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Abstract 

From bulbs of onion (Allium cepa L.) with soft rot symptoms growing in 

different parts of Poland 75 bacterial isolates were obtained. The pathogenicity 

of these isolates was confirmed by biotests. The results presented in this paper 

involved forty isolates which were identified as Pseudomonas genera. These iso-

lates were characterized biochemically. On the obtained results 20 isolates were 

classified to IVa Pseudomonas marginalis (50%), 6 isolates to group II P. virid-

iflava (15%), 7 isolates to P. fluorescens group Va (17.5%), 1 isolate to group Vb 

(2.5%), 1 isolate – P. aeruginosa (2.5%). Five isolates were not classified to any 

of the group Pseudomonas. 

 

Key words: bacteria, Pseudomonas, onion, soft rot 

 

WSTĘP 

Bakteriozy są powszechnymi chorobami cebuli (Allium cepa L.) po-

jawiającymi się najczęściej podczas przechowywania oraz transportu. 

Choroby te mogą także rozwinąć się podczas wegetacji roślin na polu, 

szczególnie po silnym deszczu, w momencie zasychania szczypioru. 

Głównym źródłem infekcji jest zakażona gleba lub resztki roślinne zale-

gające na polu. Bakterie przenoszone są przez wodę podczas opadów lub 

nawadniania oraz przez owady. Rozwojowi choroby sprzyja wysoka wil-

gotność powietrza oraz temperatura 20-30 °C. Czynnikiem etiologicznym 

bakterioz mogą być następujące gatunki: Burkholderia cepacia, B. gla-

dioli, Pectobacterium carotovorum, Enterobacter cloacae oraz bakterie 

z rodzaju Pseudomonas (Schwartz i Mohan 2008; Kowalska 2010; Kowal-

ska i in. 2015).  
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Rodzaj Pseudomonas oprócz gatunków saprotroficznych obejmuje 

także gatunki patogeniczne, w obrębie których wyróżnia się patowary. 

Bakterie te wywołują różnego rodzaju choroby roślin, w tym mokrą zgni-

liznę (Godfrey i Marshall 2002; Tekoriene i in. 2003; Zwolińska i in. 2009; 

Mikiciński i in. 2010). Cebula porażana jest przez następujące bakterie 

z rodzaju Pseudomonas: P. syringae, P. viridiflava, P. aeruginosa, P. mar-

ginalis pv. marginalis (Mohan i Bijman 1998; Schwarz i Mohan 2008; 

Achbani i in. 2014). Charakterystyczne objawy mokrej zgnilizny to mace-

racja i rozpad tkanki roślinnej pod wpływem enzymów pektynolitycznych 

wydzielanych przez patogena do środowiska.  

W Polsce od kilku lat notuje się znaczny wzrost liczby chorób bak-

teryjnych na roślinach warzywnych. Przyczyną tego zjawiska są między 

innymi warunki atmosferyczne – wysoka temperatura w okresie wegetacji 

warzyw, duże ilości opadów, gradobicia, silne wiatry i okresowe podto-

pienia pól. Ponadto brak jest wystarczająco skutecznych środków ochrony 

przed tymi chorobami. W wykazie zarejestrowanych odmian cebuli nie ma 

informacji na temat ich odporności na choroby bakteryjne. Kowalska 

i Smolińska (2014) w warunkach laboratoryjnych stwierdziły zróżnico-

waną podatności 33 odmian na porażenie przez B. cepacia, B. gladioli 

i P. carotovorum subsp. carotovorum.  

Autorki niniejszej pracy w latach 2004-2010 prowadziły badania, 

których celem była charakterystyka bakterii patogenicznych wywołują-

cych zgniliznę cebuli na terenie Polski. W ramach tych prac z porażonych 

cebul uzyskano 75 izolatów bakterii patogenicznych. Przedmiotem pre-

zentowanego opracowania jest charakterystyka oraz ocena patogeniczno-

ści i wirulencji izolatów bakteryjnych należących tylko do rodzaju Pseu-

domonas.  

