieranie kwiatow prawdopodobnie powodowane jest przez brunatng
zgnilizng drzew pestkowych. Jest jednak pewna réznica, bowiem rak bakteryjny powoduje bru-
natno-czarne przebarwienia kwiatow, a w przypadku brunatnej zgnilizny sa one najczgsciej jasno
czekoladowe. Podobnie przy dziurkowatos$ci lisci obecnos$¢ zrakowacenia jako zrodta patogenicznej
bakterii moze §wiadczyé, ze mamy do czynienia z bakteriozg. W przypadku wirozy, dziurkowatos$ci
towarzyszg chlorotyczne pier§cienie, a przy porazeniu przez grzyb Stigmina carpophila plamki
otacza wyrazna brunatna obwoddka.

Obu chorobom orzecha wloskiego towarzysza bardzo podobne objawy (tabela 1). Pewna wska-
z6wka moze by¢ wyglad plam od dolnej strony blaszki lisciowej, ktore w przypadku bakteriozy sa
réwnie ciemne jak na gornej stronie blaszki. Przy antraknozie ich barwa jest mniej wyrazista, gdyz
sg one brunatne.

Unikatowa sytuacja moze wystapi¢ przy diagnozowaniu plamisto$ci liSci ogérka, gdyz moze
by¢ ona powodowana przez choroby, ktérym towarzysza oznaki etiologiczne (tabela 1). Wydawa-
loby sig, ze gdy mamy do czynienia z bakterioza, ktorej nierzadko towarzysza wycieki komorek
bakterii od spodniej strony blaszki liSciowej, 1 maczniakiem rzekomym, ktéremu towarzyszy nalot
trzonkoéw sporangialnych z zarodnikami roéwniez od spodniej strony liscia, to rozréznienie choréb
nie powinno sprawia¢ zadnych probleméw. Jednak na poczatku rozwoju objawdw chorobowych
w obu przypadkach obserwuje si¢ od spodniej strony liscia plamy jakby nasigkni¢te woda typowe
dla bakterioz. Dopiero z czasem pojawia si¢ nalot trzonkéw lub wycieki komorek bakteryjnych
dzieki czemu mozliwe jest rozréznienie obu chorob.

Przedstawione powyzej przyktady to problemy z diagnozowaniem, gdy ten sam typ objawow
chorobowych powoduja bakterie i grzyby czy legniowce. Zwykle wnikliwa obserwacja objawow
pozwala na prawidtowa diagnozg bez uciekania si¢ do izolacji czynnika sprawczego.

Inaczej przedstawia si¢ sytuacja, gdy ten sam typ objawow powodowany jest przez rézne gatunki
bakterii. Patrzac prozaicznie od strony ochrony ro$lin czasem wydaje si¢ wystarczajace rozréznienie
bakterie — grzyby by moc podjaé konkretne zabiegi ochronne. Jednak pominigte zostaja wowczas
istotne elementy tez zwigzane z ochrong a mianowicie znajomos¢ zrodta patogena i epidemiologia
choroby.

Przyktad plamistosci lisci i strakow fasoli pokazuje jak wazne jest rozréznienie dwoch cho-
réb iich sprawcow (tabela 1). Opinia, ze w warunkach polowych nie da si¢ rozrézni¢ objawow
bakteriozy obwddkowej fasoli i ostrej bakteriozy fasoli jest powszechna zardwno w literaturze
przedmiotu, jak i w praktyce. Oczywiscie bywa to mozliwe na samym poczatku rozwoju objawow
chorobowych, gdy da si¢ zaobserwowac wycieki komorek bakteryjnych. Jednak wraz z rozwojem
nekrotycznych plam na liSciach dochodzi do rozerwania blaszek lisSciowych w miejscu nekroz co
ma miejsce w przypadku obu choréb, a co z kolei uniemozliwia obserwacje wyciekow bakteryjnych.
Jedynie na strakach jest mozliwa taka obserwacja i wtedy czgsto okazuje si¢, ze mamy do czynie-
nia z infekcjg mieszang. Problem tkwi w tym, ze sprawca ostrej bakteriozy fasoli jest patogenem
kwarantannowym w zwiazku z czym konieczna jest izolacja i identyfikacja zgodna z okreslonymi
procedurami.
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Tabela 1

Zestawienie choréb/patogenéw powodujacych podobne objawy na wybranych roslinach

Roslina

Typ objawow

Choroba/Patogen

jabton

nekrozy, zgorzele na
pniach, gateziach

e zaraza ogniowa /
Erwinia amylovora
e rak bakteryjny drzew owocowych /
Pseudomonas syringae pv. syringae
e rak drzew owocowych /
Neonectria ditissima
e zgorzel kory jabtoni /
Neofabrea malicorticis
e cytosporoza jabtoni /
Valsaria insitiva, Valsa malicorticis

grusza

zgorzel kwiatéw

® zaraza ogniowa /
Erwinia amylovora

e rak bakteryjny drzew owocowych /
Pseudomonas syringae pv. syringae

wisnia,
czeresdnia

zrakowacenie

e rak bakteryjny drzew owocowych /
Pseudomonas syringae pv. syringae, Pseudomonas
syringae pv. morsprunorum

e lcukostomoza drzew pestkowych /

® Jalsaria insitiva, Leucostoma persoonii

zgorzel kwiatow

e rak bakteryjny drzew owocowych /
Pseudomonas syringae pv. syringae

e brunatna zgnilizna drzew pestkowych /
Monilinia laxa

dziurkowatos¢ lisci

e rak bakteryjny drzew pestkowych /
Pseudomonas syringae pv. syringae

e nckrotyczna pierscieniowa plamisto$¢ drzew pestkowych /
Prunus necrotic ringspot virus PNRSV

e dziurkowatos¢ lisci drzew pestkowych /
Stigmina carpophila

orzech wtoski

plamistosc¢ lisci

e bakteryjna zgorzel orzecha wloskiego /
Xanthomonas arboricola pv. juglandis

e antraknoza orzecha wtoskiego /
Ophiognomonia leptostyla

szkotkarski
materiat roslin
sadowniczych

guzowato$¢ korzeni

e guzowatos¢ korzeni /
Agrobacterium tumefaciens,
Rhizobium nepotum, Rh. skierniewicense

ogorek

plamistosc¢ lisci

e bakteryjna kanciasta plamisto$¢ ogorka /
Pseudomonas syringae pv. lachrymans

e mgaczniak rzekomy ogorka /
Pseudoperonospora cubensis
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Tabela 1 c.d.
Zestawienie choréb/patogenéw powodujacych podobne objawy na wybranych roslinach

Roslina Typ objawow Choroba/Patogen
fasola plamisto$é lisci e bakterioza obwodkowa fasoli /
i strgkow Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola

e ostra bakterioza fasoli
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli

pomidor nekroza rdzenia todygi ® nekroza rdzenia fodygi pomidora /
Pseudomonas corrugata, P. cichori,
P. mediterranea, P. viridiflava

plamisto$é lisci, e bakteryjna plamisto$¢ pomidora /
owocow Xanthomonas vesicatoria, X. euvesicatoria,
X. gardneri, X. perforans

cebula zgnilizna cebuli e bakterioza cebuli /

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum,
Burkholderia gladioli pv. alliicola,

B. cepacia, Pantoea allii

ziemniak zgnilizna bulw e mokra zgnilizna bulw ziemniaka /
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum,
P. atrosepticum, P. parmentieri, Dickeya solani

chryzantema guzowato$é e guzowatos¢ /
Agrobacterium tumefaciens, Rhizobium skierniewicense

gozdzik guzowato$é e guzowatos¢ /
Agrobacterium tumefaciens,
Pantoea agglomerans pv. gypsophile

aster, guzowatosé e guzowato$é

asparagus, tumorogenne bakterie z rodziny Rhizobiaceae
begonia,
bluszcz,

dalia, fikus,
kalanchoe,
kaktus,
pelargonia,
rhododendron,
réza

fikus guzowatos$é ® guzowatos¢ /
benjamina Rhizobium larrymoorei

Bardzo specyficzny typ objawow tj. nekroze rdzenia todygi pomidora opisano w Wielkiej Bry-
tanii a jego sprawca okazat si¢ nowy gatunek bakterii Pseudomonas corrugata. Choroba jest o tyle
nietypowa, ze w jej przypadku nie dochodzi do rozprzestrzeniania patogena w okresie wegetacji.
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Niemniej choroba ta pojawiata si¢ w réznych rejonach swiata i w kazdym przypadku sprawca oka-
zywat si¢ ten sam gatunek bakterii. Obecnie znane s3 trzy inne gatunki bakterii powodujace nekroze
rdzenia todygi, przy czym dwa z nich to polifagiczne bakterie, a jeden to catkiem nowy gatunek,
ktéry opisano w Turcji (tabela 1). Taka sytuacja powoduje, ze w praktyce nie wiedzac, ktory kon-
kretnie gatunek jest sprawca choroby trudno jest podja¢ decyzje¢ o metodzie zapobiegania jej roz-
przestrzenianiu.

Wykorzystywanie licznych metod biologii molekularnej do identyfikacji nowo izolowanych
bakterii pozwala na precyzyjne roznicowanie uzyskiwanych szczepéw. Owocuje to oznaczaniem
coraz to nowych gatunkéw bakterii, w tym takze patogenicznych dla roslin. Taka sytuacja zaist-
niata ostatnio przy badaniu sprawcow plamistosci lisci i owocow pomidora. Dotychczas znany byt
jeden gatunek powodujgcy bakteryjng plamisto$¢ pomidora i papryki tj. Xanthomonas vesicatoria,
gatunek kwarantannowy, niewystgpujacy w Polsce. Od 2015 roku na liScie A2 EPPO pojawity
si¢ trzy inne gatunki powodujace przede wszystkim bakteryjna plamisto$¢ pomidora (tabela 1).
W zwiazku z tym pojawienie si¢ na roslinach pomidora odmiennych od ce¢tkowatosci objawow
chorobowych bedzie wymagato izolacji i identyfikacji patogena zgodnej z okreslonymi procedu-
rami kwarantannowymi.

W przypadku takich samych symptomow powodowanych przez kilka réznych bakterii, poza
problemami natury badawczej, istnieje problem zwiagzany z prezentacja bakterioz we wszelkich
opracowaniach fitopatologicznych. Zasadg jest, ze przy opisach chordb w postaci tekstu czy pre-
zentacji symptomow podaje si¢ dane dotyczace etiologii. I przyktadowo opatrzenie opisu mokrej
zgnilizny bulw ziemniaka lista bakterii, ktére moga ja wywola¢ napotyka na opor fitopatologow,
nie méwigc o studentach czy producentach (tabela 1). Oczywiscie w tym przypadku mozna, nie
popetniajac razgcego bledu, podaé dominujgcego patogena. Natomiast, jezeli chodzi o guzowatosé
to okreslenie sprawcy/0w jako tumorogenne bakterie z rodziny Rhizobiaceae wzbudza powszechne
niezrozumienie i trudno si¢ dziwi¢ fitopatologom, ze najczgsciej zostaja przy nazwie Agrobacterium
tumefaciens.

Przedstawione powyzej uwagi wskazuja na wage symptomatologii w diagnozowaniu bak-
teryjnych chorob roslin, zwlaszcza, ze czesto objawom towarzysza oznaki etiologiczne. Jednak
z drugiej strony oparcie si¢ na samych objawach moze prowadzi¢ do blednych diagnoz stad
konieczna staje si¢ procedura izolacji i identyfikacji sprawcow chordb. Kolejne kroki zwigzane
s3 ze stosowaniem metod konwencjonalnych dla okreslenia cech fenotypowych uzyskanych izo-
latow, ale najwazniejszy na tym etapie jest test patogenicznosci dzigki ktoremu mamy pewnos¢,
ze uzyskaliSmy w warunkach in vitro patogena. Techniki serologiczne umozliwiaja nam identy-
fikacje bakterii do gatunku a techniki molekularne pozwalaja na bardzo precyzyjne rozréznienie
patowardw, ras czy wykazanie pokrewienstwa czy réznic miedzy konkretnymi szczepami pato-
genicznych bakterii.
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Kwarantannowa bakteria Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus (Spickermann et Kot-
thoff) Davis et al., (Cms) — sprawca bakteriozy pierscieniowej ziemniaka, to jeden z najniebezpiecz-
niejszych i najbardziej uciazliwych patogenow ziemniaka (Lee i in., 1997; Lebecka i Zimnoch-Gu-
zowska, 2005; OEPP/EPPO 2006).

Wykrycie i potwierdzenie porazenia juz w jednej bulwie/roslinie skutkuje nie tylko dyskwali-
fikacja plantacji i konieczno$cia utylizacji materiatu ro§linnego, ale rowniez nalozeniem restryk-
cji fitosanitarnych na miejsce produkcji (Dyrektywa Komisji WE 2006/56). W praktyce oznacza
to ktopoty finansowe niejednokrotnie prowadzace do bankructwa przedsigbiorstwa (Chotkowski
i Rembeza, 2013).

Kontrola rozprzestrzeniania si¢ i wykrywanie bakterii Cms jest bardzo trudne (Easton, 1979;
Van der Volf'i in., 2005).

