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WSTEP

Bakterie odgrywaja wazna rol¢ w uprawie pieczarek. Sa przede
wszystkim odpowiedzialne za fermentacj¢ podloza pieczarkowego, roz-
ktad ztozonych substancji, ktore staja si¢ dzigki temu przyswajalne dla
grzybni, tym samym stwarzajac dogodne warunki dla jej rozwoju. Pelnia
takze wazna funkcje w procesie powstawania zawiazkow owocnikow
grzyboéw. Wedtug danych literaturowych okoto 90% bakterii wystgpuja-
cych na strzgpkach grzybni to rodzaj Pseudomonas, natomiast w okrywie
ten rodzaj wystgpuje blisko w 50% ogolnej puli bakterii. Duza po-
wszechnos¢ wystgpowania bakterii wigze si¢ z pojawieniem si¢ wsrod
nich gatunkow 1 szczepoéw patogenicznych dla pieczarki (Fletcher 1979;
Gandy 1967). Porazenie pieczarki przez chorobotwoércze bakterie prowa-
dzi czgsto do utraty ponad 10% plonu, a w przypadku szczegdlnie wraz-
liwych odmian nawet do 50% (Fermor i Lynch 1988). Straty uprawowe
okresla si¢ dwojako, z jednej strony odczuwa si¢ straty w ilosci zbiera-
nych grzybow, a z drugiej - zebrane pieczarki sa gorszej jakosci (gorsze
wlasciwos$ci organoleptyczne 1 morfologiczne). Ochrona przed choroba-
mi bakteryjnymi ma wigc duze znaczenie ekonomiczne (Fletcher 1979).

Objawy infekcji bakteryjnej pieczarki po raz pierwszy opisat Tola-
as w 1915 roku (Tolaas 1915). Charakterystyczne dla tej choroby sa nie-
regularne ciemnobrazowe, brunatne, wklgste plamy na kapeluszach, a w
przypadku ostrego porazenia rowniez na trzonach grzybow. Stad nazwa
choroby jest okreslana jako plamisto$¢ bakteryjna (ang. bacterial blotch)
lub plamistos¢ brunatna (Gandy 1967). Plamy obserwuje si¢ na po-
wierzchni owocnikow, ktore w miarg rozwoju choroby powigkszajq sig 1
wreszcie pokrywaja cala powierzchni¢ owocnika. Objawy chorobowe
moga pojawi¢ si¢ w kazdym stadium rozwojowym grzybow uprawnych.
Jesli zostana porazone mtode owocniki, a infekcja bakteryjna bedzie mia-
fa groZny przebieg, grzyby nie rozwina si¢ prawidtowo (powstang ciem-
ne trzonki oraz §liskie, mate owocniki). Wystapienie choroby na poje-
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dynczych owocnikach wiaze si¢ z jej szybkim rozprzestrzenieniem na
pozostate w calej hali uprawowej (Geijn 1981; Gill 1995).

Czynnikiem sprawczym opisywanych symptomow jest bakteria
Pseudomoans tolaasii Paine, a nie jak sadzono pierwotnie P. fluorescens.
Réznice migdzy tymi gatunkami dotycza reakcji redukcji azotanow oraz
rozktadu skrobi (Paine 1919). Za wywotanie plam na owocnikach odpo-
wiedzialna jest toksyna wydzielana przez patogeniczne bakterie, ktéra
aktywuje dziatanie tyrozynazy. Aktywno$¢ tego enzymu rosnie wraz ze
wzrostem stezenia toksyny (Soler-Rivas i in. 1999a i b).