 

MATERIAŁY I METODY 

Porażone cebule (Allium cepa L.) uzyskano z różnych rejonów Pol-

ski, zarówno z pól, jak i z przechowalni. Oceniano charakter objawów cho-

robowych po dokonaniu przekroju podłużnego lub poprzecznego cebul.  

Z porażonych cebul usuwano zewnętrzne suche łuski, po czym ce-

bule myto pod bieżącą wodą i płukano w wodzie destylowanej. Następnie 

sterylizowano je powierzchniowo przez 30 s w 70% etanolu i ponownie 

płukano w wodzie destylowanej. Cebule krojono podłużnie i z pogranicza 

łuski chorej i zdrowej wycinano za pomocą skalpela fragmenty tkanki (ok. 

6 × 6 mm), które wykładano na pożywkę odżywczą NA (Dhingra i Sinclair 

1995). Po 48-godzinnej inkubacji w temperaturze 28 °C wyrosłe bakterie 
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kilkakrotnie pasażowano na pożywkę w celu uzyskania pojedynczych ko-

lonii bakterii. 

Dla sprawdzenia patogeniczności uzyskanych izolatów bakterii 

przeprowadzono inokulację rośliny żywicielskiej – cebuli. Dojrzałe cebule 

odm. ‘Grabowska’, które po zbiorze były przechowywane w 4 °C, obrano 

i opłukano pod bieżącą wodą. Poddano je powierzchniowej sterylizacji 

w 70% etanolu przez 30 s i w 0,5% NaOCl przez 5 min, a następnie prze-

płukano dwukrotnie w sterylnej wodzie destylowanej. Tak przygotowaną 

cebulę krojono podłużnie na dwie części. Cebule umieszczano w jałowej 

szalce (ø 19 cm) wyłożonej bibułą filtracyjną, a następnie uszkadzano 

w jednym miejscu igłą preparacyjną o średnicy 1,0-1,5 mm. W miejsce 

uszkodzenia nanoszono po 20 μl 24-godzinnej hodowli bakteryjnej o stę-

żeniu 1,0-2,5 × 108 jtk·ml-1. Każdym izolatem zakażano 3 fragmenty ce-

bul. Kombinację kontrolną stanowiły cebule nieinokulowane bakteriami. 

Test przeprowadzono trzykrotnie. Szalki umieszczano w komorze inkuba-

cyjnej w temperaturze 28 °C, w ciemności. Ocenę zdrowotności łusek pro-

wadzono po 4-6 dniach inkubacji według stopnia ich porażenia wyrażo-

nego w skali 0-3, gdzie 0 – brak objawów chorobowych; 1 – zmiany poni-

żej 50% porażonej powierzchni, 2 – ponad 50% powierzchni łuski z obja-

wami zgnilizny, 3 – cała łuska porażona. Do dalszych testów przezna-

czono tylko te izolaty, które wykazały stopień wirulencji powyżej 1 we-

dług zastosowanej skali.  

Izolaty te poddano dalszym testom. Sprawdzono je pod względem 

gram ujemności, stosując barwienie metodą Grama. Do oceny zdolności 

wzrostu bakterii w warunkach beztlenowych wykorzystano podłoże Hugh-

Leifsona (Hugh i Leifson 1953). Dla każdego izolatu inokulowano po dwie 

probówki z podłożem. Do jednej probówki dodano 2 ml sterylnej parafiny 

w celu zapewnienia warunków beztlenowych. Inkubację prowadzono 

w temperaturze 28 °C przez 48 h. Zmiana zabarwienia pożywki z niebie-

skiego na żółty świadczyła o reakcji pozytywnej, czyli zdolności bakterii 

do wzrostu w warunkach beztlenowych. 