Sprawca bakteriozy pierscieniowej ziemniaka posiada szereg unikalnych cech, ktore stwarzaja
wysokie ryzyko niekontrolowanego rozprzestrzeniania si¢ tej choroby na nowe obszary (Van der
Volfi in., 2005). Podobnie jak niektore podgatunki Clavibacter michiganensis, bakterie Cms czgsto
wywoluja bezobjawowa (latentng) form¢ choroby (De Boer i in., 2005; OEPP/EPPO, 2006). Niska
koncentracja komoérek bakteryjnych w tkankach, jak rowniez tolerancyjno$¢ wzgledem Cms niekto-
rych odmian ziemniaka, skutkuje brakiem widocznych objawow infekcji w roslinach (Pastuszewska
iin., 2010). Ktopotliwa do zdiagnozowania jest rowniez petnoobjawowa posta¢ choroby, ktéra
uwidacznia si¢ zazwyczaj pod koniec okresu wegetacji lub dopiero w trakcie przechowywania bulw
i czgsto mylona jest z objawami innych choréb (Dyrektywa Komisji WE 2006/56; Przewodowski
i Treder, 2008).
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Jednym z najpowazniejszych problemow w skutecznym zwalczaniu sprawcy bakteriozy pier-
$cieniowej ziemniaka sg trudno$ci z wiarygodna i skuteczng diagnostyka, szczegélnie w probach
srodowiskowych typu tkanki roslin i bulw ziemniaka, gleba i woda, charakteryzujacych si¢ zazwy-
czaj duza objetoscia 1 niska koncentracja bakterii Cms (Van der Volf i in., 2005). Sa one ponadto
bogate w rdéznego rodzaju zanieczyszczenia (mikrobiologiczne, chemiczne, biochemiczne, biolo-
giczne i fizykochemiczne), ktorych obecno$¢ moze doprowadzi¢ do zafalszowania wyniku testu
diagnostycznego. Nie ma obecnie metody, ktora pozwolitaby na calkowita eliminacje tego rodzaju
zanieczyszczen podczas izolacji bakterii Cms z prob srodowiskowych (OEPP/EPPO, 2006). Istnieje
kilka waznych przyczyn, a mianowicie:

e Brak odpowiednio specyficznych przeciwcial do diagnostyki Cms (Kokoskova i Pankova, 1998;
Przewodowski i Przewodowska, 2017). Przy duzym zréznicowaniu szczepoéw bakterii Cms pod
wzgledem ilosci i zawarto§ci wytwarzanych przez nie $luzoéw, efektywna detekcja i identyfika-
cja komoérek Cms metodami immunologicznymi jest bardzo utrudniona. Oferowane komercyjnie
przeciwciata poliklonalne skierowane na bakterie Cms wykrywaja gtéwnie komponenty sluzow
bakteryjnych, dajac wynik fatlszywie negatywny przy identyfikacji szczepow niemukoidalnych.
Z kolei przeciwciata monoklonalne, ktore charakteryzuja si¢ zbyt wysoka specyficznos$cia, nie
rozpoznajg wielu szczepoéw bakterii Cms (Baer i Gudmestad, 1993; Przewodowski i Przewo-
dowska, 2017).

e Brak metody izolacji Cms z préb srodowiskowych, ktora pozwolitaby na zachowanie zywot-
nosci badanych komorek bakteryjnych i jednoczesne pozbycie si¢ wszelkich substancji oraz
innych mikroorganizméw dziatajacych toksycznie na komoérki Cms. Dodatkowe utrudnienie
stanowi brak w pelni selektywnych podtozy mikrobiologicznych dla namnazania bakterii Cms
oraz obecno$¢ w probie innych, szybko rosngcych mikroorganizméw, co znacznie ogranicza
mozliwos$¢ uzyskania czystych izolatow Cms i wykonania testu biologicznego pozwalajacego
na okres$lenie patogeniczno$ci Cms (OEPP/EPPO, 2006).

e Ograniczenia metod mikroskopowych (np. testu immunofluorescencyjnego IFAS), wynikajace
z obecnosci w badanych probach resztek tkanek roslin i bulw ziemniaka oraz gleby, ktore pod-
czas identyfikacji Cms w polu widzenia mikroskopu powoduja przystonigcie badanych komérek
dajac wynik falszywie negatywny.

e Ograniczenia molekularnych metod identyfikacji bakterii Cms, ktoére mimo swojej wysokiej
czulosci i specyficznos$ci moga by¢ zakldcane przez dziatanie obecnych w probach srodowi-
skowych inhibitoréw reakcji PCR (Salamonska i in., 2016). Jedna z podstawowych przyczyn
wplywajacych na nieprawidtowa diagnostyke molekularng bakterii Cms jest brak odpowied-
niej metody izolacji materiatu genetycznego z badanych préb srodowiskowych. Zalecana przez
EPPO w Dyrektywach Komisji Europejskiej metodyka nie pozwala na catkowite usunigcie
znajdujacych si¢ w badanej probie zanieczyszczen oraz inhibitoréw reakcji PCR, co moze pro-
wadzi¢ do uzyskania w toku analizy molekularnej wyniku falszywie negatywnego.

Z uwagi na ww. ograniczenia zalecanych przez KE metod diagnostycznych, zaden ze stoso-
wanych testow nie jest sam w sobie 100% wiarygodny. Dlatego zgodnie z przyjetymi wymogami
fitosanitarnymi dla przeprowadzenia wiarygodnej diagnostyki Cms nalezy stosowaé przynajmniej
dwa testy przesiewowe oparte na réznych zasadach biologicznych tgcznie z testem patogeniczno-
$ci na roslinie bioindykatorowej (OEPP/EPPO, 2006). Takie rozwigzanie moze jednakze znacznie
wydhuzy¢ diagnostyke badanych prob, nie dajac jednocze$nie gwarancji uzyskania prawidlowego
wyniku diagnostyki. Dlatego nadal podejmuje si¢ liczne proby opracowania odpowiednio czutych
i specyficznych metod do diagnostyki sprawcy bakteriozy pierScieniowej ziemniaka.
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Jednym z rozwigzan zaproponowanych przez nasz zespot byto opracowanie nowego rodzaju,
wysoce specyficznych, poliklonalnych przeciwcial skierowanych na komorki bakterii Cms (Prze-
wodowski, 2012). Opracowany i opatentowany sposob wytwarzania IgG pozwolit uzyskac unikalne
dla badanych przeciwciat cechy, jak wysoka czutos$¢ i specyficzno$é oraz zdolnos¢ wykrywania
bakterii Cms niezaleznie od stopnia mukoidalnosci badanych szczepdéw (Przewodowski i Prze-
wodowska, 2017). Z kolei opracowanie odpowiednich matryc z wykorzystaniem nanoczasteczek
metali koloidalnych, naturalnych oraz syntetycznych polimerdéw oraz opracowanych czastek recep-
torowych, pozwolito uzyska¢ wysoce specyficzne immunopodtoza oraz opracowaé i opatentowac
szereg roznych metod i testow diagnostycznych pozwalajgcych na selektywna izolacje i identyfi-
kacj¢ bakterii Cms z prob srodowiskowych (Przewodowski, 2013 a, b, ¢, d, 2014, 2016).
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Monitoring bakterii pektynolitycznych prowadzony jest w naszym laboratorium od roku 1996
z 16zng czgstotliwoscia. W trakcie prowadzonych badan wykrylismy w Polsce na plantacjach nasien-
nych ziemniaka bakterie pektynolityczne z nastepujacych gatunkdéw: Dickeya dianthicola, Dickeya
solani, Pectobacterium atrosepticum, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Pectobac-
terium carotovorum subsp. brasiliense i Pectobacterium parmentieri.

Bakterie z niedawno wyroznionych gatunkdéw Dickeya solani (wyodrebniony w 2014 1.) i Pec-
tobacterium parmentieri (wyodrgbniony w 2016 r.) nalezg do rodziny Pectobacteriaceae, rzgdu
Eubacteriales 1 s waznymi gospodarczo patogenami ziemniaka oraz szeregu roslin warzywniczych
i ozdobnych. Badania pangenomu dwo6ch wymienionych gatunkéw bakterii przeprowadzono na
podstawie analizy sekwencji 14 szczepdw D. solani 1 15 szczepdw P. parmentieri wyizolowanych
w Polsce, Belgii, Finlandii, Francji, Holandii, Izraelu, Niemczech i USA . Sekwencje genomowe
wymienionych szczepow wyizolowanych w Polsce uzyskano za pomoca technologii NGS: Ilumina
i PacBio (4 szczepy D. solani i 12 szczepdw P. parmentieri) a pozostate uzyskano z GenBank (8
genomow D. solani i 3 genomy P. parmentieri). Genomy szczepdw zsekwencjonowanych w naszym
laboratorium ztozono za pomoca programoéw Ilumina reads i SPAdes a nastgpnie optymalizowano
za pomocg PacBio reads i Quiver software.

Szczepy badanych gatunkow bakterii r6znig si¢ istotnie bioréznorodnoscia; szczepy D. solani
charakteryzujg si¢ wysoka homogennos$ciag genomu, jednoczesnie wykazujac zréoznicowang wiru-
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lencje, natomiast szczepy P. parmentieri wykazuja znacznie wigksza zmienno$¢ w obrebie genomu
oraz zréznicowang wirulencj¢. Przeprowadzone badania wykazaty, iz genom podstawowy (ang.
core genome) obu gatunkow jest podobnej wielkosci i obejmuje odpowiednio 3756 i 3706 genow
w przypadku D. solani i P. parmentieri. Na podstawie przeprowadzonych analiz stwierdzono, iz
genom dodatkowy (ang. accesory genome) i unikatowy (ang. unique genome) P. parmentieri jest
wickszy i obejmuje odpowiednio 1408 i 1847 gendéw, podczas gdy w przypadku D. solani odpo-
wiednie genomy obejmuja 510 i 690 genow.

Wirulencja bakterii gatunkow D. solani i P. parmentieri zwiazana jest przede wszystkim
z wytwarzaniem szerokiej gamy enzymow degradujacych sktadniki ro§linnych $cian komoérkowych:
pektynaz, celulaz i proteaz, ale takze wytwarzaniem biofilmu i sideroforéw oraz zdolnos$cig do
ruchu. Nasze badania zmierzajg do identyfikacji waznych w procesie patogenezy genow struktural-
nych i majacych wptyw na ich ekspresje gendow regulatorowych. Prowadzone badania pozwola na
lepsze opisanie mechanizmoéw warunkujacych wirulencje i bior6znorodnos¢ D. solani i P. parmen-
tieri, dwoch nowo zidentyfikowanych w Europie gatunkow patogenow roslin oraz na opracowanie
w przysztosci efektywnych metod ochrony roslin uprawnych przed tymi patogenami.
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Bakterie z rodzaju Pectobacterium sa szeroko rozpowszechnione w przyrodzie, izolowane sg
na wszystkich kontynentach, z wyjatkiem Antarktydy (www.faostat.fao.org). Wystepuja zaréwno
w powietrzu, glebie, jak i wodach gruntowych, izoluje si¢ je rowniez z przewodu pokarmowego
bezkregowcow (Glasner i in., 2008). Znane sa gtéwnie jako patogeny roslin. Maja szeroki zakres
gospodarzy i w wigkszosci nie wykazuja specyficznosci w stosunku do gatunku roslin, na ktoérych
wywotuja objawy chorobowe. Ponadto, wigkszos¢ gatunkow i podgatunkdéw Pectobacterium moze
zasiedla¢ réznych gospodarzy, od ziemniaka po kaktusy (Perombelon, 2002). Intensywna wymiana
mig¢dzynarodowa materiatu roslinnego zaréwno sadzonek, ro§lin doniczkowych, nasion, jak i zyw-
nosci, wraz z zachodzacymi zmianami klimatycznymi, spowodowaty gwattowne rozprzestrzenianie
si¢ bakterii fitopatogennych na inne regiony klimatyczne, o czym §wiadczy rosnaca liczba raportow
o ich wystepowaniu. Rodzaj ten jest uznawany za jeden z 10 najwazniejszych patogenoéw roslin
z gospodarczego, jak i naukowego punktu widzenia (Mansfield i in., 2012).

W ostatnich latach wraz z rozwojem technik stosowanych do klasyfikacji bakterii taksonomia
rodzaju Pectobacterium ulega szybkim zmianom. Obecnie w obrebie rodzaju wydzielono 10 gatun-
kéw: P. cacticidum, P. aroidearum, P. atrosepticum, P. betavasculorum, P. peruviense, P. parmentirii,
P. polaris, P. wasabiae, P. zantedeschiae i P. carotovorum, dla ktérego opisano cztery podgatunki:
P. c. subsp. carotovorum, P. c. subsp. brasiliense, P. c. subsp. odoriferum i P. c. subsp. actinidiae.
Jednak nowo wyodre¢bnione gatunki, P. peruviense, P. zantedeschiae oraz podgatunek P. c. subsp.
actinidiae nie zostaly jeszcze zatwierdzone przez Migdzynarodowy Kodeks Nomenklatury Bakterii.
Ponadto w 2018 roku zaproponowano rowniez transfer czg¢sci szczepdw P. carotovorum do geno-
mogatunku P. maceratum kandydujacego do rangi gatunku (Shirshikov i in., 2018).
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Do roku 2013 szczepy bakterii z rodzaju Pectobacterium izolowane w Polsce klasyfikowano
jako P. atrosepticum i P. c. subsp. carotovorum (Sledz in., 2000, Waleron i in., 2002). W zwigzku
z licznymi rewizjami i re-aranzacjami w taksonomii Pectobacterium lista gatunkéw wystepujacych
w naszym kraju ulegta zmianom.

Z badan prowadzonych przez rézne zespotly badawcze, wiadomo iz na terenie naszego kraju
oprécz wyzej wymienionych taksonéw izolowane sg szczepy Pectobacterium nalezace do gatunkow:
P. parmentieri (Waleron i in., 2013, Zol@dowska iin., 2018), P. aroidearum (Oskiera i in., 2017),
P. polaris (Waleron i in., 2018), jak rowniez podgatunkow P. c. subsp. odoriferum (Waleron i in.,
2014) oraz P. c. subsp. brasiliense (Waleron i in. 2015, Dees i in., 2017).

Wykorzystujac analizy gnomiczne (ANI i isDDH) uzupetnione o analizy chemotaksonomiczne
(FAME, MALDITOF-MS), fingerprint (ERIC-PCR), MLSA oraz profilowanie metaboliczne, aty-
powe szczepy P. atrosepticum izolowane z Kalijki etiopskiej wyodrgbniono i opisano jako nowy
gatunek P. zantedeschiae (Waleron i in., 2018). Ponadto analizy MLSA oraz fylogenomiczne wska-
zuja na potrzebe przeklasyfikowania czgsci szczepdw P. c. subsp. carotovorum do nowego geno-
mogatunku ,,P. maceratum” (Waleron i in. dane nieopublikowane).

Nalezy zauwazyc¢, iz wigkszos$¢ sposrod wystepujacych w Polsce gatunkdw i podgatunkow Pec-
tobacterium, poza szerokim spektrum ro$lin zywicielskich, szybkim tempem rozprzestrzeniania si¢
oraz duzymi zdolno$ciami adaptacyjnymi, cechuje silna wirulencja co stwarza powazne zagrozenie
dla srodowiska, do ktorego zostang wprowadzone. Bakterie te mogg stanowi¢ problem nie tylko
w uprawie i eksporcie ro$lin, ale rowniez w trakcie przechowywania zbiorow w naszym kraju, ktory
jest jednym z wiodacych producentdéw i eksporterow owocow i warzyw w Europie.

Badania finansowano z projektu NCN Opus 9 [2015/17/B/NZ9/01730]
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Bakterie rodzaju Pseudomonas wystepuja powszechnie w réznych srodowiskach, od Antark-
tydy do tropikow (Peix i in., 2009). Wigkszo$¢ z nich to organizmy komensalne, nie majgce wyraz-
nego wplywu na inne organizmy, ale sg tez takie, ktoére powoduja choroby roslin, ludzi i zwie-
rzat. Ich bioréznorodnos$¢ jest efektem wptywu na bakterie zaro6wno czynnikéw biotycznych
jak i abiotycznych, prowadzacych do niedziedzicznych zmian fenotypu, jak i zmian w materiale
genetycznym.