Przyczynami rozwoju plamistosci bakteryjnej sa przede wszystkim:
nadmierna wilgotnos$¢ (powyzej 85%) w hali uprawowej, woda na owoc-
nikach oraz wysoka temperatura (powyzej 17°C). Wazne jest odpowied-
nie postgpowanie podczas podlewania uprawy, gdyz pozostawienie przez
dhugi czas wody na owocnikach sprzyja rozwojowi choroby. Przed infek-
cja bakteryjna powinno uchroni¢ szybkie osuszenie owocnikow w ciagu
dwoch godzin. Warunki klimatyczne maja rowniez wplyw na rozwoj
infekcji. Migdzy innymi podczas cieptego lata i jesieni, kiedy wilgotnos¢
powietrza jest wysoka, choroby bakteryjne sa szczegdlnie dokuczliwe
(Fermor i Lynch 1988; Geijn 1981).

Bakterie na owocniki dostaja si¢ z okrywy podczas podlewania,
lecz réwniez podczas wzrostu, kiedy mate zawiazki owocnikdow znajduja
si¢ jeszcze w kontakcie z okrywa. Patogen jest rowniez bardzo tatwo
przenoszony na re¢kach, butach i sprzgcie pracownikow, ktorzy maja kon-
takt z zainfekowana pieczarkarnia. P. tolaasi wystepuje w powietrzu po-
razonych hal, ale rowniez w pomieszczeniach gdzie nie stwierdza sig
objawow chorobowych. Najwyrazniej przyczyna wystgpowania patogena
w tych pomieszczeniach sa czasteczki kurzu przenoszace komorki bakte-
rii. Szybka detekcja i identyfikacja patogena jest waznym elementem w
profilaktyce pieczarki. Lee 1 in. (2002) opracowali skuteczna metode
detekcji P. tolaasii. Wykorzystujac dwie pary specyficznych primeréw w
reakcji wewnetrznego PCR (ang. nested PCR) przeprowadzili amplifika-
cjc DNA interesujacego gatunku bakterii. Zastosowanie tej reakcji
zwigkszyto 1000 krotnie wykrycie P. tolaasii niz w przypadku przepro-
wadzenia zwyklej reakcji PCR. Wykazali, ze w mieszaninie komorek
bakterii, zawierajacej, rozne szczepy Pseudomonas spp. w ilosci 10 000
krotnie wyzszej niz ilo$¢ komorek P. tolaasi, w reakcji nested PCR row-
nie skutecznie wykrywano patogena.

Godfrey 1 in. (2001) wykazali, Ze plamistosci pieczarki moga wy-
wolywaé rézne szczepy Pseudomonas spp. ldentyfikacja molekularna
bakterii izolowanych z porazonych pieczarek potwierdzila, ze 33 izolaty
nalezaly do grupy P. fluorescens. Oprocz znanych gatunkow bakterii
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patogenicznych, tj. P. tolaasi, P. gingerii i P. reactans, zidentyfikowano
szereg innych gatunkoéw z rodzaju Pseudomonas wywolujacych plami-
sto$¢ pieczarki.

Choroba bakteryjna pieczarki powoduje morfologiczne zmiany w
tkankach porazonych grzybow (Dyki i in. 1993; Szymanski i Swigto-
stawski 1994). Cole i Skellerup (1986) wykazali, ze wewngtrzna struktu-
ra tkanki pieczarki w pierwszym stadium zainfekowania przez P. tolaasii
ulega dezorganizacji, nastgpuje rozdzielenie strzgpek znajdujacych si¢ w
sasiedztwie atakujacych bakterii. Centralna wakuola ulega redukcji lub
catkowitemu zanikowi, a system transportu przez $ciany jest zaburzony
w wyniku zniszczenia blony komoérkowej. Dalszy rozwoj infekcji prowa-
dzi do catkowitej dezorganizacji wnetrza strzgpki, w ktérym akumuluja
si¢ ciemne, geste substancje, z resztkami cytoplazmy. Wykazano, ze
zniszczenie wngtrza komorki wywotuje toksyna wytwarzana przez pato-
gena (Murata i in. 1998; Soler i in. 2000). Wedtug Bassarello i in. (2004)
P. tolaasii wytwarza pi¢¢ innych toksyn, ktore odpowiadaja za rozwoj
choroby bakteryjnej. Lo Cantore i in. (2006) wykazali, ze toksyny i biat-
ka wytwarzane przez chorobotworcze bakterie powoduja lize¢ komorek
pieczarki na skutek szoku osmotycznego za posrednictwem powstania
por w membranie komorki.

