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Abstract

The pathogenicity and virulence of Burkholderia gladioli, Enterobacter
cloacae, Pseudomonas marginalis and Pseudomonas viridiflava strains, obtained
from diseased onion bulbs, were evaluated towards carrot, Chinese cabbage and
cauliflower. The study was conducted under the laboratory conditions. The most
pathogenic bacteria was B. gladioli which caused disease symptoms on all studied
species of vegetables. E. cloacae isolates expressed aggressiveness only to Chi-
nese cabbage. The most susceptible plant to all pathogens tested was Chinese
cabbage.
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WSTEP

Choroby bakteryjne warzyw stanowig W Polsce bardzo powazny
problem. Szczegdlnie niebezpieczng chorobg jest migkka zgnilizna, ktora
wystepuje na warzywach w polu, a takze podczas transportu 1 przechowy-
wania. Gatunki bakterii, ktére wywolujg migkka zgnilizng to glownie Pec-
tobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Pseudomonas marginalis,
Pseudomonas viridiflava i Burkholderia gladioli (Agrios 2005; Schwartz
i Mohan 2008).

Prawie wszystkie warzywa sg narazone na mi¢ckka zgnilizng, ktéra
moze rozwija¢ si¢ bardzo szybko w przechowalni lub w obrocie towaro-
wym. Choroba ta znacznie zmniejsza ilo$¢ 1 obniza jako$¢ warzyw prze-
znaczonych na sprzedaz.

Poczatkowe objawy migkkiej zgnilizny to male plamki wygladajace
jak nasigkniete woda, ktére gwattownie powigkszaja si¢ 1 wystepuja za-
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réwno na powierzchni, jak i w glebi penetrowanej tkanki. Tkanka w obre-
bie porazonego fragmentu przybiera barwg¢ kremowsg, jest $luzowata
I przeksztalca si¢ w lekko ziarnistg mase. Powierzchnia porazonych orga-
ndéw moze pozostac nieuszkodzona, podczas gdy wewnetrzne tkanki zmie-
niajg si¢ w metng, potptynng papke. Z czasem caty organ moze ulec prze-
ksztatceniu w migkka, wodnista, zgnita mase. Z gnijacych tkanek wydziela
si¢ odrazajacy odor. Czesto jest on wynikiem rozktadu tkanki przez wtor-
nie wnikajace bakterie saprotroficzne.

Za rozwdj tej choroby odpowiedzialne sg m.in. enzymy pektoli-
tyczne, ktore odgrywaja znaczacg role w patogenezie. Enzymy te rozkta-
daja tancuch pektynowy na krotsze elementy, az do struktur zawierajgcych
kilka lub tylko jedna czasteczke kwasu galakturonowego. Aktywnos¢ en-
zymoOw prowadzi do rozktadu blaszki srodkowej komorek roslinnych i po-
woduje maceracj¢ 1 dezintegracj¢ tkanek, czemu towarzyszy plazmoliza
i zamieranie komorek (Toth i in. 2003).

Pojawianie si¢ nowych patogenow lub nowych chorob wywotywa-
nych przez patogeny innych gospodarzy roslinnych staje si¢ zjawiskiem
coraz bardziej powszechnym. W Polsce i na §wiecie w ostatnich latach
ukazuje si¢ coraz wiecej prac dotyczacych nowych patogendéw, wywotu-
jacych choroby roslin (Schollenberger i in. 2008). Schollenberger i Zamor-
ski (2008) zaobserwowali w Polsce chorobe eustomy wywotywang przez
Burkholderia gladioli. Stoyanova i in. (2013) w latach 2006-2011 stwier-
dzili po raz pierwszy chorobe cebul $niezycy bialej, ktora powodowaty
bakterie Burkholderia gladioli i Pseudomonas marginalis. Autorki prezen-
towanej pracy we wczesniejszych badaniach zdiagnozowaty choroby ce-
buli (Allium cepa L.), ktorych czynnikami sprawczymi byty bakterie nie-
wystepujace jako patogeny tego warzywa w Polsce (Kowalska 2010; Ko-
walska i in. 2015).