Obecnie rodzaj Pseudomonas obejmuje 270 zwalidowanych gatunkow, w tym 18 podgatunkoéw
(ang. List of Prokaryotic Names with Standing in Nomenclature LPSN; Parte, 2018), a tym samym
stanowi jedng z najliczniejszych grup bakterii Gram-ujemnych.

W obrebie tego rodzaju najbardziej powszechny jest polifagiczny gatunek Pseudomonas syrin-
gae — poraza ponad 180 gatunkow roslin, zardwno jednorocznych, jak i wieloletnich, w tym roéliny
sadownicze, warzywne i ozdobne (Bultreys i Kaluzna, 2010). Gatunek ten zawiera 60 patowarow
zdefiniowanych na podstawie ich zdolnosci do infekcji okreslonego gatunku rosliny-gospodarza
(Young, 2010). Zostat podzielony na 9 genomogatunkéw wyodrgbnionych na podstawie hybry-
dyzacji DNA: DNA (Gardan i wsp., 1999) oraz 13 tak zwanych grup filogenetycznych (PG) (Par-
kinson i wsp., 2011, Berge i wsp., 2014) zdefiniowanych na podstawie analizy sekwencji genow
metabolizmu podstawowego (MLSA). Wsrod patogendow wywotujacych raka bakteryjnego drzew
pestkowych, ktore sa glownie przedmiotem naszych badan, dotychczas zidentyfikowano 4 patowary
P. syringae: syringae (Pss), morsprunorum rasa 1 (Psm1), morsprunorum rasa 2 (Psm2), avii (Psa)
i persicae (Psp), (Wormald, 1932, Freigoun and Crosse, 1975, Ménard i wsp., 2003), z ktorych
pierwsze trzy wystepuja w Polsce. Roznig si¢ one migdzy sobg zarowno cechami fenotypowymi
jak i cechami genetycznymi (Bultreys i Katuzna, 2010; Vicente i in., 2004; Vicente i Roberts, 2007,
Kaluzna i in., 2010a i b; Kaluzna i in., 2012; Katuzna, 2014).

Badania nad etiologia raka bakteryjnego wykazaty wyst¢powanie grupy bakterii (56), wyizo-
lowanych gtéwnie z wisni, posiadajacych nietypowe cechy fenotypowe, wskutek czego nie mozna
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ich byto zaklasyfikowa¢ do zadnego z opisanych dotychczas taksonow (patowarow i ras) (Katuzna,
2014). Cechy te: zdolno$¢ uptynniania zelatyny, brak zdolnos$ci hydrolizy eskuliny, tyrozyny oraz
wykorzystania kwasu winowego (G'A™T Ta") byly charakterystyczne dla bakterii Pss albo dla
rasy 112 Psm. W teScie patogenicznos$ci na zawigzkach owocow czeresni szczepy te powodowaty
objawy podobne do tych jakie powoduja szczepy rasy 112 Psm. W przypadku cech genetycznych
omawiane szczepy wyroznialy si¢ si¢ brakiem gendéw kodujacych produkcje toksyn: syringomy-
cyny, typowej dla Pss oraz koronatyny, typowej dla Psml, a takze sideroforu yersiniabaktyna, typo-
wego dla Psm2. Stwierdzono takze wysoka i swoistag homogennos¢ wzoréow amplifikacji odrgbna
od innych taksonéw Pss i Psm, co wskazywato, Ze stanowia one nowy, dotychczas nie opisany
takson. W celu okreslenia ich pozycji taksonomicznej podj¢to szczegdtowe badania z zastoso-
waniem zestawu metod klasycznych i biologii molekularnej spetniajacych kryteria klasyfikacji
bakterii do gatunku.

Na podstawie analizy genu 16S rRNA stwierdzono, ze przedstawione szczepy sa najbar-
dziej spokrewnione ze szczepami typowymi gatunkéw Pseudomonas ficuserectae JCM 24007
i P. congelans DSM 14939" (podobienstwo sekwencji ponad 99.9%) (Rys. 1). Natomiast analiza
filogenetyczna ukierunkowana na okreslenie sekwencji genéw metabolizmu podstawowego (ang.
housekeeping genes): gyrB, rpoD irpoB wykazata, ze szczepy te tworzg oddzielny klaster i sg
najbardziej spokrewnione z P. syringae NCPPB 2817 i P. congelans LMG 21466". Hybrydyza-
cja DNA-DNA wykonana dla szczepu 587, reprezentujacego nowe szczepy z czere$ni i wisni,
oraz szczepow typowych najbardziej spokrewnionych gatunkow, wykazata stopienn homologii
na poziomie, odpowiednio 58,2% i 41,9%. Wynik ten zostat dodatkowo potwierdzony analizami
genomu (Averange Nucleotide Identity-ANI) oraz Genome-to-Genome Distance (GGDC), ktére
byly zgodne z wynikami uzyskanymi na podstawie analizy potaczonych sekwencji genow gyrB,
rpoD i rpoB (Multilocus Sequence Analysis (MLSA). Pozycje taksonomiczng badanych szczepdéw
potwierdzono takze metoda jonizacji probki MALDI (ang. Matrix Assisted Laser Desorption and
Ionisation) polaczonej z pomiarem jej masy w spektrometrze masowym MS (ang. Mass Spektrome-
try). Wykazano, ze utworzyty one oddzielny homogenny klaster z wysokim prawdopodobienstwem
— warto$¢ bootstrap 100% i byly spokrewnione ze szczepami P.s. pv. syringae LMG 1247" oraz P.
congelans LMG 21466". Analiza kwasow thuszczowych (FAME) wykazata, ze dominowaty wérod
nich: 16:0 i cechy zsumowane 3 (16:1 ©7c/15:0 iso 20H). Charakterystyka fenotypowa opraco-
wana dla nowych szczepow oraz szczepdw typowych gatunkow najbardziej z nimi spokrewnionych
wykazata, ze nowe szczepy rdznia si¢ od szczepow typowych gatunkéow az 18 cechami. Zawartosc¢
par G+C genomowego DNA szczepu 58" z wini wynosita 59%.

W oparciu o wyniki kompleksowych badan taksonomicznych wykazano, ze grupa siedmiu
szczepdw wyizolowanych z wisni i jednego szczepu z czere$ni reprezentuje nowy gatunek w rodzaju
Pseudomonas, dla ktérego zaproponowano nazw¢ Pseudomonas cerasi sp. nov. (non Griffin, 1911)
(Kaluzna i in., 2016). Nazwa ta koresponduje do zrddta izolacji, czyli Prunus cerasus. W odniesie-
niu do reguly 33c punkt 3 Migdzynarodowego Kodu Nomenklatury Bakterii wskazanie w nazwie
gatunku ,,non Griffin, 1911” zostato dodane poniewaz nazwa P. cerasi (z roku 1911) pomimo, Ze nie
jest wlaczona do listy zatwierdzonych gatunkéw, byta uzywana w Indeksie Bergeyana [Buchanan
et al.,] jako synonim Bacterium cerasi [Griffin, 1911], patogena powodujacego bakteryjng gumoze
na drzewach czeresni w USA. Obecnie obie nazwy wskazujace przynaleznos$¢ do rodzaju i rodziny,
odpowiednio Bacterium i Bacteriacea, znajduja si¢ na liscie nazw odrzuconych/usunigtych [Dye
iin., 1975; Gardan i in., 1999].
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Rys. 1. Dendrogram Maximum Likelihood przedstawiajacy relacje filogenetyczne miedzy szczepami 587, 122,

374,791,963, 966, 970a i 1021 i blisko spokrewnionymi szczepami typowymi innych gatunkow, na podstawie

analizy potaczonych sekwencji nukleotydow gendw gyrB, rpoB i rpoD. Podane wartosci liczbowe przy weztach

oznaczaja wspotczynnik poparcia — bootstrap (wyrazone jako procent z 1000 powtdrzen). Skala umieszczona

w lewym dolnym rogu oznacza dlugosc¢ gatezi odpowiadajaca 2 podstawienia nukleotydowego na jedna zasade
poréwnywanych sekwencji.

Przedmiotem badan byly takze izolaty Pseudomonas spp. pozyskane z lisci borowki wysokiej
(Vaccinium corymbosum) oraz lisci derenia jadalnego (Cornus mas L.) na ktérych wystgpowaty
nekrotyczne plamy o réznej wielkosci i zabarwieniu (Katuzna i in., 2013, Katuzna, 2018). Z probek
chorych lisci pobranych z obu roslin-gospodarzy wyizolowano bakterie, o morfologii kolonii podob-
nej do bakterii rodzaju Pseudomonas — szczepu typowego P. syringae LMG1247". Okreélenie cech
fenotypowych izolatow pozwolito na ich zaklasyfikowanie izolatéw z derenia do gatunku P. syrin-
gae, LOPAT + — —— +, natomiast izolaty z boréwki miaty podobne cechy jednak nie posiadaty zdol-
nosci zdolnosci do wytwarzania lewanu z sacharozy — LOPAT — — — — + (Lelliott i in., 1966). Nowa,
raczej niespotykana, cechg izolatoéw z borowki i derenia jadalnego byta zdolno$¢ do wytwarzania
na pozywce King B brazowego pigmentu. Analiza sekwencji genu 16S rRNA izolatéw z derenia
jadalnego i borowki wykazala, ze byly one najbardziej podobne do gatunku Pseudomonas avellanae
BPIC 631" (ponad 99% podobienstwa), sprawcy bakteryjnej zgorzeli leszczyny (Janse i in., 1996).
Takze analizy sekwencji genéw gyrB i rpoB wszystkich szczepow typowych gatunkow w obrebie
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Rys. 2. Dendrogram Maximum Likelihood przedstawiajacy relacje filogenetyczne mi¢dzy szczepami Pseudo-

monas pozyskanymi z derenia jadalnego i borodwki, blisko spokrewnionymi szczepami typowymi innych

gatunkow oraz P. s. pv. actinidiae, P. s. pv. theae, na podstawie analizy sekwencji nukleotydéw genu rpoB.

Podane wartosci liczbowe przy weztach oznaczaja wspotczynnik poparcia — bootstrap (wyrazone jako procent

z 500 powtdrzen). Skala umieszczona w lewym dolnym rogu oznacza dtugos¢ gatezi odpowiadajaca 0,050
podstawienia nukleotydowego na jedna zasad¢ porownywanych sekwencji.
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rodzaju Pseudomonas 1 izolatow z derenia jadalnego oraz genu rpoB dla izolatéw z boréwki potwier-
dzity ich podobiefistwo do P. avellanae CIP 105176". Ze wzgledu na ten fakt, przeprowadzono PCR
ze starterami specyficznymi dla gatunku P, avellanae (Pa), (Scortichini i Marchesi, 2001) i uzyskano
pozytywna reakcje ze wszystkimi szczepami z boréwki i derenia jadalnego. Dodatkowy dendrogram
wykorzystujacy sekwencje genu rpoB szczepoéw nalezacych do patowardw P, syringae wykazat
takze bliskie podobienstwo tych szczepow z borowki i derenia jadalnego do groznych patogenow
aktinidii i herbaty, odpowiednio P. s. pv. actinidiae (Psa) i pv. theae (Pst) (Rys. 2). W oparciu o to
odkrycie, dodatkowo wykonano PCR ze starterami PsaF1/R2 specyficznymi dla Psa (Rees-George
iin., 2010) i okazalo sig¢, ze dla wszystkich szczepow derenia jadalnego i borowki uzyskano specy-
ficzny produkt wielkosci 280 pz.

Aktualnie prowadzone sg badania nad opracowaniem szczegotowej charakterystyki fenotypo-
wej 1 genetycznej szczepow z derenia jadalnego i borowki wysokiej, ktorych wyniki beda pomocne
w okresleniu ich pozycji taksonomicznej oraz innych blisko spokrewnionych patowarow (Katuzna
iin., 2013, Kaluzna, 2018; Scortichini i in., 2013; Kaluzna i in., 2014).

Badania byty finansowane z projektu Narodowego Centrum Nauki, Granty: UMO-2017/25/B/
NZ9/01565 1 UMO-2013/08/M/NZ9/00138 oraz programu Statutowego 2.1.5.
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Zroznicowanie genetyczne szczepow
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Kolekcja szczepow Pseudomonas syringae, zgromadzona w Katedrze Genetyki, Hodowli i Bio-
technologii Roslin SGGW, utrzymywana jest od 2001 roku i obejmuje obecnie okoto 40 izolatow,
zakwalifikowanych do kilku patowarow, gtownie do patowaru lachrymans (16 szczepoéw), beda-
cego sprawca bakteryjnej kanciastej plamistosci ogorka. Dodatkowo w kolekcji znajduja si¢ poje-
dyncze szczepy nalezace do P. fluorescens. Wszystkie szczepy zostaly wyizolowane z liSci roslin
dyniowatych i pochodzg z kilku krajow europejskich. Charakterystyka szczepow obejmowata testy
patogenicznosci, wykonane na liSciach roslin ogérka i tytoniu, jak rowniez testy biochemiczne i ana-
lizy molekularne. Przyktadowe zobrazowanie wyniku jednego z testow LOPAT, fluorescencji na
pozywce King B w $wietle UV oraz oznak etiologicznych na ogérku, przedstawiono na rysunku 1.

Zréznicowanie genetyczne szczepow analizowano za pomocg réznych metod molekularnych:
PCR-RFLP, fingerprintingu ERIC i REP, technik ADSRRS i PCR-MP, amplifikacji i sekwencjo-
nowania loci MLST, sekwencjonowania i analizy genomu szczepu 814/98 oraz analiz poréwnaw-
czych genoméw zgromadzonych w publicznych bazach danych. Zastosowane metody pozwolily na
ujawnienie réznicowania genetycznego szczepdw na poziomie molekularnym oraz ich grupowanie
(Olczak-Woltman et al., 2007, Stomnicka et at., 2015, Stomnicka et al.,, 2018).

W oparciu o wyniki testow patogenicznosci i analizy molekularne stwierdzono, ze szczepy
nalezace do patowaru lachrymans, jakkolwiek wszystkie patogenne dla ogorka, r6znig si¢ wirulen-
cja 1 wykazujg zréznicowanie genetyczne. Analiza filogenetyczna wykonana na podstawie danych
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Rys. 1. Mukoidalny wzrost bakterii na pozywce agarowej zawierajacej sacharoze — wytwarzanie lewanu,

zréznicowana fluorescencja szczepdw na pozywce King B w swietle UV, oznaki etiologiczne w te$cie patoge-

niczno$ci na li§ciach podatnej linii ogorka jako przyktady testow stuzacych identyfikacji szczepdw nalezacych
do patowaru lachrymans.

sekwencyjnych MLST, uzyskanych zarowno dla szczepéw z kolekeji, jak i dla szczepow, ktorych
sekwencje zdeponowano w bazach danych NCBI, pozwolita na wyr6znienie dwoch podgrup szcze-
poOw w obrebie patowaru lachrymans, z ktérych jedna wykazuje podobienstwo m.in. do patowaru
phaseolicola, za$ druga do patowaru fomato (Rys. 2, Stomnicka et al., 2018).