Ocenę zdolności bakterii do wytwarzania barwnika, wykazującego 

zdolność do fluorescencji, badano na pożywce King B selektywnej dla ro-

dzaju Pseudomonas (King i in. 1954). Bakterie inkubowano przez 48 h 

w temperaturze 28 °C, a następnie obserwowano świecenie barwnika przy 

użyciu transiluminatora w świetle UV. Na tej podstawie do dalszych badań 

wybrano 40 izolatów bakterii posiadających barwnik fluoresceinę. Izolaty 

te zostały oznaczone w następujący sposób: P17, P19, P25, P34, P38, P42, 

P43, P44, P47, P52, P54, P83, P93, P97, P111, P112, P114, P120, P125, 
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P128, P135, P138, P159, P161, P172, P176, P178, P179, P185, P439, 

P443, P483, P486, P487, P503, P504, P505, P508, P509 i P513. 

W kolejnym etapie przeprowadzono zestaw testów identyfikacyj-

nych LOPAT (Schaad i in. 2001). Zdolność do wytwarzania lewanu była 

badana na pożywce NAS. Wytwarzanie mukoidalnych, czyli wypukłych, 

błyszczących kolonii, świadczyło o obecności lewanu. 

Obecność oksydazy badano przy użyciu krążków nasączonych 1% 

chlorowodorkiem dimetylo-p-fenylodiaminy (Fluka). Na krążek za po-

mocą wykałaczki nanoszono bakterie pobrane z 24 h hodowli. Powstanie 

niebieskiego zabarwienia w ciągu ok. 45 s świadczyło o dodatnim wyniku. 

Test sprawdzający aktywność pektynolityczną izolatów przeprowa-

dzono na bulwach ziemniaka. Bulwy obrano, powierzchniowo wysteryli-

zowano i pocięto na plastry, które umieszczano w szalkach Petriego. Na-

cinano je w centralnej części i w to miejsce za pomocą ezy wprowadzano 

hodowlę bakterii. Plastry ziemniaka inkubowano w temperaturze 28 °C 

przez 48 h. Ocenę rozkładu tkanki ziemniaka prowadzono według nastę-

pującej skali: 1 – brak rozkładu tkanki, 2 – tkanka z ograniczonymi zmia-

nami, 3 – rozległa zgnilizna.  

Zdolność do rozkładu argininy, czyli obecność dihydrolazy argininy, 

badano na pożywce zawierającej chlorowodorek argininy oraz czerwień 

fenolową jako indykator. Pożywka była umieszczona w probówkach i za 

pomocą ezy zaszczepiona bakteriami. Po 4-dniowej inkubacji w tempera-

turze 28 °C zmiana zabarwienia pożywki na kolor jasnoróżowy świad-

czyła o reakcji pozytywnej, czyli obecności enzymu degradującego argi-

ninę do ornityny z wydzieleniem CO2 i NH3 (Thornley 1960). 

Przeprowadzono test nadwrażliwości na liściach tytoniu (Nicotiana 

tabacum odm. ‘Samsun’) (Schaad i in. 2001). Tytoń wysiano około dwa 

miesiące przed wykonaniem doświadczenia. 24-godzinną hodowlę bakte-

ryjną o stężeniu 1,0-2,5 × 108 jtk·ml-1 wprowadzano za pomocą strzykawki 

do przestrzeni międzykomórkowych przy nerwie głównym, na spodniej 

stronie liścia tytoniu. Obserwacje prowadzono po 24 h inkubacji w tempe-

raturze pokojowej. Badane bakterie zaliczano do patogenicznych, gdy wy-

woływały nekrozę liści i obumieranie blaszki liściowej między nerwami. 

Reakcja ta jest dowodem wystąpienia reakcji nadwrażliwości tytoniu na 

bakterie patogeniczne. 

Badano zdolność do wzrostu bakterii w temperaturze 37 i 41 °C 

na pożywce NB przez 48 h. Zmętnienie pożywki świadczyło o wzroście 

bakterii (Schaad i in. 2001). 
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Testy biochemiczno-fizjologiczne przedstawione powyżej przeprowa-

dzono dwukrotnie, w dwóch lub trzech powtórzeniach dla każdego izolatu. 