W profilaktyce choréb bakteryjnych pieczarek najpowszechniej
stosowane sa zwiazki chlorowe, np. chlorowana woda podchlorynem
sodu i dwutlenkiem chloru, kwas nadoctowy, a takze zwiazki czwarto-
rzedowych soli amoniowych. Wazne jest umiejetne dawkowanie $rod-
kéw chlorowych, gdyz nadmiar chloru jest dla uprawy zdecydowanie
niekorzystny i przyczynia si¢ do uszkodzenia owocnikéw. Natomiast
zbyt mate st¢zenie preparatu nie dziata dezynfekujaco, a dodatkowo mo-
ze systematycznie uodparnia¢ czynnik chorobotworczy (Szymanski 1 in.
2000; Szymanski 1 Szudyga 2004).

Wiele badan prowadzi si¢ nad poszukiwaniem szczepow antagoni-
stycznych do bakterii chorobotworczych. Tsukamoto i in. (2002) wyizo-
lowali szczepy bakterii (Mycetocola tolaasinivorans, Mycetocola lacteus,
Acinetobacter sp., Pedobacter sp., Bacillus pumilus, Sphingobacterium
multivorum) z dziko rosnacych grzybéw m.in. boczniaka ostrygowatego,
gasowki fioletowawej, lejkowki butawotrzonowej, czernidtaka gromad-
nego, ktore hamowaty rozwdj plamistosci bakteryjnej. Wykazano, ze te
bakterie, podobnie jak P. tolaasii, przylegaja do strzgpek grzybni i moga
by¢ doskonalym czynnikiem biologicznym w zwalczaniu chordb bakte-
ryjnych. Mechanizm dziatania wyizolowanych mikroorganizmoéw pole-
gal na detoksyfikacji toksyny wydzielanej przez P. tolaasii. Badania Sa-
hin (2005) wykazaly ponadto, Zze niektore szczepy Streptomyces spp.



-78 -

hamuja rozwoj tego patogena. Parret i in. (2005) z bakterii Pseudomonas
sp. wyizolowali bakteriocyng o wlasciwosciach przeciwdrobnoustrojo-
wych, ktéra dziata hamujaco na rozwoj P. tolaasii.

Znaczenie w ochronie pieczarki przed chorobami bakteryjnymi ma-
ja olejki eteryczne i wyciagi roslinne. Soler-Rivas i in. (2006) wykazali,
ze dodatek oleju z oliwek w ilosci 10% do uprawy boczniaka tyzkowate-
go Pleurotus pulmonarius hamuje rozwdj objawoéw wywotywanych
przez P. tolaasii. Wtasciwosci bakteriobdjcze miat 4-metylo-katechol
oraz katechol (zwiazki obecne w wodzie otrzymanej podczas produkcji
oleju z oliwek). Sokovic i Griensven (2006) przebadali miedzy innymi
olejki z rumianku pospolitego, miety pieprzowej, lebiodki pospolitej,
bazylii pospolitej, tymianku wlasciwego, szatwii lekarskiej oraz ich
sktadnikow jako inhibitory wzrostu patogenow pieczarki. Najwigksza i
najszersza aktywno$¢ wykazat olejek z lebiodki pospolitej. Wedlug Da-
woud i Eweis (2006) wyciagi z szatwii czerwonokorzeniowej oraz cytry-
ny zwyczajnej moga réwniez przyczynic si¢ do zwalczenia bakterii cho-
robotworczych w uprawie pieczarki.