W puli szczepdéw wykazujacych podobienstwo genetyczne do patowaru phaseolicola znajduja
si¢ szczepy z kolekcji whasnej — 814/98 1 CCM2857 charakteryzujace si¢ silng wirulencjg oraz
dobrze opisany przez Baltrus i wsp. (2011) szczep MAFF301315. Szczepy te powoduja powstawanie
rozlegtych chloroz i nekroz otoczonych chlorotycznym halo z wyciekami bakteryjnymi na liSciach
wrazliwej linii ogorka. Do grupy wykazujacej podobienstwo do patowaru tomato naleza szczepy
LMG5070 i BG966 z kolekcji whasnej, charakteryzujace si¢ stabsza wirulencja oraz opisany w lite-
raturze szczep MAFF302278 (Baltrus et al., 2011). Szczepy te powoduja powstawanie niewielkich,
,papierowych” nekroz bez chloroz (Stomnicka et al., 2018).

Wybrane szczepy analizowano pod katem obecnosci plazmidow i ich potencjalnego znaczenia
w patogenicznosci i wirulencji. Plazmidy rozdzielano technikg Eckhardta u 10 szczepow z kolekcji
i stwierdzono, ze szczep Psl 814/98 posiada trzy lub cztery plazmidy o wielkosci okoto 200 kb,
100 kb, 50 kb i 40 kb. Trzy szczepy (BG283, BG966 1 WW17/01) posiadajg jeden plazmid o wiel-
kosci okoto 40-50 kb, a cztery szczepy (WK1/02, WW254/02, CCB37/09 i PD2021) posiadaja jeden
megaplazmid. Stwierdzono, ze obecnos¢ plazmidow nie korelowata z wirulencja szczepdéw (Stom-
nicka et al., 2015). Podobne obserwacje przedstawili Romanczuk i wsp. (2014) w oparciu o wyniki
badan nad megaplazmidem pMPPlal07.

Wykonano sekwencjonowanie genomu szczepu Ps/ 814/98, bedacego jednym z najbardziej wiru-
lentnych szczepdw nalezacych do patowaru lachrymans w naszej kolekcji. Stwierdzono, ze genom ten
ma wielko$¢ 6,58 Mb i zawartos¢ GC 58% (NCBI GenBank Accession NBLF00000000, BioProject
PRINA380232). W genomie tego szczepu zidentyfikowano ponad 6000 genow kodujacych biatka,
sposrod ktorych najliczniejsze byly geny kodujace biatka zwigzane z metabolizmem i transportem
komoérkowym. Wiekszo$¢ gendw miata wielko$¢ nieprzekraczajaca 1000 pz (Rys. 3). Analiza struk-
turalna genomu wykazala obecno$¢ 208 tandemowych powtorzen DNA. Byty to dtugie powtorzenia
oraz powtorzenia minisatelitarne i mikrosatelitarne. Nie zidentyfikowano powtdrzen typu CRISPR.
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Rys. 2. Zréznicowanie genetyczne szczepow Pseudomonas spp. — filogenetyczna analiza bayesowska wykonana
na podstawie sekwencji fragmentow trzech gendw MLST: acn, gyrB i pgi (Stomnicka et al., 2018).
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Rys. 3. Zestawienie liczby i dlugo$ci genow zidentyfikowanych w genomie Ps/ 814/98. Dtugos¢ gendw przed-
stawiono w parach zasad.
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Analizy bioinformatyczne genomu Ps/ 814/98 potwierdzity obecno$é trzech hipotetycznych
plazmidow. Na plazmidach tych zidentyfikowano 203 geny (odpowiednio 87, 69 i 47), jednak spo-
$rod tych genow tylko jeden kodowat czynnik wirulencji (hopAF1). Tak wigc wydaje sig, ze pla-
zmidy wystepujace w szczepie 814/98 nalezacym do patowaru lachrymans nie maja wplywu na jego
patogenicznos$¢, a czynniki warunkujace wirulencje ulokowane sg na chromosomie bakteryjnym.
Wykorzystujac analizy bioinformatyczne na chromosomie bakteryjnym szczepu Ps/ 814/98 zidenty-
fikowano 24 efektory T3SS sposrod 90 ogolnie znanych. Taki sam zestaw efektorow stwierdzono u 3
innych szczepoéw patowaru lachrymans (98A-744, 107 1 YM7902) nalezacych do tej samej podgrupy
filogenetycznej, podczas gdy u szczepoéw MAFF302278 i 3998, nalezacych do podgrupy szczepow
lachrymans wykazujacych podobienistwo do patowaru fomato, wystgpowal inny zestaw efektorow
T3SS. Zestawienie efektorow wirulencji wystepujacych u szczepow P. syringae, ktorych genomy sa
dostepne w publicznych bazach danych, zobrazowane za pomoca diagramu Venna, przedstawiono

Psp 1448A FPst DC3000
hapC1  hopT1
okt prve
opE ol
hopF3 hepVi hopF2  hopYt
hopAB3 hopaS hopK1  hopAB2
hopAT1 hopNT  hopADT
haopAY 1 hapO1  hopAM?
hop hopAOT
hopS1  hopAQT
avrEl hopS2 hopBM1
hepil
hophf
hapAdT
hopAF1 avrPiot
hopAl Psl 814198
hopX{ hepAH1 hopB1
hopAET hopH1
hopAl
k avrl}
avrP1og
hop w1
hopdd
avrB3 hopZ3a hopAR1
awrRpm?  hopAB1 hopAWT
hopA2 hopaX1 hopBDT
hopZ1 hopAZ1 hopBK1

52

hopZ2 hu,r:ﬁ‘ﬁu‘

Pss BT28a

Rys. 4. Efektory wirulencji obecne u szczepdw referencyjnych — P. syringae pv. tomato DC3000, P. syringae

pv. syringae B728A 1 P. syringae pv. phaseolicola 1448 A. W czgséci wspdlnej diagramu znajduja si¢ efektory

rdzenne (podstawowe) dla wszystkich szczepow P. syringae. Ponadto efektory charakterystyczne dla patowaru

lachrymans zostaty pogrubione i podkreslone. Efektory unikalne dla szczepu 814/98 przedstawiono oddzielnie
(Stomnicka et al., 2018).
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na rysunku 4. Stwierdzono wystepowanie efektorow podstawowych, obecnych u wszystkich szcze-
pow referencyjnych, jak i efektorow unikalnych, charakterystycznych dla pojedynczych szczepow.
Szczep Psl 814/98 posiada zestaw podstawowych, rdzennych efektorow TTE, 10 efektorow wspol-
nych dla szczepow patowaru lachrymans (podkre$lone i pogrubione na rysunku 4) i osiem TTE
unikalnych dla szczepu 814/98.

Przyréwnujac genomy reprezentujace dwie grupy szczepdw ujawniono réznice strukturalne
pomiedzy nimi. Z przeprowadzonych analiz bioinformatycznych wynika, ze genom Ps/ §14/98
wykazuje najwigksze podobienstwo do genomow szczepdw 98A-744, 107, YM7902 i nieco mniej-
sze do MAFF301315. Pewnym ograniczeniem w analizach genoméw szczepdw nalezacych do pato-
waru lachrymans, dostgpnych w publicznych bazach danych, jest to, ze sekwencjonowano i skta-
dano je roznymi metodami, co przetozyto si¢ na jakos¢ sekwencji tych genomdw i utrudnia analizy
porownawcze. Zestawienie danych dotyczacych dostepnych szczepoéw przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Dane dotyczace zsekwencjonowanych genomow szczepow P. syringae nalezacych do patowaru
lachrymans. Zestawienie wykonano w sierpniu 2018 w oparciu o baz¢ danych NCBI.

Nazwa . Pokrycie Calk. di Liczba Liczba .
Technologia genomu L, , Instytucja/Rok
szczepu genomu kontigdbw  skafoldéw
[Mbp]
. ) KGHIBR, SGGW
1 814/98 lllumina Hiseq 157 % 6,58 102 35 w Warszawle, 2015
2 M301315  lllumina/454 b.d. 6,80 791 222 University of North
Carolina, 2011
3 M302278  lllumina/454 b.d. 5,94 798 90 University of North

Carolina, 2011
Korea Research

4  98A-744 lllumina Hiseq 510x 6,28 187 69 Institute of Bioscience
& Biotechnology, 2015

University of Toronto,

5 107 lllumina 216x 7,32 262 75 o1
6 YM7902 lllumina 187x 6,47 194 95 gg:‘;ersny of Toronto,
7 ICMP3507 lllumina Miseq  35x 6,12 1521 512 gg:\;ersny G
8 3988 lllumina 728x 6,06 264 128 University of Toronto, 2015
9 BS2122 llumina Miseq ~ 227x 6,56 26 b.d. agtijg,”;;zmme
10 NMO002 PacBio 120x 6,01 1 1 Chinese Academy of

Agricultural Sciences, 2017
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Przeprowadzone badania pokazuja zréznicowanie szczepow P.syringae przynaleznych do pato-
waru lachrymans. Zréznicowanie to wykazano zaréwno w testach patogenicznosci wykonanych na
ro$linach wrazliwej linii ogorka, jak i w analizach zr6znicowania genetycznego opartego o analizy
bakteryjnego DNA.

Badania realizowano w ramach programu badan podstawowych na rzecz postepu biologicznego
w produkgcji roslinnej dotowanego przez Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju Wsi.
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Terminem ,,omics” sg okre$lane badania z dziedziny biologii, ktére maja na celu zbiorowa cha-
rakterystyke i obliczanie puli czasteczek biologicznych, ktore przektadajg sie na strukture i funkcje
organizmu lub organizméw. Wraz z rozwojem technik pozwalajacych na masowa analiz¢ czastek
bedacych sktadowymi organizméw zywych, badania wpisujace si¢ w grupe¢ ,,omics” odgrywaja
coraz wigksza rolg rowniez w badaniach nad mikroorganizmami i sg coraz czg¢sciej stosowane.
Do najpowszechniejszych w bakteriologii nalezg genomika, transkryptomika, proteomika i meta-
bolomika.

Sekwencjonowanie (MiSeq Illumina) i analiza genomu sa juz obecnie standardem w badaniach
taksonomicznych, niezbednym przy opisywaniu np. nowych gatunkéw bakterii. W Zaktadzie Fito-
patologii Instytutu Ogrodnictwa, niejednokrotnie przy analizie materiatu roslinnego z objawami
chorobowymi, izolowano bakterie, ktore nie mogty by¢ zaklasyfikowane do zadnego z istniejg-
cych gatunkow. Poréwnanie ANI (Average Nucleotide Identity) ich genoméw i genomow gatun-
kéw blisko spokrewnionych, co jest gtownym kryterium klasyfikacji do gatunku, pozwolito na
opisanie szeregu nowych gatunkéw. Wsrod bakterii wyizolowanych z roslin wykazujacych objawy
guzowatos$ci odkryto i opisano: Agrobacterium arsenijevici, A. rosae, Pararhizobium polonicum,
Rhizobium tumorigenes, natomiast z tkanek z objawami raka bakteryjnego na wisniach — Pseudo-
monas cerasi. Przy charakterystyce szczepow nowych gatunkdéw wykorzystano rowniez analize
proteomiczng z zastosowaniem spektrometrii mas MALDI-TOF MS, dzigki ktorej mozliwe byto
porownanie profili biatkowych szczepow badanych z najblizej filogenetycznie spokrewnionymi.

Bakteria Erwinia amylovora wywoluje zaraze ogniowg — najpowazniejszg chorobe¢ bakteryjng
jabtoni i grusz. Mimo, Ze szczepy tego gatunku maja bardzo podobne sekwencje DNA chromosomal-
nego, niektore z nich réznia si¢ sktadem DNA plazmidowego. Badania nad DNA plazmidowym 162

MATERIALY Z SYMPOZJUM

35



56

szczepow E. amylovora pochodzacych z Polski i 160 z innych rejondw geograficznych wykazaty,
ze w 5 szczepach, oprocz powszechnego plazmidu pEA29 obecne sa dodatkowe plazmidy o innej
wielkosci. Ich sekwencjonowanie wykazato, ze sg to plazmidy o wielkosci od 27 do 68 kpz, ktore
oznaczono pEA27, pEA30, pEA68. Dodatkowo na podstawie porownawczych analiz sekwencji
stwierdzono, ze plazmid pEA68 byt podobny do dwoch wezesniej opisanych plazmidow: pEA72
z USA i pEA78 z Meksyku. Analiza wykazala réwniez, ze tworza one nowa rodzing plazmidow
opisang jako ,,rodzina pEA68”. Plazmid pEA68 jest podstawa tej rodziny, poniewaz jest najmniejszy
i zawiera najwigcej genow wystepujacych takze w pozostatych plazmidach tej rodziny.

Chociaz bakterie E. amylovora stanowig bardzo homogenny gatunek zaréwno pod wzgledem
cech biochemicznych jak i genetycznych, wykazuja znaczne réznice w poziomie wirulencji. Celem
naszych badan byto poznanie bakteryjnych mechanizméw interakcji E. amylovora z ro$ling gospo-
darzem — jablonig (Malus x domestica), poprzez analiz¢ pordwnawcza transkryptomow bakterii
w procesie infekcji i rozwoju choroby na dwoch odmianach jabloni: podatnej (Idared) i odporne;j
(Free Redstar) na zaraz¢ ogniowa. W celu sekwencjonowania transkryptomow E. amylovora szczepu
650, izolowano catkowite RNA bakterii rosnacych na pozywce mikrobiologicznej TY oraz z zaka-
zonych pedow jabloni odm. Idared i Free Redstar po 24 h 1 6 dniach od inokulacji. Z uzyskanych
preparatéw usuwano rRNA i przygotowywano biblioteki, ktore w dalszym etapie byty sekwencjono-
wane na sekwenatorze genomowym MiSeq (Illumina) (Genomed S.A.). Uzyskane odczyty poddano
analizie bioinformatycznej w celu okreslenia roznic w ekspresji genow bakteryjnych w poszczegdl-
nych kombinacjach. Najwigksze réznice obserwowano migdzy transkryptomami bakterii rosnacych
na podtozu TY oraz in planta (okoto 1500 genéw o znaczaco odmiennej ekspresji). Wérdd genow
bakterii o zwigkszonej ekspresji in planta, nadreprezentowane byty kategorie eggNOG/COG zwia-
zane z transportem i metabolizmem aminokwasow, weglowodanow, jondw nieorganicznych.