Testy biochemiczne dla wybranych izolatów bakterii przeprowa-

dzono także z zastosowaniem testów API 20E (BioMerieux SA). W 5 ml 

0,85% NaCl przygotowano zawiesiną bakterii z 24-godzinnej hodowli. 

Zawiesiną (po ok. 100/200 μl) napełniano miniprobówki zawierające 

różne podłoża mikrobiologiczne. Dla testów wymagających zapewnienia 

warunków beztlenowych (zdolność do wykorzystania cytrynianu i aceto-

iny oraz obecność żelatynazy) do studzienek nanoszono dodatkowo olej 

mineralny. Inkubację prowadzono w temperaturze 36 °C przez 24 go-

dziny. Korzystając z Tabeli Odczytu zawartej w instrukcji, odczytywano 

reakcje w miniprobówkach oraz określano 7-cyfrowy profil numeryczny. 

Odczyt wyników uzyskiwano przy wykorzystaniu oprogramowania kom-

puterowego apiwebTM.  

 

WYNIKI I DYSKUSJA 

Z porażonego materiału roślinnego wyodrębniono 75 izolatów wy-

kazujących patogeniczność w stosunku do cebuli. Wszystkie izolaty wy-

woływały mokrą zgniliznę cebuli, co często było widoczne dopiero na 

przekroju podłużnym badanej cebuli. Izolaty zostały sprawdzone pod 

względem patogeniczności i wirulencji w stosunku do cebuli odm. ‘Gra-

bowska’. Stwierdzono, że różniły się one między sobą stopniem wirulen-

cji, który według zastosowanej skali mieścił się w granicach 1,5-3,0 

(tab. 1). Czterdzieści izolatów na podstawie przeprowadzonych testów 

biochemicznych zaklasyfikowano do rodzaju Pseudomonas, których 

wstępną charakterystykę przedstawiono w niniejszej pracy (tab. 1). Pozo-

stałe izolaty patogeniczne, należące do następujących gatunków: Burk-

holderia gladioli, Enterobacter cloacae, Serratia plymuthica, Pantoea 

ananatis, były przedmiotem wcześniej opublikowanych prac naukowych 

(Kowalska 2010, Kowalska i in. 2011; 2015). 

Obserwacje mikroskopowe preparatów barwionych metodą Grama 

potwierdziły gram ujemność wszystkich 40 charakteryzowanych izolatów. 

Żaden z badanych izolatów nie wykazywał wzrostu w warunkach beztle-

nowych, wszystkie wytwarzały fluoryzujący barwnik na pożywce King B. 

Żaden z izolatów nie wykazywał zdolności do wzrostu w 41 °C. Cecha ta 

potwierdziła przynależność do grupy bakterii patogenicznych, gdyż we-

dług Schaada i in. (2001) patogeniczne gatunki Pseudomonas nie rosną 

w tej temperaturze. 
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Przeprowadzono zestaw testów LOPAT, określających następujące 

właściwości biochemiczne: zdolność do wytwarzania lewanu, obecność 

oksydazy, aktywność pektynolityczną, wytwarzanie dihydrolazy argininy 

oraz reakcję nadwrażliwości na liściach tytoniu. Wyniki tych testów 

przedstawiono w tabeli 1. Uzyskane wyniki umożliwiły podział izolatów 

na grupy LOPAT (Lelliott i in. 1966). 

Izolaty P17, P19, P34, P38, P42, P43, P44, P47, P111, P120, P179, 

P185, P439, P483, P487, P503, P504, P505, P509 i P513 zaklasyfikowano 

do grupy IVa: Pseudomonas marginalis. Bakterie te w teście na zdolność 

do wytwarzania lewanu dały wynik pozytywny lub pozytywno-nega-

tywny, wytwarzały enzym oksydazę i dihydrolazę argininy. W teście na 

ziemniaku większość izolatów wykazała silną aktywność pektynolityczną, 

nie wywoływały reakcji nadwrażliwości na liściach tytoniu (tab. 1).  