Rozwoj i1 nasilenie objawow choroby bezposrednio zaleza od ste-
zenia komorek patogena w okrywie (Gandy 1967; Wong 1 Preece 1980).
Komorki P. tolassi moga by¢ przenoszone wraz z pradami powietrza z
pomieszczen zainfekowanych do nowych, czystych hal. Muchowki i roz-
tocze maja rowniez udzial w przenoszeniu zrodta porazenia. Organizmy
te sa odpowiedzialne za rozwdj choroby w drugim i trzecim rzucie
owocnikow. W zaleznosci od zrodla porazenia, pieczarka moze zostaé
zainfekowana w réznym stadium rozwoju oraz rézna liczba komorek
bakteryjnych (Szumigaj i Szymanski 2009). Celem badan byto okreslenie
nasilenia objawow chorobowych i przebiegu rozwoju plamisto$ci bakte-
ryjnej wywotywanej przez Pseudomonas tolaasii w zaleznosci od termi-
Nu porazenia 1 liczby komorek bakterii.

MATERIALY I METODY

Badania prowadzono z wykorzystaniem szczepu Pseudomoans to-
laasii Paine LMG 2345 w warunkach in vivo w stosunku do pieczarki
odmiany A15 w donicach wypelionych podtozem przerosnigtym grzyb-
nig pieczarki (III fazy) w ilosci 1,7 kg 1 ziemia okrywowa o grubosci
4 cm (pole powierzchni okrywy wynosito 0,038 mz). Uprawe prowadzo-
no w klimatyzowanych halach, podczas przerostu grzybni zapewniono
temperature 22-23°C, stezenie dwutlenku wegla 3000 mg-dm™ i wzgled-
ng wilgotnos¢ powietrza 92-95%. Do dnia przeprowadzania szoku (tj.
obnizenia temperatury do 17-18°C 1 stgzenia dwutlenku wegla do 800
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mg-dm’s) upraw¢ codziennie podlewano woda, zapewniajac 1,5 L na 1m?
okrywy.

Uprawe pieczarki sztucznie zakazano zawiesina komorek bakterii 0
objetosci 10 ml zaraz po natozeniu okrywy, w fazie tworzenia zwiazkoéw
oraz tworzenia owocnikow (owocniki o wielkosci 6-8 mm). Do przygo-
towania zawiesiny komoérek uzyto 24 godzinna hodowlg bakterii w po-
zywce ptynnej, ktora rozcienczono do gestosci 1x10°, 1x10* 1x10°,
1x10° jtk-ml™ (Wong i Preece, 1982). Wystapienie plamisto$ci okre§lano
w pierwszym i drugim rzucie pieczarki. Na podstawie plonu pieczarek
zdrowych i porazonych obliczano stopien natgzenia choroby bakteryjne;j
w zaleznosci od terminu porazenia i wielkosci inoculum infekcyjnego.
Réznice migdzy $rednimi z prob kontrolnych i badanych porownywano
testem Newmana-Keulsa przy a=0,05.

WYNIKI | DYSKUSJA

Na podstawie uzyskanego plonu pieczarek zdrowych i z objawami
plamistosci (ciemnobrazowe, glgbokie plamy na kapeluszach) okreslono
stopien nasilenia choroby w zaleznosci od terminu porazenia i wielko$ci
inoculum infekcyjnego. W I rzucie plon owocnikow zdrowych ulegat
zmniejszeniu w miar¢ zwigkszania stezenia inokulum infekcyjnego (rys.
1). Ponadto najnizszy plon uzyskano gdy infekowano owocniki, gdyz juz
inokulum o gestoéei 10° jtk -ml™ istotnie wplyneto na jego obnizenie. W
przypadku infekcji okrywy i zawiazkdw grzyboéw wyzsze koncentracje
komorek bakterii miaty takze wplyw na istotne zmniejszenie plonu
owocnikow zdrowych, przy czym najwigksze straty odnotowano, gdy
porazono owocniki (rys. 1).