Poréwnujac ekspresje genow bakterii w podatnej i odpornej odmianie jabtoni, najwigcksze roz-
nice byly obserwowane po 24 h od inokulacji — 150 gené6w o zwickszonej i 142 geny o zmniejszone;j
ekspresji na odm. Idared w poré6wnaniu do Free Redstar. Rdznice te byly nieznaczne w probkach
analizowanych 6 dni po inokulacji. W odmianie Free Redstar wyzsza ekspresje obserwowano dla
grupy genoéw zwigzanych z odpowiedzig na stres, co moze sugerowac, ze w tkankach tej odmiany
panuje srodowisko bardziej toksyczne dla bakterii. Wsrdéd gendow z najwyzsza krotnosciag zmiany
ekspresji migdzy kombinacjami eksperymentalnymi lub najwyzsza liczebnoscia transkryptéw jest
wiele genéw bez przypisanych funkcji, ktore jak dotad nie byly testowane pod katem ich roli w pato-
genicznosci bakterii.

Wyniki uzyskane technika RNA-seq zostaly walidowane technikg RT-qPCR. Ekspresja 15
gendéw badanych byta normalizowana wg najbardziej stabilnych genow referencyjnych: proC, recA
i ffh. PCR w czasie rzeczywistym przeprowadzono z nowo zaprojektowanymi starterami. Badano
wszystkie powtorzenia biologiczne do oceny ekspresji transkrypcji gendw szczepu E. amylovora
i kazde powtdrzenie biologiczne testowano w trzech powtorzeniach technicznych. Do oceny kore-
lacji migdzy RNA-seq i RT-qPCR zastosowano metod¢ Pearsona. Wysoka warto$¢ wspolezynnika
korelacji Pearsona (r = 0,954; p <0,001; R2 = 0,909) wykazata dodatnig korelacj¢ migdzy dwiema
zmiennymi.

Analiza transkryptomow bakterii Xanthomonas fragariae IPO3485 szczepu sprawcy kanciastej
plamistos$ci lisci truskawki, rdéwniez wykazata podobny jak w przypadku badan nad E. amylovora
poziom zmiany ekspresji gendw in planta w stosunku do ekspresji na podtozu mikrobiologicz-
nym. Geny w genomie szczepu zostaty zaklasyfikowane do kategorii COG/eggNOG (Clusters of
Orthologus Groups). W celu okreslenia, ktore z kategorii COG/eggNOG byly statystycznie nadre-
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prezentowane wsrod gendw o zwigkszonej i zmniejszonej ekspresji przeprowadzono analizg roz-
ktadu hipergeometrycznego przy FDR<0,05. Analiza wykazata, ze podczas infekcji najbardziej
zwigkszona jest ekspresja genéw zwigzanych z ruchliwoscia komorek, przewodzeniem sygnatow,
transportem i metabolizmem jonow i weglowodanow oraz transkrypcja a najbardziej zmniejszona
ekspresja genow zwigzanych m.in. z produkcja energii i metabolizmem podstawowym, metabo-
lizmem i transportem nukleotydow i thuszczy Wsrdd gendw o najbardziej zwickszonej ekspresji in
planta znalazly si¢ przede wszystkim geny zwigzane z syntezg flagelli i chemotaksja. Interesujacym
jest rowniez fakt, ze sposrod 31 gendw zlokalizowanych na plazmidzie, az 16 podlegato odmiennej
ekspresji in planta co moze $wiadczy¢ o ich potencjalnej roli w interakcji bakterii z ro§ling. Wéréd
gendow o zroznicowanej ekspresji zlokalizowanych zarowno na chromosomie jak i plazmidzie, znaj-
duje si¢ wiele takich, ktore koduja biatka o nieznanej funkcji.

W celu okreslenia, geny ktorych szlakéw metabolicznych byty statystycznie nadreprezentowane
wsérdd gendw o zwigkszonej i zmniejszonej ekspresji przeprowadzono analiz¢ rozktadu hipergeo-
metrycznego przy FDR<0,05. Analiza wykazatla, ze podczas infekcji najbardziej zwigkszona jest
ekspresja genow bioracych udzial w szlakach metabolicznych odpowiedzialnych za syntez¢ meta-
bolitéw wtornych, ruchliwos¢ komorek, transdukcje sygnatow a najbardziej zmniejszona ekspresja
genow bioracych udziat w szlakach metabolicznych odpowiedzialnych za przemiane energii, syntezg
kwaséw nukleinowych, translacje. Wyniki te uzyskane dla nowej wersji genomu szczepu [PO3485
nie roéznily si¢ od tych uzyskanych dla starej wersji genomu.
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Erwinia amylovora jako nekrotrof
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Zaraza ogniowa (Erwinia amylovora) jest jednag z najbardziej szkodliwych chordb jabtoni
(Malus) i grusz (Pyrus). W Polsce wystepuje od ponad 50 lat i corocznie wyrzadza szkody o zna-
czeniu gospodarczym, zwlaszcza w sadach. Sprawca choroby jest polifagiem, ale oprécz szcze-
pow porazajacych wylacznie rosliny z rodzaju Rubus, nie wykazuje specjalizacji patogenicznej.
Poraza ponad 130 gatunkow roslin, gtéwnie z rodziny rézowatych, m.in.: gtog (Crataegus), pigwe
(Cydonia), pigwowca (Chaenomeles) ognik (Pyracantha), irge (Cotoneaster), jarzaba (Sorbus)
i $widosliwe (Admelanchier), (Van der Zwet i in., 2012). Zrodtem pierwotnych infekcji roslin sa
bakterie, ktore przezimowaty jako pasozyty w zgorzelach powstatych na zdrewniatych organach
ro$lin, a takze bezobjawowo — w porazonych pedach i pakach. W okresie wegetacji E. amylovora
ma takze zdolnos$¢ przezywania na powierzchni, zwlaszcza nowo rozwijajacych si¢ organéw, bez
nawigzania z nimi pasozytniczego stosunku, jako epifit (Miller i Schroth, 1972; Sobiczewski, 1998;
Thomson, 2000). Dotychczas nie udato si¢ udowodni¢ zdolnos$ci przezywania tej bakterii na obumar-
lej materii organicznej, np. w glebie, a takze, Ze jest ona patogenem nekrotroficznym.

W celu wyjasnienia mozliwos$ci przezywania E. amylovora w zamartych tkankach roslin prze-
prowadzono badania na drzewkach jabtoni odm. Idared/M.26 oraz na roslinach tytoniu odm. Sam-
sun, rosnacych w pojemnikach w szklarni kwarantannowej i tunelu foliowym. Badania wykonane
w 3 sezonach (2011/12, 2012/2013 i 2013/14), obejmowaty nast¢pujace zagadnienia:

1. Przezywalno$¢ E. amylovora w zamartych lisciach jabtoni
Aktywnie rosngce wierzchotki niezdrewniatych pgdéow jabtoni inokulowano przez ich ucigcie

ponizej pierwszego rozwinigtego liScia nozyczkami uprzednio zanurzonymi w zawiesinie szczepu
Ea659 bakterii E. amylovora (107 jtk/ml). W ciggu 4-5 tygodni zaraza ogniowa opanowata cate
pedy i liscie, a nastgpnie rozprzestrzenita si¢ na pedy zdrewniale. Po 5, 6, 7 i 8 miesigcach od
inokulacji, ze znekrotyzowanych lisci (oddzielnie z nerwu gtdéwnego i otaczajacego go mickiszu,
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nerwow bocznych oraz mickiszu migedzy nerwami) pobierano probki do badan na obecnos¢ bakterii
stosujac metody konwencjonalng (izolacja bakterii na pozywke agar odzywczy z sacharoza) oraz
zagniezdzona (nested) PCR (Llop i in., 2000) ze starterami AJ75 i AJ76 (McManus i Jones, 1995)
oraz PEANT!1 i PEANT2 (Llop i in., 2000). W celu sprawdzenia zywotno$ci komorek tych lisci
zastosowano barwienie bigkitem Evansa (Iakimova i in., 2013). Obserwacje mikroskopowe wyka-
zaly, Zze po 6 miesigcach od inokulacji pedow wszystkie komorki lisci byty zamarte. Zywe bakterie
E. amylovora wykryto w ponad 50% probek pobranych z nerwu gtéwnego lisci i z powyzej 10%
nerwoéw bocznych. Natomiast w zadnym terminie badan nie wykryto bakterii w tkance migkiszo-
wej lisci. Stosujac metode PCR, DNA patogena wykryto w ponad 50% wszystkich prob, z ktorych
nie udato si¢ wyizolowaé¢ zywych komorek bakterii. Metoda ta nie pozwala jednak na odroznienie
zywych od martwych komoérek E. amylovora. Badania nad wyjasnieniem zrodta odzywiania bakterii
w zamarlych lisciach jabloni wykazaly wystepowanie w ich nerwie gtownym oraz migkiszu glukozy
[0,3-0,7 g/100g suchej masy — SM], sacharozy [12-22 g/100 SM] i skrobi [1-2,5 g/100 g SM],
(Sobiczewski in., 2016). Wskazuje to na obecno$¢ potencjalnego zrodta pozywienia dla patogena
podczas zimy, sprzyjajacego jego przezywaniu, a co za tym idzie stanowiacego zagrozenie pora-
zeniem ro$lin wiosng w okresach najbardziej sprzyjajacych — kwitnienie i wzrost mtodych pedow.

2. Przezywalno$¢ E. amylovora w nekrotycznych plamach na li§ciach jabtoni powstatych w wyniku
reakcji nadwrazliwosci (HR)

Na 4-tygodniowych pedach drzewek jabtoni inokulowano punktowo trzeci i czwarty 1is¢ od wierz-
chotka w kilku miejscach migdzy nerwami bocznymi. Inokulacje wykonano zawiesing szczepu
Ea659 (10%jtk/ml) za pomoca strzykawki lekarskiej bez igty (otwér 2 mm), (Iakimova i in., 2013).
Po 18—48 h w miejscach inokulacji rozwinety si¢ okragte, nekrotyczne plamy o $rednicy 5—6 mm,
wyraznie oddzielone od otaczajacych zywych komorek lisci ciemnobrazowa obwodka. Analiza
morfologicznych i biochemicznych zmian komorek tych plam, z zastosowaniem barwienia bigkitem
Evansa wskazywata na ich fenotypowe podobienstwo do plam powstajacych wskutek reakcji nad-
wrazliwosci HR na lisciach tytoniu (plamy mikro- i makro HR). Morfologia zamartych komorek
lisci jabtoni (kurczenie si¢ protoplastu i jego odrywanie si¢ od $ciany komorkowej przypominato
efekt programowanej $§mieci komorki). Indukeje reakeji nadwrazliwosci, potwierdzono barwieniem
3,3°’diamino-benzydyna (DAB) wykazujac wytwarzanie H,O, w komdrkach plam. W badaniach
modelowych wykazano takze, ze powstawaniu plam towarzyszyt podwyzszony poziom produkcji
etylenu (Iakimoca i in., 2013). Plamy nie powigkszaly si¢ w ciagu co najmniej 4 tygodni po ino-
kulacji lisci. Obecno$¢ zywych bakterii w plamach oraz otaczajacych tkankach badano metoda
konwencjonalng (izolacje na pozywke agar odzywczy z sacharoza) po 30 minutach, 24 godzinach
i4 tygodniach od inokulacji. Stwierdzono 4-krotny wzrost liczebnosci bakterii w tym okresie
w miejscach plam, przy bardzo niewielkiej ich liczbie w tkankach otaczajacych nekroze (Sobi-
czewski i in., 2016).

3. Przezywalnoé¢ E. amylovora w nekrotycznych plamach na liciach tytoniu powstatych w wyniku

reakcji nadwrazliwo$ci (HR)
Sposob inokulacji lisci oraz wykonane analizy byty podobne jak w przypadku jabloni. Wielkosé¢
plam, ktore pojawily si¢ juz 8 h po inokulacji, a catkowicie rozwinety po 18 h, wynosita 10—14 mm.
Zamarta tkanka byla sucha, biatawa i o nieregularnym ksztatcie. Wykazano, ze plamy te byty
wynikiem indukcji reakeji nadwrazliwosci i1 nie powigkszaty si¢ przez okres co najmniej 4 tygo-
dni. Liczba zywych komorek E. amylovora w plamach zmniejszyta si¢ okoto 10-krotnie w ciagu
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24 godzin po inokulacji, ale w okresie nastepnych 4 tygodni zwigkszyta si¢ ponad 20-krotnie. Nato-
miast w tkance bezposrednio przylegajacej do nekrotycznej plamy bakterii nie wykryto w ogole.

Tozsamo$¢ reizolowanych bakterii E. amylovora we wszystkich do§wiadczeniach potwierdzono
metodami: konwencjonalng (morfologia kolonii na pozywkach), testem na indukcj¢ reakcji nad-
wrazliwoS$ci na tytoniu, testem patogenicznosci na zawigzkach owocoéw gruszy oraz metodg PCR
ze starterami AJ75/AJ76 (McManus i Jones, 1995).

Przedstawione wyniki wskazuja, ze sprawca zarazy ogniowej wykazat zdolno$¢ przezywania
jako nekrotrof, co ma znaczenie epidemiologiczne, zwtaszcza z punktu widzenia obecnos$ci pierwot-
nego zrodta infekcji wiosng i zagrozenia upraw roslin-gospodarzy (Sobiczewski in., 2016).

Badania zostaty cze¢$ciowo sfinansowane z projektu towarzyszacego EC Erasmus + Program
w ramach wspolpracy miedzy Instytutem Ogrodnictwa w Skierniewicach i Institute of Ornamental
and Medicinal Plants, Sofia-Negovan, Bulgaria.
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Autorzy w réwnym stopniu przyczynili si¢ do powstania tej pracy.

Kompozycja antagonistycznych szczepow bakteryjnych do ochrony ziemniaka i roslin
ozdobnych przeciwko bakteriom z rodzajow Pectobacterium spp. i Dickeya spp.,
powodujgcym czarng nozke i mokrg zgnilizne, jest przedmiotem zgloszenia patentowego
nr P423806 zlozonego przez Uniwersytet Gdanski do Urzedu Patentowego RP

z wynalazcami: Robertem Czajkowskim, Dorotq M. KrzyZzanowskq, Tomaszem Maciggiem,
Joanng Siwinskq i Sylwig Jafrg.