Bakterie te izolowano z cebul pochodzących z różnych rejonów 

Kutna, Łęczycy, Żyrardowa, Inowrocławia i Hopkie koło Tomaszowa Lu-

belskiego. Na uwagę zasługuje fakt, że cebule pochodziły zarówno z pola, 

jak również z przechowalni, zatem bakterie rozwijały się i wywoływały 

objawy chorobowe cebuli w zróżnicowanych warunkach termicznych 

podczas uprawy oraz w przechowalni, czyli w 0 °C. Podobne obserwacje 

przeprowadzili także Wright i Hale (1992), Kim i in. (2002) oraz El-Hen-

dawy (2004), którzy stwierdzili, że P. marginalis może wywoływać bak-

teriozę na cebuli podczas jej przechowywania, powodując znaczne straty. 

Należy przypuszczać, że wystąpienie objawów chorobowych wywoływa-

nych przez P. marginalis w przechowalniach było spowodowane zakaże-

niem cebul tym patogenem np. podczas zbioru. Bakterie mogą wnikać do 

wnętrza cebul pomiędzy łuski przez szyjkę – miejsce po odcięciu szczy-

pioru, a następnie rozwijać się w przechowalni i wywoływać chorobę.  

Bakteria P. marginalis wywołuje choroby także innych gatunków 

warzyw, np. z rodziny kapustowatych (Rimmer i in. 2007). Zwolińska i in. 

(2009) badając populację bakterii z rodzaju Pseudomonas wywołujących 

mokrą zgniliznę różnych roślin, wykazali, że najbardziej patogenicznym 

gatunkiem z tej grupy był P. marginalis. Dodatkowo badacze ci zaobser-

wowali, że izolaty uzyskane z warzyw – marchwi, pietruszki, selera, pora, 

sałaty – były bardziej wirulentne niż pochodzące z roślin uprawnych – bu-

raka cukrowego i rzepaku. W niniejszej pracy wykazano także wysoką wi-

rulencję izolatów P. marginalis. Stopień porażenia cebul w teście patoge-

niczności według wprowadzonej skali wynosił 2 lub 3, czyli zmiany cho-

robowe obejmowały odpowiednio około ¾ łuski i całą łuskę cebuli.  
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Izolaty P52, P114, P161, P172, P486 i P508 zaklasyfikowano do 

grupy II: P. viridiflava. Testy oceniające zdolność tych izolatów do wy-

twarzania lewanu, oksydazy i dihydrolazy argininy dały wynik nega-

tywny. Izolaty wykazały aktywność pektynolityczną w teście na ziem-

niaku oraz wywołały reakcję nadwrażliwości na liściach tytoniu (tab. 1). 

Izolaty P161, P172, P508 zostały wyizolowane z cebul, które pochodziły 

z przechowalni. W teście patogeniczności stopień ich wirulencji był dosyć 

wysoki i wyniósł odpowiednio 1,5; 3,0 i 2,5. Potwierdza to zdolność P. vi-

ridiflava do rozwoju i wywoływania choroby w 0 °C. Godfrey i Marshall 

(2002) także stwierdzili, że gatunek ten może powodować chorobę wa-

rzyw przechowywanych w niskich temperaturach. 