Na podstawie plonu owocnikoéw porazonych stwierdzono, ze zain-
fekowanie okrywy 1 zawiazkow, zawiesing bakterii o gestosci 10° i 10*
jtk'ml™, nie wywotato objawéw chorobowych w I rzucie, natomiast wyz-
sze koncentracje komoérek skutkowaty pojawieniem si¢ owocnikow z
plamami (rys. 2). Infekcja owocnikow wywotata plamistosci grzybow juz
przy najmniejszym zastosowanym inoculum. Najwigkszy plon owocni-
kow z ciemnobrazowymi plamami uzyskano we wszystkich badanych
kombinacjach, gdy inokulum wynosito 1x10° jtk-mI™ (rys.2).

W II rzucie plon owocnikéw zdrowych byt wyraznie nizszy niz w
kombinacji kontrolnej. Ilos¢ uzyskanych grzyboéw zdrowych, niezaleznie
od terminu porazenia, byta na podobnym poziomie, w przypadku gdy
inoculum wynosito 10% jtk- ml™, natomiast wyzsze koncentracje komoérek
bakterii wyraznie wptyngly na obnizenie plonu, gdy porazeniu ulegly
zawiazki 1 owocniki pieczarki (rys. 3).
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Rys. 1. Plon owocnikéw zdrowych w I rzucie w zaleznosci od terminu poraze-
nia i koncentracji komorek bakterii

Fig. 1. Yield of healthy mushrooms in the first flush according to the infection
time and the concentration of bacteria cells
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Rys. 2. Plon owocnikoéw porazonych w I rzucie w zaleznosci od terminu
porazenia i koncentracji komorek bakterii

Fig. 2. Yield of infected mushrooms in the first flush according to the infection
time and the concentration of bacteria cells
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Rys. 3. Plon owocnikow zdrowych w II rzucie w zalezno$ci od terminu
porazenia i koncentracji komorek bakterii

Fig. 3. Yield of healthy mushrooms in the second flush according to the infec-
tion time and the concentration of bacteria cells
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Rys. 4. Plon owocnikéw porazonych w II rzucie w zalezno$ci od terminu
porazenia i koncentracji komorek bakterii.

Fig. 4. Yield of infected mushrooms in the second flush according to the infec-
tion time and the concentration of bacteria cells.
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Biorac pod uwage plon owocnikow porazonych w II rzucie, wyka-
zano, ze niezaleznie od terminu zainfekowania, juz najnizsze st¢zenie
komorek bakterii wywotato plamy na owocnikach. Podobnie jak w rzucie
I, najwigksza ilos¢ owocnikow z objawami plamisto$ci zebrano w przy-
padku porazenia owocnikow zawiesing o gestosci 10° jtk-ml™ (rys. 4).