Ziemniak (Solanum tuberosum L.) jest jedng z najwazniejszych roslin uprawnych zaréwno ze
wzgledu na zajmowany obszar upraw jak i catkowita produkcj¢ bulw; czwarta rosling uprawna
pod wzgledem waznos$ci dla rolnictwa §wiatowego po ryzu, kukurydzy i pszenicy (Leff et al.,,
2004). Ziemniak produkowany jest obecnie w 126 krajach, a obszar jego uprawy jest systematycz-
nie powigkszany, szczegolnie w krajach rozwijajacych si¢, z uwagi na jego wysoka tolerancj¢ na
zmiany temperatury i jakos$¢ gleby, a takze z powodu relatywnie duzych plonéw (Food and Agri-
culture Organization — FAO, ONZ). W Europie ziemniaki konsumpcyjne i sadzeniaki produkowane
sa w Rosji, na Ukrainie, w Polsce, w Holandii, na Biatorusi i w Niemczech. Polska jest drugim, po
Niemczech, najwigkszym producentem ziemniaka w Europie (GUS, Polska, 2011, 2014).

Ziemniak atakowany jest przez okoto 160 réznych patogenow, z czego okoto dziesig¢ chordb
ziemniaka powodowanych jest przez bakterie (Pérombelon, 2002). Choroby ziemniaka powodowane

MATERIALY Z SYMPOZJUM

63



64

przez bakterie pektynolityczne (bakterie z rodzajow Pectobacterium i Dickeya, wczedniej klasyfi-
kowane jako bakterie z rodzaju Erwinia) (Charkowski, 2006) to czarna no6zka ziemniaka w okresie
wzrostu roslin na polu i mokra zgnilizna bulw ziemniaka w trakcie przechowywania. Choroby te
s3 jednymi z najwazniejszych czynnikoéw powodujacych straty w uprawie i produkcji ziemniaka
w Europie i na $wiecie. Do chwili obecnej nie zostaty opracowane metody kontroli zakazen ziem-
niakow bakteriami pektynolitycznymi (Czajkowski et al.,, 2011).

Celem projektu PATBIOCON bylo opracowanie mieszaniny efektywnych bakterii antagoni-
stycznych do uzycia przeciwko bakteriom pektynolitycznym na ziemniaku. Mozliwosci zwalcza-
nia bakterii pektynolitycznych na zainfekowanych bulwach ziemniaka badano w warunkach pro-
wokacyjnych dla wystgpienia symptomoéw chorobowych. W tym celu wykorzystano kompozycje
(mieszaniny) zawierajace kompatybilne szczepy bakterii antagonistycznych oraz specjalnie w tym
celu opracowany protokol pozwalajacy na ocene efektywno$ci ochrony bulw. Efektywnos$¢ anta-
gonistycznego dzialania dwudziestu dwoch szczepdw bakterii antagonistycznych zostala zbadana
wzgledem mieszaniny zawierajacej pig¢ szczepow bakterii pektynolitycznych, najczgsciej wyste-
pujacych na ziemniaku w Europie. Bakterie antagonistyczne zostaty przetestowane w postaci 15
kompozycji zawierajacych do 5 szczepow antagonistycznych kazda. Trzy mieszaniny (M2, M4
i M14) wykazaty efektywnos$¢ wzgledem mieszaniny bakterii pektynolitycznych i dlatego zostaty
wybrane do dalszych prac. Pojedyncze szczepy bakteryjne, bedace sktadnikami tych mieszanin,
zostaty nastepnie przetestowane na plastrach ziemniaka w obecno$ci patogenow. Pigé¢ szczepow
antagonistycznych wykazujacych najlepszy efekt ochronny wzgledem mieszaniny patogenow, to
jest, szczepy: Serratia plymuthica A294, Enterobacter amnigenus A167, Rahnella aquatilis H145,
Serratia rubidaea H440 1 Serratia rubidaea H469 zostaly wybrane do opracowania nowej miesza-
niny (kompozycji) efektywnie chronigcej bulwy ziemniaka przed zakazeniem bateriami pektyno-
litycznymi. Nowa mieszaning nazwano ,,The Great Five — Wielka piatka”. Kompozycja ta zostata
przetestowana na ziemniakach-sadzeniakach w warunkach prowokacyjnych dla wystapienia symp-
tomoéw chorobowych (wysoka wilgotnos¢, wysoka temperatura, ograniczony dostgp tlenu, wyso-
kie inokulum patogenéw). W tych warunkach aplikacja mieszaniny bakterii antagonistycznych na
zainfekowanych bakteriami pektynolitycznymi bulwach ziemniaka pozwolita na obnizenie wyste-
powania symptoméw chorobowych o0 46% (p = 0.0016). Otrzymane wyniki pozwalajg zatozy¢, ze
opracowana mieszanina bakterii antagonistycznych begdzie efektywnie zwalczaé bakterie z rodzaju
Pectobacterium spp. i Dickeya spp. powodujace choroby ziemniaka i innych ro$lin uzytkowych
i ozdobnych w warunkach przechowywania i transportu.

Projekt finansowany przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju (NCBIiR), w ramach programu
LIDER VI, grant nr LIDER/450/L-6/14/NCBR/2015 (Robert Czajkowski).

LITERATURA:

[1] Charkowski A.O., 2006. The Soft Rot Erwinia. Plant-Associated Bacteria part 3, 423-505.

[2] Czajkowski R., Pérombelon M.C.M., Van Veen J.A., Van Der Wolf J.M., 2011. Control of blackleg
and tuber soft rot of potato caused by Pectobacterium and Dickeya species: A review. Plant Pathology
60, 999-1013.

[3] Leff B., Ramankutty N., Foley J.A., 2004. Geographic distribution of major crops across the world.
Global Biogeochem. Cycles 18, GB1009.

[4] Pérombelon M.C.M., 2002. Potato diseases caused by soft rot Erwinias: an overview of pathogenesis.
Plant Pathology 51, 1-12.

MATERIALY Z SYMPOZJUM



Antagonizm wybranych szczepoéw
ryzosfery roslin uzytkowych
wzgledem patogendéw Dickeya solani,
Pectobacterium parmentieri
i Rhizoctonia solani — mechanizm dziatania

DOROTA KRZYZANOWSKA', ADAM OSSOWICKI"?,
MAGDALENA RAJEWSKA', MAGDALENA JABLONSKA',
TOMASZ MACIAG', PAOLINA GARBEVA?, SYLWIA JAFRA'
'Pracownia Biologicznej Ochrony Roslin, Miedzyuczelniany Wydziat Biotechnologii
Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego
*Department of Microbial Ecology, Netherlands Institute of Ecology (NIOO-KNAW)
Wageningen, Holandia
e-mail: sylwia.jafra@biotech.ug.edu.pl

Ryzosfera, w przeciwienstwie do gleby poza strefg korzeniowa, jest srodowiskiem wysokiej
aktywnos$ci mikroorganizméw, ktore konkurujg o substancje odzywcze i nisz¢ ekologiczna. Bakterie
glebowe wykorzystuja do wzrostu zwiazki organiczne, takie jak cukry, kwasy organiczne i ami-
nokwasy znajdujace si¢ w wydzielinach korzeni roslin. Dostgpno$¢ tych substancji w glebie jest
zroznicowana, z tego wzgledu bakterie wyksztatcity r6zne mechanizmy zwigkszajace ich konkuren-
cyjno$¢ w tym $rodowisku, m.in. produkujg metabolity wtorne o charakterze przeciwdrobnoustro-
jowym. Substancje te moga takze korzystnie wptywac na rosline, ale przede wszystkim pozwalaja
bakteriom przezy¢, a nawet uzyskaé przewage w warunkach wysokiego wspoétzawodnictwa. Istotna
rolg w interakcjach migdzy mikroorganizmami odgrywaja roéwniez produkowane przez nie zwiazki
lotne (Volatile Organic Compounds, VOCs). VOCs uczestnicza w migdzygatunkowej komunikacji,
dzialajg przeciwdrobnoustrojowo, a takze indukuja reakcje obronne w roslinie.

Wiele szczepow bakterii ryzosfery zalicza si¢ do tzw. bakterii promujacych wzrost roslin (plant
Growth Promoting Rhizobacteria, PGPR) [1]. Szczepy te wykorzystuja takie mechanizmy jak: i) hamo-
wanie wzrostu patogenoéw dzigki produkcji czynnikéw przeciwdrobnoustrojowych, w tym VOCs, ii)
dostarczanie sktadnikow mineralnych i synteza fitohormonodw, iii) wspolzawodnictwo o substancje
odzywcze i jony, iv) zaktdcanie mechanizmu guorum sensing, v) indukcja odpornosci systemicznej
oraz uruchamianie szlakow warunkujacych nabyta odporno$¢ systemiczng. Wazng cechg szczepow
PGPR jest rowniez ich zdolnos$¢ do kolonizacji i osiggnigcia stabilnej populacji w obrebie rosliny.

W ramach prowadzonych badan pozyskano z ryzosfery roslin uprawnych szereg izolatow bakte-
ryjnych wykazujacych antagonizm wzgledem bakteryjnych fitopatogenéw z gatunkéw Dickeya sp.
1 Pectobacterium sp. W prezentowanych badaniach skupiono si¢ na dwoch szczepach: Pseudomonas
donghuensis P482 i Ochrobactrum sp. A44, wykazujacych zdolno$¢ do ochrony tkanki roslinnej

MATERIALY Z SYMPOZJUM

65



66

przed patogenami D. solani i P. parmentieri. Szczep P482 wykazuje rowniez silng aktywnos$¢ prze-
ciw grzybowym patogenom roslin.

P. donghuensis P482 pochodzacy z ryzosfery pomidora posiada cechy szczepu zdolnego do
ochrony ro$liny przed bakteryjnymi i grzybowymi patogenami roslin [2—4]. Jednak szczep ten nie
produkuje, oprocz cyjanowodoru (HCN) i piowerdyny, innych dobrze opisanych dla pozytecz-
nych Pseudomonas czynnikéw przeciwdrobnoustrojowych [5]. Analiza bioinformatyczna genomu
szczepu P482 potwierdzita obecnos¢ gendw odpowiedzialnych za syntezg piowerdyny i HCN jako
jedynych dotychczas opisanych czynnikéw przeciwdrobnoustrojowych [3]. Mutageneza transpo-
zonowa szczepu P482 oraz analiza bioinformatyczna oparta o platforme¢ antiSMASH (Antibiotic
and Secondary Metabolite Shell) pozwolity na wylonienie klastra gendéw istotnych dla syntezy
czynnikéw przeciwdrobnoustrojowych szczepu P482. Klaster ten znajduje si¢ posrdd 800 genow
unikalnych dla tego szczepu. P. donghuensis P482 produkuje réwniez substancje lotne o silnych
wiasciwosciach przeciwgrzybowych, ale nie przeciwbakteryjnych [4]. Synteza zaréwno zwigzkow
lotnych, jak i rozpuszczalnych, regulowana jest przez dwuskladnikowy system GacA/GacS [4]
i zalezy od dostepnosci substancji odzywczych i jonow Zelaza.

Pochodzacy z ryzosfery ziemniaka szczep Ochrobactrum sp. A44, zdolny jest do inaktywacji sze-
rokiego spektrum czasteczek sygnatowych z grupy laktonow N-acylohomoseryny (AHL) wykorzysty-
wanych m.in. przez bakterie pektynolityczne z rodzajéw Dickeya i Pectobacterium do regulacji eks-
presji genow warunkujacych patogenicznos$¢ tych bakterii. Szczep A44 wykazuje rowniez zdolnosé
do ochrony tkanki ziemniaka przed aktywnoscia P. parmentieri. Dzigki wykorzystaniu mutagenezy
transpozonowej zostat zidentyfikowany gen kodujacy enzym odpowiedzialny za inaktywacje cza-
steczek sygnatowych przez szczep A44. Enzym ten to acylaza AHL (AiiO), nalezaca do rodziny o/f
hydrolaz. W ramach prowadzonych badan sprawdzona zostala rola tego enzymu w ochronie tkanki
bulw ziemniaka i liSci cykorii przed P. parmentieri oraz w kolonizacji korzeni ziemniaka. Uzyskane
wyniki potwierdzily istotno$¢ acylazy AiiO w ochronie tkanki ro$lin, natomiast inaktywacja genu
kodujacego ten enzym nie wptyneta na zdolno$¢ do kolonizacji korzeni ziemniaka.

Oba badane szczepy sa zdolne do ochrony tkanek roslinnych przed wybranymi patogenami
oraz skutecznie kolonizujg korzenie wybranych roslin uzytkowych. Otrzymane wyniki wskazuja
na potencjat tych szczepéw w biologicznej ochronie roslin.

Badania finansowane w ramach projektow Narodowego Centrum Nauki: OPUS4 2012/07/B/NZ9/01623
(Pseudomonas donghuensis P482) oraz OPUS7 2014/13/B/NZ9/02136 (Ochrobactrum sp. A44).
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Ochrona roslin przed zaraza ogniowa (Erwinia amylovora) obejmuje stosowanie réznych
zabiegdbw ukierunkowanych na zapobieganie infekcji, zmniejszenie podatnosci roslin oraz elimi-
nacje potencjalnych zrodet infekcji (Sobiczewski, 2011). Wprowadzenie od 2014 roku obowiazku
stosowania integrowanego systemu ochrony ro$lin, wiaze si¢ z koniecznoscia traktowania metod
niechemicznych jako priorytetowych. W tej sytuacji coraz wickszego znaczenia nabiera metoda bio-
logiczna, w ktorej stosuje si¢ m.in. preparaty na bazie antagonistycznych wobec sprawcow chordb
roslin bakterii, grzyboéw 1 wirusow, wyizolowanych najczesciej z roslin i/lub gleb uzytkowanych
rolniczo. W wielu krajach prowadzone sa obecnie intensywne badania nad opracowaniem skutecz-
nych strategii walki z zarazg ogniowa, ktére zaowocowaly opracowaniem biopreparatow zawiera-
jacych wyselekcjonowane szczepy takich gatunkow bakterii jak: Pantoea agglomerans (Blossom
Bless™, Bloomtime, PomaVita™), Pantoea vagans (BlightBan® C9-1), Pseudomonas fluorescens
(BlightBan® A506), czy Bacillus subtilis (Serenade®, Biopro). Sa one stosowane gtdwnie w okresie
kwitnienia jabtoni i grusz, a takze w programach integrowanych ze srodkami chemicznymi (Miki-
cinski, 2017; Mikicinski 1 Sobiczewski, 2018).