Wskutek globalizacji i intensywnej wymiany handlowej, patogeny
rozprzestrzeniajg si¢ bardzo szybko. W swietle przedstawionej sytuacji nie
mozna wykluczy¢, ze patogeny bakteryjne, intensywnie porazajace cebule
w ostatnich latach, mogg stanowi¢ zagrozenie dla innych gatunkoéw roslin.
Zatem celem niniejszej pracy byto sprawdzenie w warunkach laboratoryj-
nych czy zidentyfikowane we wczesniejszych badaniach bakterie choro-
botworcze dla cebuli moga wywolywa¢ zmiany chorobowe takze na in-
nych gatunkach warzyw.
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MATERIAL I METODY

W badaniach wykorzystano patogeniczne dla cebuli izolaty bakte-
ryjne zdeponowane w Pracowni Mikrobiologii Instytutu Ogrodnictwa
w Skierniewicach — trzy izolaty Burkholderia gladioli: Bg 259, Bg 285,
Bg 435; trzy izolaty Enterobacter cloacae: Ec 166, Ec 160, Ec 153; dwa-
nascie izolatow Pseudomonas marginalis: Pm 17, Pm 19, Pm 34, Pm 47,
Pm 106, Pm 120, Pm 179, Pm 185, Pm 439, Pm 483, Pm 503, Pm 513;
szes¢ izolatow Pseudomonas viridiflava: Pv 52, Pv 114, Pv 161, Pv 172,
Pv 486, Pv 508. Dodatkowo wykorzystano takze trzy izolaty uzyskane
z Banku Mikroorganizméw w Belgii: Burkholderia cepacia LMG 6962,
Burkholderia gladioli pv. alliicola LMG 6979 i Pectobacterium carotovorum
subsp. carotovorum NCPPB 1747. Wszystkie badane izolaty pochodzity
z cebul z objawami chorobowymi. Potwierdzono ich patogeniczno$¢ we-
dhug postulatow Kocha oraz przeprowadzono identyfikacj¢ za pomoca testow
biochemicznych i molekularnych (Kowalska 2010; Kowalska i in. 2015).

W prezentowanych badaniach wykonano testy patogeniczno$ci
w warunkach laboratoryjnych, sprawdzajac zdolno$¢ badanych izolatow
do maceracji organdw wybranych warzyw. Testy przeprowadzono wyko-
rzystujac roze kalafiora (‘Fremont F1”) i liscie kapusty pekinskiej (‘Bilko
F1’) z nastepujacymi izolatami B. gladioli i E. cloacae oraz korzenie mar-
chwi (‘Nerec F1”) z izolatami B. gladioli, E. cloacae, P. marginalis, P. vi-
ridiflava, a takze ze szczepami referencyjnymi wymienionymi powyze;j.
Doswiadczenia zostaty przeprowadzone w warunkach laboratoryjnych
zgodnie z metodyka testu patogenicznos$ci opracowang we wczesniejszych
badaniach (Kowalska 2010).

Korzenie marchwi zostaly obrane i1 pokrojone w plastry. Liscie ka-
pusty pekinskiej zostaty pokrojone na fragmenty 4 x 4 cm. Kwiat kalafiora
zostal podzielony na mate réze. Fragmenty te zostaly przemyte w biezacej
wodzie, sterylizowane powierzchniowo w 70% etanolu przez 30 sekund
I w 0,5% NaOCl przez 5 min, a nastepnie przeptukane dwukrotnie w ste-
rylnej wodzie destylowane;.

Fragmenty organdw warzyw — szes¢ plastrow marchwi, szes¢ frag-
mentow roz kalafiora, trzy fragmenty lisci kapusty pekinskiej zostaty
umieszczone w szalkach Petriego o $rednicy 180 mm, ktore wczesniej zo-
stalty wylozone zwilzong, sterylng bibulg filtracyjng. Na kazdy fragment
naniesiono 20 pl zawiesiny bakteryjnej o gestoéci 1,0-2,5 x 108 jtk-ml™2.
Liscie kapusty pekinskiej przed inokulacjg bakteriami uszkodzono za po-
mocg igly laboratoryjnej. Dla kazdej bakterii przygotowano po trzy szalki
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z badanym gatunkiem warzyw (powtorzenia). Kombinacje kontrolng sta-
nowity warzywa nie inokulowane bakteriami. Szalki Petriego inkubowano
w 28 °C przez 4 dni. Nastepnie oceniano zmiany chorobowe na fragmen-
tach warzyw. W przypadku kalafiora i marchwi stopien porazenia tkanek
okreslano jako procent porazonej powierzchni, natomiast w przypadku ka-
pusty pekinskiej mierzono $rednice plamy z objawami chorobowymi.