Na podstawie przeprowadzonego doswiadczenia stwierdzono, iz
porazenie owocnikow w fazie ich wzrostu przez P. tolaasii skutkuje po-
jawieniem si¢ plamistosci juz w I rzucie przy niskiej koncentracji komo-
rek, a w rezultacie najwyzsza utrata plonu. Podobne wyniki uzyskali Ge-
els 1 in. (1994) w do$wiadczeniu z inna bakteria patogeniczna dla pie-
czarki. Sztuczna infekcja okrywy i owocnikow izolatem P. agarici skut-
kowata pojawieniem si¢ 70% owocnikdéw z objawami bakteriozy w I 1 II
rzucie. Wong i Preece (1982) wykazali, ze porazenie uprawy przez P.
tolaasii wywoluje bakteriozg u 98-100% owocnikoéw, niezaleznie od spo-
sobu podlewania uprawy i wilgotno$ci panujacej w hali uprawowej. Po-
nadto na owocnikach bez ciemnobrazowych plam, objawy choroby po-
jawily si¢ po zerwaniu w ciagu 24 godzin. Podobne obserwacje odnoto-
wano w do$wiadczeniu prowadzonym w ramach niniejszych badan.
Wong i Preece (1982) zakazali owocniki pieczarki zawiesing bakterii i
wykazali, ze objawy chorobowe wystapily po 24 godzinach, gdy inoku-
lum wynosito ponad 5 x 10" jtk-ml™, natomiast przy mniejszym stezeniu
komorek plamy na owocnikach pojawiaty si¢ w ciagu 48-72 godzin. So-
ler-Rivas i in. (1999a) uzyskali podobne wyniki, gdyz po 48 godzinach
pojawity si¢ plamy na owocnikach, gdy koncentracja komorek bakterii
wynosita 1 x 10° jtk-ml™. Jednakze nalezy zaznaczy¢, ze badania prowa-
dzili na zebranych owocnikach. Wedtug Gandy (1967) plamistos¢ bakte-
ryjna pojawia sig, jesli stezenie komorek bakterii wynosi 1 x 10° jtk-ml™
i mniej, natomiast Nair i Fahy (1972) podali, Zze st¢zenie to wynosi
1 x 10% jtk'ml™. Prég inokulum wywolujacy objawy choroby bakteryjnej
nie jest wigc ostatecznie okreslony i1 nadal trudny do zbadania, z uwagi
na niestabilno$¢ bakterii (Soler-Rivas i in. 1999a). Rainey i in. (1992)
donosza, ze liczba komodrek wymaganych do wywotania objawow plami-
stosci zalezy od warunkow i fazy rozwojowej owocnikéw. Istnieja takze
doniesienia, ze 20 komoérek na cm? okrywy w sprzyjajacych warunkach
moze wywolta¢ plamy na owocnikach. Jest to spowodowane tym, iz bak-
terie z tatwoscia przyczepiaja si¢ do strzgpek grzybni i tkanek pieczarki,
co pozwala im przetrwac dtugi czas, w ilosci niewykrywalnej, a nastgp-
nie namnozy¢ si¢ do wartosci, ktéra wywotla objawy choroby bakteryjne;.
Stad czesto pieczarki, bez objawow bakterioz, moga by¢ nosicielami cho-
robotworczych bakterii (Wong i1 Preece 1982). Ponadto formy bakterii
niepatogenicznych moga zmieni¢ si¢ w formy patogeniczne i w warun-
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kach wysokiej wilgotno$ci wywotywac¢ zmiany barwy owocnikow (So-
ler-Rivas i in. 1999a).

WNIOSKI

1. Termin porazenia uprawy pieczarki przez Pseudomonas tolaasii ma
wplyw na nasilenie objawow chorobowych i uzyskany plon owocni-
kow. Najwigksze objawy plamisto$ci 1 najwigkszy plon grzybow
z objawami bakteriozy stwierdzono, gdy porazeniu ulegly owocniki
pieczarki.

2. Liczba komoérek wywotujacych infekcje ma wptyw na nasilenie ob-
jawow plamisto$ci bakteryjnej. Im wigksza liczba bakterii tym wigk-
sze straty plonu owocnikow.
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Joanna Szumigaj-Tarnowska, Jan Szymanski

NEW RESEARCH ASPECTS OF THE BACTERIAL BLOTCH OF THE
WHITE BOTTON MUSHROOM AGARICUS BISPORUS

Summary

The aim of research was to investigate the disease symptoms severity and
development of bacterial blotch caused by Pseudomonas tolaasii Paine accord-
ing to the infection time and the concentration of bacteria cells. Mushroom crop
was infected of bacteria suspension with different concentrations of cells. There
were three inoculation of bacteria moments: after casing, pins formation and
when mushroom caps diameter was 6-8 mm. It was stated that the most severe
symptoms of bacterial blotch were visible when mushroom caps were infected.
However, the biggest yield loses were detected when the biggest suspension of
bacteria was applied, i.e. 1 x 10° cfu-ml™, regardless of the infection time.