Przedmiotem naszych badan byto pozyskanie ze srodowiska uprawy jabtoni (fylosfera, gleba)
oraz z innych zrodet, bakterii wykazujacych zdolno$ci ochronne przed zarazag ogniowa. Sposrod
okoto 500 izolatow przetestowanych wstgpnie na zawigzkach owocéw gruszy, wyselekcjonowano
13, ktore okazaty si¢ najbardziej perspektywiczne. Poddano je nast¢pnie badaniom na drzewkach
jabtoni rosngcych w pojemnikach w szklarni. Najwyzsza skutecznos¢ (81,4-93,4%) w ochro-
nie kwiatéw jabtoni wykazaty izolaty L16, 35M, 48M, 56M 59M i 141M, a w ochronie pgdow
(86,2—-100%) — izolaty 35M, 43M i 48M. W warunkach wysokiego zagrozenia chorobowego izo-
laty te okazaly si¢ nawet bardziej skuteczne niz srodki miedziowe, polecane w praktyce przeciwko
zarazie ogniowej. Okreslono takze potencjalne mechanizmy determinujace antagonizm i zdolnosci
ochronne badanych bakterii (relacje biotyczne z E. amylovora na sze$ciu pozywkach agarowych,
wytwarzanie laktonow homoseryny — AHL i sideroforow, tworzenie biofilmu oraz obecnos¢ genow
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kodujacych antybiotyki — phtB, phlD i phlC, phzA, pruD oraz gacA). Uzyskane wyniki wskazuja na
brak jednoznacznej zaleznosci migdzy tymi parametrami. Jednak najwigcej z wymienionych mecha-
nizméw posiadaty izolaty 35M i 3M, co moze mie¢ zwigzek z ich wyrdzniajaca si¢ skutecznoscia
w ochronie kwiatéw i pedoéw jabloni.

Badania nad identyfikacjg najbardziej skutecznych izolatéw, obejmujace opracowanie ich cha-
rakterystyki fenotypowej oraz analize sekwencji genu 16S rDNA wykazaly, ze 10 z nich nalezy
do gatunkoéw o dotychczas nie wykrytej zdolnosci do ochrony roslin przed zaraza ogniowa. Sa
to izolaty: 3M (Pseudomonas chlororaphis), 49M (Pseudomonas graminis), S55M (Pseudomonas
mosseli), 43M (Enterobacter ludwigii), 116 (Pseudomonas vancouverensis), 35M (Pseudomonas
congelans), SOM (Pseudomonas protegens), 5S6M i 19CK (Pseudomonas helmenticensis) oraz 91M
(Pseudomonas koreensis) (Mikicinski, 2017).

Dane literaturowe wskazuja, ze bakterie gatunku Pseudomonas chlororaphis (wcze$niej
P. aureofaciens) wyizolowano pierwszy raz z gleby, na ktorej przez ponad 20 lat uprawiano psze-
nicg (Weller i Cook, 1983), a gatunku Pseudomonas mosselli ze srodowiska klinicznego, jednak nie
jest znana ich doktadna rola w tym srodowisku (Dabboussi i in., 2002). Natomiast bakterie gatunku
Pseudomonas graminis wyizolowano po raz piewrszy z fylosfery traw (Behrendt i in., 1999) Szczep
referencyjny Enterobacter ludwigii wyizolowano réwniez w warunkach klinicznych (Hoffmann
iin., 2005). Jednak sg doniesienia na temat szczepu BNM 0357 tego gatunku, pozyskanego z rizos-
fery zycicy trwatej (Lolium perenne) i wykazujacego zdolnos¢ stymulacji wzrostu i plonowanie
réznych roslin (PGPR), (Shoebitz i in., 2009). Pierwszy opisany szczep Pseudomonas vancouve-
rensis pozyskano z gleby lesnej w Kanadzie (Mohn i in, 1999). W pézniejszych latach szczep tego
gatunku wyosobniono z ryzosfery czosnku (Mishra i in., 2008). Bakterie gatunku Pseudomonas
congelans obejmujg grupe fluoryzujacych pseudomonadéw oryginalnie wyizolowanych z fylos-
fery traw (Behrendt i in., 2003). Wykazano ich bliskie pokrewienstwo z P. syringae. Ogélnie brak
jest jednak informacji o potencjalnej patogenicznos$ci tych bakterii wobec roélin. Z kolei bakterie
Pseudomonas protegens wyizolowano z tytoniu, bawelny i pszenicy na réznych kontynentach.
Autorzy badan zwrocili uwage na fakt, ze podstawa do wydzielenia nowego gatunku jest obecnosé
genow phl i plt odpowiadajacych za biosynteze odpowiednio 2,4-diacetylfluoroglucinolu i pioluteo-
ryny, ktorych to cech nie posiadaty bardzo blisko spokrewnione z nim: P. syringae, P fluorescens
i P. chlororaphis (Ramette i in., 2011). Bakterie gatunku Pseudomonas helmanticensis pochodzity
ze §rodowiska $ciotki lesnej (Ramirez-Bahena i in., 2014). Rowniez opisany po raz pierwszy szczep
P. koreensis zostat wyizolowany ze $rodowiska glebowego (Kwon i in., 2003). W literaturze mozna
spotka¢ przyktad badan nad okresleniem cech obu gatunkow tych bakterii pod katem przydatnosci
w biologicznej ochronie przeciwko zgniliznie korzenia zenszenia (Fan i in., 2016).

Izolat 48M postuzyt do badan nad opracowaniem biopreparatu. Sposrdd czterech nosnikow,
na ktorych utrzymywano bakterie, najlepiej przezywaly one w talku z dodatkiem karboksymety-
locelulozy lub alginianu sodu. Przyszto$ciowy preparat bylby przeznaczony przede wszystkim do
sadow ekologicznych, a w przypadku sadow prowadzonych systemem integrowanym, mozna by go
stosowac przy niskim lub $rednim zagrozeniu oraz w programie ze srodkami miedziowymi.

Aktualnie w Instytucie Ogrodnictwa w Skierniewicach realizowany jest projekt o akroni-
mie BioSafeFood pt. ,,Opracowanie technologii produkcji wysokiej jakosci, bezpiecznych dla
konsumenta owocow i warzyw z zastosowaniem nowych biopreparatow w ochronie upraw przed
chorobami”. Gléwnym celem projektu jest opracowanie bezpiecznych biopreparatéw do ochrony
upraw sadowniczych i warzywnych przed najwazniejszymi chorobami infekcyjnymi, ktore beda
stanowity wazny sktadnik nowych technologii uwzgledniajacych mozliwosci integracji metod
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proekologicznych z metoda chemiczng. W ramach projektu sa prowadzone badania rozwojowe
i przemystowe, a ich efektem beda m.in. biopreparaty przeznaczone do ochrony sadéw przed
szarg ples$nig, zarazg ogniowg jabloni i gruszy i parchem jabtoni oraz owocéw przed chorobami
w okresie pozbiorczym.
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WOJCIECH SLEDZ'
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Ochrona roslin przed patogenami oraz kontrola rozprzestrzeniania drobnoustrojow chorobo-
tworczych sg jednymi z najwazniejszych problemoéw rolnictwa. Z powodu choréb bakteryjnych,
grzybowych i wirusowych traconych jest okoto 50% plonow (Ellis i Boehm, 2008). Straty ziem-
niaka w samej Holandii si¢gaja ok. 30 milionéw euro rocznie (Prins i Breukers, 2008). Obecnie
wdrozone dziatania zapobiegawcze opieraja si¢ gtownie na kontroli rozmnazanego i wolnego
od patogenow materiatu ro§linnego w oparciu o badania opisujace $ciezki rozprzestrzeniania
drobnoustrojow patogennych. Nalezy podkre$li¢, ze wyzej wspominane rozprzestrzenianie jest
czesto wynikiem m.in. dziatalnos$ci cztowieka. Jedna z propozycji jest zastosowanie do nawoze-
nia pol odpadéw przemystu ziemniaczanego zawierajacych sole mineralne pozyskiwane podczas
ptukania ziemniakéw (Wiater i Skowronska, 1998). Jednak ze wzglgdu na mozliwo$¢ wystgpo-
wania fitopatogendw wykorzystanie takich odpadéw wydaje si¢ by¢ ryzykowne. Zastosowanie
plynnych odpadow pochodzacych z przemystu przetwdrczego jest racjonalne tylko wtedy gdy sa
wolne od patogendw, a szczegdlnie uzasadnione jest w regionach rolniczych, w ktorych wystg-
puje deficyt wody.

W ostatnich latach podjelismy si¢ opracowania szybkiej, taniej i efektywnej metody eradykacji
bakteryjnych fitopatogenow opartej o stalopradowe wytadowanie jarzeniowe generowane pod ci$nie-
niem atmosferycznym (z ang. Direct Current Atmospheric Pressure Glow Discharge, dc-APGD)
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1 - pompa perystaltyczna; 7 - zrédto wysokiego napiecia;

2 - rurka kwarcowa; 8 — komora wytadowcza;

3 - rurka grafitowa; 9 — uktad reakcyjno-wytadowczy;
4 - stabilne wytadowanie jarzeniowe typu dc-APGD; 10 - otwér odprowadzajacy;

5 - anoda, czyli elektroda wolframowa; 11 - przewdd wyprowadzajgcy;

6 — ciekta katoda, czyli zawiesina bakteryjnych fitopatogendw; 12 — wezyk doprowadzajacy.

11
12
.1
]
9

Rys. 1. Schemat uktadu reakcyjno-wytadowczego do generowania wytadowania typu dc-APGD
(A — powigkszenie szczegotow uktadu).
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w kontakcie z cieklg katoda. Opracowano nowatorski uktad reakcyjno-wytadowczy (Rys.1), w kto-
rym plazma niskotemperaturowa (tzw. zimna plazma — zjonizowany gaz zawierajacy jony, elektrony
i czastki obojetne), wytwarzana jest w przestrzeni pomiedzy dwiema elektrodami tj. stata elektroda
metaliczng oraz tzw. przeplywajaca ciekla katoda (z ang. flowing liquid cathode), ktora stanowi
zawiesina bakteryjnych fitopatogenéw przeznaczonych do eradykacji.

Efektywno$¢ dziatania opracowanego ukladu wykazano na zawiesinach bakteryjnych
0 ODgg = 0,1 Dickeya solani IFB0099 (Dsol), Xanthomonas campestris pv. campestris IFB9022
(Xcce), Pectobacterium atrosepticum IFB5103 (Pba), Pectobacterium carotovorum subsp. caro-
tovorum IFB5118 (Pcc) oraz Clavibacter sepedonicus 1IFB9034 (Cms) w 0,85% NaCl. Stosujac
dc-APGD generowane w kontakcie z cieklg katoda, ktora stanowi zawiesina bakterii, uzyskano
redukcje populacji bakterii wynoszaca od 99,96 do 100%.

Wyjasnienie mechanizmu antybakteryjnego dziatania zainicjowanego wytadowania typu dc-APGD
zaproponowano w oparciu o wyznaczone parametry spektroskopowe oraz analityczne, okreslone
z zastosowaniem optycznej spektrometrii emisyjnej oraz pomiaréw spektrofotometrycznych.
Wyznaczono temperature rotacyjna zwigzang z temperatura kinetyczng gazu plazmotworczego
(T, wynoszacej 2300 £100 K) temperature wibracyjng (T,,;,(N,) rzedu 4000 £300 K), temperature
wzbudzenia (T, (H) rzedu 6050 £400 K), oraz gesto$é elektronowa (n, wynoszaca 1,1x10'5 cm™).
Na podstawie zarejestrowanego widma emisyjnego potwierdzono generowanie przez dc-APGD
wszystkich typow promieniowania UV tj. UVA, UVB oraz UVC. Ponadto odnotowano zmiany
temperatury roztworu poddanego unieczynnieniu (z 24,2°C na 40,2°C) oraz pH tej cieczy (z 6,0
na 10,80) przed i po kontakcie z plazma atmosferyczng. Antybakteryjne dziatanie opracowanego
uktadu wynika takze z powstawania reaktywnych form tlenu (ROS) i azotu (RNS) generowanych
przez dc-APGD, takich jak: H,O,, NO,, NH, N,, O and OH.

Potencjalne zastosowanie skonstruowanego urzadzenia obejmuje jalowienie ptynnych odpadow
poprodukcyjnych z sektora rolniczego, przemystu przetworczego oraz z laboratoriéw diagnostycz-
nych badz naukowych.

Prezentowany spos6b eradykacji stanowi przedmiot zgloszenia patentowego nr. P.419246.
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Mokra zgnilizna bulw ziemniaka to choroba powodowana przez szereg gatunkow bakterii pek-
tynolitycznych nalezacych do dwoch rodzajow: Pectobacterium i Dickeya. W czasie wegetacji bak-
terie mogg tez wywola¢ chorobg zwana czarng ndzka ziemniaka. Bakterie pektynolityczne s3 zdolne
poraza¢ wiele innych gatunkéw roslin. Bakteria gatunku Dickeya solani zostala po raz pierwszy
wyizolowana z ziemniaka w Polsce w 2005 r. (Slawiak i in., 2009), w latach 2009-2013 wykryto
te bakteri¢ w uprawach ziemniaka w 11 wojewddztwach (Potrykus i in., 2016). Bakterie Dickeya
spp. sg bardziej agresywne od innych bakterii pektynolitycznych (Czajkowski i in., 2013). Straty
ekonomiczne powodowane przez bakterie pektynolityczne to: obnizenie wielkosci plonu bulw, utrata
czesci plonu w czasie przechowywania lub wystapienie czarnej nézki w czasie sezonu wegetacyj-
nego. Do tego nalezy wspomnie¢ o znacznych kosztach zwiazanych z degradacja plantacji nasien-
nych. Nie stosuje si¢ ochrony chemicznej do zwalczania bakterii wywotujacych choroby ziemniaka.
Dlatego celem hodowcdw jest otrzymanie nowych odmian ziemniaka o podniesionej odpornosci
bulw na bakterie pektynolityczne. Pierwsze badania molekularne dziedziczenia odpornosci bulw na
bakterie Pectobacterium atrosepticum w populacji mapujacej wykazaty wystepowanie 10 istotnych
loci cech ilosciowych na 10 roznych chromosomach ziemniaka, ktore zmapowano przy uzyciu 496
markerow RLFP i ALFP (Zimnoch-Guzowska i in., 2000). Wyniki te wskazuja na ztozony charakter
cechy, warunkowanej wieloma czynnikami genetycznymi i Srodowiskowymi. Nie znaleziono skraj-
nej odpornosci w ziemniaku uprawnym i dzikich gatunkach Solanum. Odmiany ziemniaka r6znig
si¢ miedzy sobg pod wzglgdem liczby porazonych bulw i nasilenia objawow porazenia. Rozwojowi
symptoméw choroby sprzyja wysoka temperatura i niski poziom tlenu. Wraz z rozwojem technik
identyfikacji biatek, za pomocg czutych metod, oraz systematycznym poszerzaniem dost¢pnych
baz danych bialek Solanum tuberosum iroslin blisko spokrewnionych, w IHAR-PIB w oddziale
w Mtochowie podjeto badania nad odpornoscia ziemniaka na bakterie pektynolityczne na pozio-
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mie proteomu. Pierwsze badania proteomiczne bulw pochodzacych z dwdch odmian ziemniaka,
réznigcych si¢ poziomem odpornosci na bakteri¢ Pectobacterium atrosepticum przeprowadzono
we Francji. Wykazatly one obecnos¢ 13 biatek roznicowych zidentyfikowanych 48 h po inokula-
cji wylacznie w odmianie o wyzszej odpornosci (Barzic i in., 2012). Do naszych badan wybrano
odmiany ziemniaka o skrajnie réznej reakcji na porazenie przez wysokoagresywny izolat bakterii
D. solani w warunkach sprzyjajacych rozwojowi choroby. Celem pracy bylo znalezienie réznic
w ekspresji bialek w odmianach ziemniaka o podwyzszonej odpornosci na bakteri¢ Dickeya solani
w poréwnaniu z odmianami podatnymi, 8 i 48 godzin po inokulacji.