Kazde doswiadczenie zostato przeprowadzone trzy razy. Uzyskane
wyniki opracowano metoda analizy wariancji. Do oceny istotnosci r6znic
miedzy $rednimi uzyto testu Newmana-Keulsa (p = 0,05).

WYNIKI I DYSKUSJA

Bakteria B. gladioli okazata si¢ najbardziej wirulentna sposrod ba-
danych gatunkow. Wszystkie izolaty tego gatunku wykazaty patogenicz-
no$¢ w stosunku do korzeni marchwi, r6z kalafiora 1 liSci kapusty pekin-
skiej. Izolaty Bg 259, Bg 285 i Bg 435 wywolywaly migkka zgnilizne,
ktérej zmiany chorobowe osiagnety odpowiednio 55, 100 i 89% po-
wierzchni 16z kalafiora (rys. 1), okoto 50-60% powierzchni krazkéw mar-
chwi (rys. 2) oraz 6,9; 7,6 i 5,9 mm $rednicy plam chorobowych na liciach
kapusty pekinskiej (rys. 3). Izolaty referencyjne B. cepacia LMG 6962
i B. gladioli pv. alliicola LMG 6979 na krazkach marchwi wywolywaty
objawy chorobowe siggajace niemal 100% ich powierzchni (rys. 4).
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Srednie oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢ istotnie przy p = 0,05
Means followed by the same letter are not significantly different at p = 0.05

Rys. 1. Stopien porazenia roz kalafiora przez izolaty B. gladioli i E. cloacae
Fig. 1. The degree of infestation of cauliflower curds by bacterial isolates of
B. gladioli and E. cloacae
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Objasnienia: patrz rys. 1
Explanations: see Fig. 1

Rys. 2. Stopien porazenia krazkéw marchwi przez B. gladioli i E. cloacae
Fig. 2. The degree of infestation of carrot roots by bacterial strains of B. gladioli
and E. cloacae
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Objasnienia: patrz rys. 1; Explanations: see Fig. 1

Rys. 3. Srednica objawéw chorobowych wywotanych przez B. gladioli i E. cloa-
cae na fragmentach lisci kapusty pekinskiej
Fig. 3. The diameter of infestation of Chinese cabbage leaves by bacterial strains
of B. gladioli and E. cloacae
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Objasnienia: patrz rys. 1; Explanations: see Fig. 1

Rys. 4. Stopien porazenia krazkéw marchwi przez bakteryjne izolaty — P. margi-
nalis, P. viridiflava, B. cepacia LMG 6962, B. gladioli pv. alliicola LMG
6979, P. carotovorum subsp. carotovorum NCPPB 1747
Fig. 4. The degree of infestation of carrot roots by bacterial isolates — P. margi-
nalis, P. viridiflava, B. cepacia LMG 6962, B. gladioli pv. alliicola
LMG 6979, P. carotovorum subsp. carotovorum NCPPB 1747