Izolaty P25, P54, P97, P125, P128, P176, P178 nie wykazywały wła-

ściwości pektynolitycznych, ani nie powodowały reakcji nadwrażliwości 

na liściach tytoniu, wytwarzały oksydazę i dihydrolazę argininy. Na tej 

podstawie zaklasyfikowano je do grupy P. fluorescens Va. Izolat P93 nie-

znacznie różnił się od pozostałych, ponieważ wynik w teście na wytwa-

rzanie lewanu był zdecydowanie pozytywny. Izolat ten zaliczono do grupy 

Vb (tab. 1). Bakterie Pseudomonas fluorescens należą głównie do sapro-

trofów (Schaad i in. 2001), jednakże w pracy wykazano ich patogeniczne 

właściwości w stosunku do cebuli. Stopień wirulencji poszczególnych izo-

latów był zróżnicowany. Uzyskane wyniki są zbieżne z badaniami Aboaba 

(2007) oraz Tekoriene i in. (2003), którzy także zaobserwowali zgniliznę 

wewnętrznych łusek cebuli wywoływaną przez tę grupę bakterii. W Sta-

nach Zjednoczonych Liao i Wells (1987) z przechowywanej papryki z ob-

jawami miękkiej zgnilizny wyizolowali bakterie Pseudomonas, które za-

klasyfikowano do grupy V P. fluorescens. 

Izolaty P83, P112, P135, P138, P159, P443 wykazywały zróżnico-

wane cechy w testach LOPAT, które uniemożliwiły zaklasyfikowanie ich 

do którejkolwiek z grup (tab. 1). Opracowano ich charakterystykę fenoty-

pową z zastosowaniem testu API 20E. Dla izolatu P443 uzyskano profil 

numeryczny 2206004, który odpowiadał taksonowi Pseudomonas aerugi-

nosa (tab. 2). Dla pozostałych izolatów P83, P112, P135, P138 i P159 uzy-

skano profile wątpliwe i na tej podstawie nie udało się ich zidentyfikować 

do gatunku.  

Izolat P443 wyodrębniony z cebuli pochodzącej z rejonów Poznania 

charakteryzował się wysokim stopniem wirulencji. P. aeruginosa dosyć 

rzadko wymieniany jest jako patogen roślin. W literaturze są nieliczne do-

niesienia na ten temat. Abd-Alla i in. (2011), Schwartz i Mohan (2008), 

Hao i Xie (2006), a także Tekoriene i in. (2003) wymieniają tę bakterię 
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jako sprawcę mokrej zgnilizny cebuli. Znacznie więcej jest doniesień na 

temat P. aeruginosa jako sprawcy groźnych zakażeń u ludzi (de Bent-

zmann i Plesiat 2011). Pomimo patogenicznych właściwości bakteria ta 

posiada także potencjał do wykorzystania w biologicznej ochronie roślin 

(Couillerot i in. 2009; Yasmin i in. 2014). 

 
Tabela 2. Profil biochemiczny izolatu P443 odpowiadający taksonowi P. aerugi-

nosa wg testu API 20E 

Table 2. Biochemical profile of P443 isolate corresponding to P. aeruginosa ac-

cording to API 20E test 
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WNIOSKI 

1. Spośród 75 izolatów patogenicznych uzyskanych z porażonych cebul 

(Allium cepa L.) 53% stanowiły izolaty należące do rodzaju Pseudomo-

nas (40 izolatów). 

2. Wśród 40 patogenicznych izolatów Pseudomonas uzyskanych z cebul 

z objawami mokrej zgnilizny najczęściej występującymi gatunkami 

były P. marginalis (20 izolatów – 50%), P. fluorescens Va (7 izolatów 

– 17,5%) i P. viridiflava (6 izolatów – 15%). 

3. Jeden izolat pochodzący z cebuli uzyskanej z przechowalni z okolic Po-

znania zidentyfikowano jako P. aeruginosa. Izolat ten wykazywał wy-

soki stopień wirulencji, silne właściwości pektynolityczne oraz powo-

dował nadwrażliwość na liściach tytoniu. 

4. Izolaty bakteryjne z rodzaju Pseudomonas wykazywały zróżnicowany 

stopień wirulencji w teście patogeniczności, przy czym 15 badanych izo-

latów (37,5%) powodowało 100% porażenie łuski cebuli w tym teście. 
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