Analiza proteomiczna sklada si¢ z wielu etapéw: przygotowania probek do analizy, analizy
probek, identyfikacji biatek i analizy statystyczne;.
1) Przygotowanie probek do analizy. Opracowano protokot izolacji biatka z bulwy ziemniaka
(Murawska i in., 2017). W trakcie izolacji catkowitg zawarto§¢ biatka w probce mierzono
dwukrotnie metodg BCA (Smith i in., 1985), w oparciu o dwie krzywe wzorcowe, w celu
otrzymania probek o zwartosci 50 pg biatka. Bialtka trawiono za pomoca endoproteinazy
Lys-C a nastepnie trypsyny.
2) Analiza probek metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej z tandemowym
spektrometrem mas (LC-MS/MS). Mieszanina peptydow uzyskana z kazdej probki jest mie-
rzona przy pomocy spektrometru mas sprzezonego z chromatografem cieczowym. Wynikiem
takiego pomiaru s3 widma przedstawiajace mase¢ mierzonych peptydow oraz ich intensyw-
no$¢. Dla najbardziej intensywnych peptydow wykonywany jest dodatkowy pomiar, polega-
jacy na fragmentacji peptydow, uzyskujac w ten sposob dodatkowo widma fragmentacyjne.
Widma fragmentacyjne pozwalajg na ustalenie sekwencji aminokowasowej peptydu, a tym
samym na identyfikacj¢ biatka, z ktorego ten peptyd pochodzi.
3) Identyfikacja biatek. Kolejny etap obejmuje analiz¢ bioinformatyczng wynikow uzyskanych
ze spektrometru. Przy pomocy zestawu programéw, na podstawie widm fragmentacyjnych,
ustalana jest lista peptydow/biatek obecnych w badanej probie z Solanum tuberosum oraz
ich wzgledna intensywnos$¢. Nastepnie, listy peptydow sa grupowane zgodnie z uktadem
eksperymentu. Program Diffprot (Malinowska i in., 2012) porownuje grupy eksperymentalne
pomiedzy soba, obliczajac zaleznoSci statystyczne i typujac biatka, ktorych poziom ekspresji
pomiedzy badanymi grupami zmienil si¢ w sposdb istotny statystycznie.
Na podstawie trzyletniej oceny porazenia bulw w testach laboratoryjnych (Lebecka, 2017) wybrano
dwie odmiany o wyzszej odpornosci (Bea i Humalda) i trzy odmiany o nizszej odpornosci (Kata-
hdin, Ulster Supreme i Irys). Dos§wiadczenie prowadzono w dwoch terminach w odstgpie jednego
miesigca, w marcu i w kwietniu, w dwoch latach badan. W pierwszym roku badan probki pobie-
rano 48, a w drugim roku 8 godzin po inokulacji. Bulwy inokulowano w $wiezo zraniong tkanke,
bulwy kontrolne byly ranione i traktowane woda. Bulwy po inokulacji zraszano woda, umiesz-
czano w zamknietych pudetkach i przechowywano w temperaturze 26°C. W czasie pobierania pro-
bek bulwy krojono wzdluz miejsca inokulacji, fragmenty tkanki pobierano za pomoca korkoboru
wzdhuz miejsca inokulacji i mrozono w cieklym azocie (Murawska i in., 2017). Pobierano od dwoch
do czterech fragmentow kazdej kombinacji do§wiadczenia.

Porownanie biatek z bulw inokulowanych bakteriami D. solani z biatkami bulw zranionych
i traktowanych wodg. Przeprowadzono cztery pordwnania, dla kazdej z grup odmian osobno, po 8
1 48 godzinach po inokulacji. Wyr6zniono wylacznie jedno biatko réznicowe, peroksydaze, w grupie
odmian odpornych, 48 godzin po inokulacji.
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Poréwnanie biatek z bulw odmian odpornych z podatnymi. We wczesnej fazie infekcji, 8 godzin
po inokulacji, wyr6zniono 4 biatka (patatyny, inhibitory proteinaz i inhibitor chymotrypsyny), kto-
rych ekspresja byta istotnie wyzsza w odmianach odpornych, w probkach pobranych zar6wno z bulw
inokulowanych bakterig jak i traktowanych woda. Wyzszg ekspresja w odmianach odpornych, tylko
po inokulacji, charakteryzowaty si¢ dwa biatka, inhibitor proteinazy PTI i syntetaza tiaminowa.
W pozniejszej fazie infekcji w odmianach odpornych w obu rodzajach bulw, inokulowanych i trakto-
wanych woda, bylo istotnie wiecej inhibitoréw proteinaz, patatyny (tak samo jak po 8h) i inhibitoréw
proteazy serynowej. Wyrézniono biatka o wyzszej ekspresji w odmianach odpornych wytacznie po
inokulacji bakteriami, inhibitory proteazy aspartylowej, oksydazy polifenolowe i endoplazminy.

Wykazano réznice w biatkach pomiedzy odpornymi i podatnymi odmianami na mokra zgni-
lizne bulw, w poczatkowej i pozniejszej fazie infekcji. Wigkszos§¢ biatek réznicowych wystepuje
w bulwach zranionych i inokulowanych bakteriami w zranienia. W celu sprawdzenia czy rdznice
w biatkach sg powodowane przez uszkodzenia mechaniczne bulwy czy wystepuja takze w bulwach
niezranionych pobrano proby z bulw nietraktowanych z do§wiadczenia 8 godzin po inokulacji. Ana-
lizy probek sa w trakcie realizacji.
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W Zaktadzie Wirusologii i Bakteriologii prowadzone sa badania nad bakteriozami roslin obej-
mujace rozne aspekty etiologii, epidemiologii i zwalczania tych choréb. Rosliny uprawne, szcze-
g6lnie te wykazujace nietypowe objawy chorobowe, badane sa pod katem obecno$ci patogenow
bakteryjnych. W przypadku wykrycia, ich rola jako czynnika sprawczego choroby jest badana
doswiadczalnie. Obecnie trwajg prace nad charakterystyka nowych, nieopisanych dotad, patogenow
bakteryjnych pszenicy, soi i morwy. Dotychczas wykryto nastepujace patogeny: Pantoea ananatis
(pszenica), Kosakonia cowanii (soja) 1 Pseudomonas syringae (morwa).

Fot. 1. Objawy chorobowe na lisciach pszenicy spowodowane przez Pantoea ananatis
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Fot. 2. Objawy chorobowe na li$ciach soi odm. Sulttan spowodowane przez Kosakonia cowanii

Po raz pierwszy wykryto rowniez bakteri¢ Pseudomonas syringae na ro$linach morwy (Morus
alba L.)

Fot. 3. Objawy chorobowe powodowane przez Pseudomonas syringae na lisciach morwy (Morus alba L.)
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Wicekszosé¢ identyfikowanych patogenéw pochodzi z materiatu badanego w Klinice Chorob
Roslin, ktora zostata powotana w marcu 2011 roku, jako jeden ze wskaznikow projektu finansowa-
nego z funduszy Unii Europejskiej ,,Modernizacja laboratoriow dla wzmocnienia innowacyjnosci
badan w zakresie ochrony ro§lin i dziatan na rzecz gospodarki”.

Glownym zadaniem Kliniki jest identyfikacja sprawcow chordb wirusowych, bakteryjnych
i grzybowych, a takze fitoplazm, na ros§linach warzywnych i rolniczych. Do identyfikacji chorob
bakteryjnych stosowany jest system BIOLOG GENIII, ktory dziala w oparciu o charakterystyke
cech biochemiczno-fizjologicznych badanych izolatow i poréwnanie wynikéw z baza danych.
W niektorych przypadkach identyfikacja zostaje potwierdzona na podstawie sekwencji genu 16S
rDNA. Najcze¢sciej diagnozowane w klinice rosliny to pomidory, ogorki, ziemniaki, buraki, cebula,
oraz szereg roslin ozdobnych. Wigkszo$¢ wykrywanych patogendw nalezy do rodzajow Pseudomo-
nas, Enterobacter, Burkholderia, Xanthomonas, Curtobacterium. Kilkakrotnie stwierdzano obecnos¢
bakterii stanowigcych mikroflore ludzka takich jak: Staphylococcus epidermis, Klebsiella oxytoca,
Klebsiella pneumonie, Proteus mirabilis. Zjawisko to jest okreslane w literaturze jako HPOPs
(ang. Human Pathogens On Plants).

W roku 2007 rozpoczgto badania nad chorobami fitoplazmatycznymi roslin rolniczych. Fitopla-
zmy s3 to pasozytnicze bakterie, zasiedlajace tyko roslin oraz hemolimfe i niektore organy pie-
wikow (Auchenorrhyncha) — drobnych owadow, ktére przenosza patogen w srodowisku. Fitopla-
zmy zmniejszaja plonowanie roslin, przez wywotywanie niekorzystnych zmian morfologicznych,
na ktore sktadaja si¢ m.in. kartowaty pokrdj roslin, skrgcanie pedow, przebarwienia, krzewienie,
czy deformacje kwiatow. Te zlozone objawy chorobowe sa efektem dziatania fitoplazmatycznych
genow wirulencyjnych (tzw. efektoréw). Na przestrzeni 10 lat, na terenie zachodniej Polski, opisano
infekcje fitoplazmatyczne na waznych gospodarczo roslinach uprawnych, m.in. rzepaku i buraku
cukrowym. Pojedyncze ogniska chorob fitoplazmatycznych wykrywano réwniez na innych roslinach
rolniczych, tj. marchew, kalafior, gorczyca, kukurydza, groch, czy tubin. Na wszystkich badanych
uprawach wykrywano fitoplazmy nalezace do podgrupy rybosomalnej 16SrI-B lub podgrup bli-
sko spokrewnionych (16Srl-L, 16SrI-(B/L) L). Podj¢to rowniez badania zmierzajace do okresle-
nia, gatunku owada bedacego wektorem tych chordb, a takze poznania naturalnych zrodet infekcji
w postaci roslin dzikich zasiedlajacych okolice p6l uprawnych. Obecnie jedynym potwierdzonym
wektorem fitoplazm spokrewnionych z podgrupa 16SrI-B na terenie Polski jest skoczek sze$cio-
rek (Macrosteles laevis, Cicadomorpha). Owad ten przenosi fitoplazme na rzepak, jeczmien oraz
ro$liny dzikie np. stulisz lekarski (S. officinale), stulich¢ psia (D. sophia), rzodkiewnik pospolity
(A. thaliana). Wyniki testowania roslin dzikich zasiedlajacych okolice pdl uprawnych pokazaty, ze
byliny takie jak trawa zycica trwala (L. perenne), jak rdwniez rosliny jednoroczne, zdolne do prze-
zimowania takie jak stulisz lekarski, fiotek polny, chwastnica jednostronna, czy maruna bezwonna
(S. officinale, V. arvensis, E. crus-galli, M. perforata), ktére wczesniej nie byty opisywane jako
gospodarze fitoplazm, moga by¢ waznym inokulum patogenu, odgrywajac wazng role w epidemio-
logii chordb fitoplazmatycznych.

Stale odtowy piewikow w latach 2015-2018, w lokalizacjach na pétnocy i potudniu Polski oraz
monitoring zakazen fitoplazmami, ujawnily obecno$¢ nowych szczepow fitoplazmatycznych na
terenie kraju. W owadach réznych gatunkéw wykryto m.in. fitoplazme nalezaca do podgrupy rybo-
somalnej 16SrI-F, ktora wczes$niej opisywana byta na moreli na terenie Hiszpanii powodujac chlo-
rotyczne zwijanie si¢ li§ci moreli (ang. Apricot Chlorotic Leaf Roll, ACLR-AY), (Lee i wsp., 1998)
oraz na ziemniaku w Ekwadorze, gdzie wywotywata purpurowe szczyty ziemniaka (ang. potato
purple top), (Castillo-Carrillo i wsp., 2018).
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Obecnie trwaja prace nad charakterystyka wybranych szczepdéw fitoplazm pod katem zakresu
ro$lin zywicielskich oraz patogenicznosci wynikajacej z ich zasobu efektorow.

Obok badan na bakteriozami, prowadzone sa rowniez doswiadczenia majace na celu wyselek-
cjonowanie ze srodowiska naturalnego dwoch grup izolatow bakteryjnych o nastgpujacych wiasci-
wosciach: (i) hamujacych rozwdj i powstawanie zgnilizn warzyw w przechowalniach oraz (ii) chro-
nigcych rosliny uprawne przed infekcjami powodowanymi przez grzyby. Wyselekcjonowano izolaty
ograniczajace powstawanie i rozwdj niespecyficznych zgnilizn na warzywach w przechowalniach,
powodowanych przez m.in. przez Pectobacterium carotovorum. Sktad opracowanego konsorcjum
obejmuje nastepujace gatunki bakterii: Stenotrophomonas rhizophila, Serratia marcescens 1 Serra-
tia liquefaciens. Wykazano dobra efektywno$¢ tego konsorcjum w ograniczania nasilenia niespe-
cyficznych zgnilizn na warzywach, w przechowalniach. Wytypowano takze izolaty o najwyzszej
skuteczno$ci w ograniczaniu objawdw chorobowych powodowanych przez grzyby Alternaria solani
i Fusarium oxysporum na pomidorze w warunkach szktarniowych. Najbardziej obiecujacy okazat si¢
szczep Pseudomonas synxantha SP 56, natomiast najmniej skuteczne byto konsorcjum sktadajace
si¢ z trzech szczepow: Klebsiella oxotoca SP50, P. synxantha SP56 1 Pantoea agglomerans RilS8.
Uzyskane wyniki wskazujg na ich duzy potencjat aplikacyjny. Konieczne sg jednak dalsze badania
nad optymalizacja traktowania roslin zarbwno w zakresie stezenia bakterii w zawiesinie, jak i spo-
sobu i terminu wykonania zabiegu bakterii na ro$liny.
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