W literaturze znajduje si¢ wiele doniesien na temat infekcji réznych
gatunkow roslin przez B. gladioli. Na przyktad izolowano te¢ bakteri¢ z ro-
$lin Gladiolus sp., Iris sp., Eustoma grandiflorum (Coenye i Vandamme
2003; Stoyanova i in. 2007), roslin z rodziny Orchidaceae (Keith i in.
2005), $niezycy lesnej (Stoyanova i in. 2013), szafranu (Fiori i in. 2011),
kukurydzy (Gijon-Hernandez i in. 2011) i ryzu (Nandakumar i in. 2009).
Jednoczesnie okreslono, Zze bakteria ta powoduje migkka zgnilizne tych
gatunkow roslin. B. gladioli wystepuje takze w warunkach naturalnych
W wodzie, glebie i ryzosferze, zatem uwazana jest za oportunistyczny pa-
togen. Brak jest danych na temat wywolywania przez te bakteri¢ chorob
na marchwi, kalafiorze i kapuscie pekinskiej. Na podstawie uzyskanych
wynikow mozna zaktada¢, ze bakteria B. gladioli moze stanowié poten-
cjalne zagrozenie dla korzeni marchwi, r6z kalafiora i kapusty pekinskie;j.
Nalezy jednak pamigtac, ze pojawienie si¢ choroby w warunkach polo-
wych jest konsekwencja szeregu czynnikow biotycznych (relacja ro$lina —
patogen) i abiotycznych (np. temperatura, wilgotnosc).
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Badane trzy izolaty E. cloacae ro6znity si¢ miedzy soba patogenicz-
noscig 1 wirulencja w stosunku do kapusty pekinskiej. Izolaty Ec 166
i Ec 160 wywolywaly najbardziej rozlegte zmiany, plamy chorobowe osig-
gaty odpowiednio $rednice 5,1 1 3,0 cm. Natomiast izolat Ec 153 nie wy-
wotywat zmian chorobowych na lisciach kapusty pekinskiej (rys. 3).
Szczepy bakteryjne tego samego gatunku moga r6zni¢ si¢ stopniem wiru-
lencji w stosunku do atakowanych gatunkow roslin. Jest to zjawisko do-
brze udokumentowane w literaturze (Thomidis i in. 2005; Kowalska 2010;
Mikicinski i in. 2010; Elbanna i in. 2014). Zjawisko to takze wystgpito
w badaniach prowadzonych z izolatami E. cloacae. W naturze E. cloacae
wystepuje w glebie, w wodzie, na nasionach roslin. W sprzyjajacych wa-
runkach powoduje zgnilizng cebuli (ang. enterobacter bulb decay) (Schro-
eder i in. 2009; Kowalska 2010). Zasi¢g choroby nie jest duzy, ale z roku
na rok wzrasta liczba miejscowosci, w ktorych bakteria ta jest wykrywana
jako patogen cebuli. Sg doniesienia, Ze patogen ten, oprdcz cebuli, poraza
takze papaje (Nishijima i in. 1987) i imbir (Nishijima i in. 2004). W lite-
raturze brak jest informacji na temat patogeniczno$ci bakterii E. cloacae
w stosunku do kapusty pekinskiej, jednak wyniki badan wskazuja, ze bak-
teria moze stanowi¢ zagrozenie dla kapusty pekinskiej.

Badane izolaty P. viridiflava and P. marginalis nie wywotywaty
istotnych zmian chorobowych na korzeniach marchwi. Jedynie pig¢ izola-
tow P. marginalis powodowalo zmiany chorobowe na fragmentach ko-
rzeni osiagajace okolo 18-20% powierzchni, jednakze roznice nie byly
istotne statystycznie (rys. 4). Bakterie Pseudomonas szczego6lnie P. viridi-
flava i P. marginalis sg powszechnie znane jako patogeny wywotujace
migkka zgnilizne réznych gatunkow roslin. W' literaturze §wiatowej sa
takze doniesienia na temat zmian chorobowych wywolywanych przez te
bakterie na korzeniach marchwi, szczegdlnie podczas przechowywania
(Godfrey i Marshall 2002; Kahala i in. 2012).

Podsumowujac, uzyskane wyniki §wiadczg o zdolnosciach chorobo-
tworczych badanych izolatow bakterii w stosunku do marchwi, kapusty
pekinskiej i kalafiora, nalezy jednak podkresli¢, ze fakt ten nie upowaznia
do stwierdzenia, ze patogeny te wywotaja zmiany chorobowe w warun-
kach polowych.

WNIOSKI
1. Izolaty B. gladioli Bg 259, Bg 285 i Bg 435 wyosobnione z porazonych
cebul wywotywaty zmiany chorobowe w postaci gnilnych plam na ro-
zach kalafiora ‘Fremont F1’, korzeniach marchwi ‘Nerec F1’ i liSciach
kapusty pekinskiej ‘Bilko F1’.
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2. lzolaty E. cloacae Ec 166 i Ec 160 powodujagce migkka zgnilizne cebuli
wywotywatly gnilne zmiany na liSciach kapusty pekinskiej ‘Bilko F1’.

3. Stopien porazenia krgzkow marchwi przez izolaty P. marginalis i P. vi-
ridiflava nie roznit si¢ istotnie od kontroli, zatem mozna przypuszczac,
ze 1zolaty te nie stanowig zagrozenia dla marchwi ‘Nerec F1’.
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