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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 Il 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.
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WSTEP

Bakteriozy sg powszechnymi chorobami cebuli (Allium cepa L.) po-
jawiajgcymi si¢ najczesciej podczas przechowywania oraz transportu.
Choroby te mogg takze rozwing¢ si¢ podczas wegetacji roslin na polu,
szczegolnie po silnym deszczu, W momencie zasychania szczypioru.
Gléwnym Zrodlem infekcji jest zakazona gleba lub resztki roslinne zale-
gajace na polu. Bakterie przenoszone sg przez wode podczas opadoéw lub
nawadniania oraz przez owady. Rozwojowi choroby sprzyja wysoka wil-
gotno$¢ powietrza oraz temperatura 20-30 °C. Czynnikiem etiologicznym
bakterioz moga by¢ nastepujace 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 oprocz gatunkow saprotroficznych obejmuje
takze gatunki patogeniczne, w obrebie ktorych wyroznia si¢ patowary.
Bakterie te wywotuja r6znego rodzaju choroby roslin, w tym mokrg zgni-
lizng (Godfrey i Marshall 2002; Tekoriene i in. 2003; Zwolinska i in. 2009;
Mikicinski i in. 2010). Cebula porazana jest przez nastepujgce 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 roslinnej pod wptywem enzymow pektynolitycznych
wydzielanych przez patogena do srodowiska.

W Polsce od kilku lat notuje si¢ znaczny wzrost liczby chordb bak-
teryjnych na roslinach warzywnych. Przyczyng tego zjawiska sg miedzy
innymi warunki atmosferyczne — wysoka temperatura w okresie wegetacji
warzyw, duze ilo$ci opadoéw, gradobicia, silne wiatry i okresowe podto-
pienia pol. Ponadto brak jest wystarczajaco skutecznych srodkéw ochrony
przed tymi chorobami. W wykazie zarejestrowanych odmian cebuli nie ma
informacji na temat ich odpornosci na choroby bakteryjne. Kowalska
I Smolinska (2014) w warunkach laboratoryjnych stwierdzity zroznico-
wang podatno$ci 33 odmian na porazenie przez B. cepacia, B. gladioli
i P. carotovorum subsp. carotovorum.

Autorki niniejszej pracy w latach 2004-2010 prowadzity badania,
ktorych celem byta charakterystyka bakterii patogenicznych wywotuja-
cych zgnilizng cebuli na terenie Polski. W ramach tych prac z porazonych
cebul uzyskano 75 izolatow bakterii patogenicznych. Przedmiotem pre-
zentowanego opracowania jest charakterystyka oraz ocena patogeniczno-
$ci 1 wirulencji izolatow bakteryjnych nalezacych tylko do rodzaju Pseu-
domonas.

MATERIALY | METODY

Porazone cebule (Allium cepa L.) uzyskano z réznych rejonéw Pol-
ski, zarowno z pol, jak i z przechowalni. Oceniano charakter objawow cho-
robowych po dokonaniu przekroju podtuznego lub poprzecznego cebul.

Z porazonych cebul usuwano zewnetrzne suche tuski, po czym ce-
bule myto pod biezaca woda i ptukano w wodzie destylowanej. Nastepnie
sterylizowano je powierzchniowo przez 30 s w 70% etanolu i ponownie
ptukano w wodzie destylowanej. Cebule krojono podtuznie i z pogranicza
tuski chorej 1 zdrowej wycinano za pomoca skalpela fragmenty tkanki (ok.
6 x 6 mm), ktore wyktadano na pozywke odzywcza NA (Dhingrai Sinclair
1995). Po 48-godzinnej inkubacji w temperaturze 28 °C wyroste bakterie
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kilkakrotnie pasazowano na pozywke w celu uzyskania pojedynczych ko-
lonii bakterii.

Dla sprawdzenia patogenicznosci uzyskanych izolatow bakterii
przeprowadzono inokulacje rosliny zywicielskiej — cebuli. Dojrzate cebule
odm. ‘Grabowska’, ktore po zbiorze byty przechowywane w 4 °C, obrano
I oplukano pod biezacag woda. Poddano je powierzchniowej sterylizacji
w 70% etanolu przez 30 s i w 0,5% NaOCIl przez 5 min, a nastepnie prze-
ptukano dwukrotnie w sterylnej wodzie destylowanej. Tak przygotowang
cebule krojono podtuznie na dwie czesci. Cebule umieszczano w jalowej
szalce (¢ 19 cm) wylozonej bibulg filtracyjna, a nastepnie uszkadzano
w jednym miejscu igla preparacyjng o $rednicy 1,0-1,5 mm. W miejsce
uszkodzenia nanoszono po 20 ul 24-godzinnej hodowli bakteryjnej o ste-
zeniu 1,0-2,5 x 108 jtk-ml™?. Kazdym izolatem zakazano 3 fragmenty ce-
bul. Kombinacj¢ kontrolng stanowity cebule nieinokulowane bakteriami.
Test przeprowadzono trzykrotnie. Szalki umieszczano w komorze inkuba-
cyjnej w temperaturze 28 °C, w ciemnosci. Ocene zdrowotnosci tusek pro-
wadzono po 4-6 dniach inkubacji wedlug stopnia ich porazenia wyrazo-
nego w skali 0-3, gdzie O — brak objawow chorobowych; 1 — zmiany poni-
zej 50% porazonej powierzchni, 2 — ponad 50% powierzchni tuski z obja-
wami zgnilizny, 3 — cata tuska porazona. Do dalszych testow przezna-
czono tylko te izolaty, ktore wykazaly stopien wirulencji powyzej 1 we-
dtug zastosowanej skali.

Izolaty te poddano dalszym testom. Sprawdzono je pod wzgledem
gram ujemnosci, stosujac barwienie metoda Grama. Do oceny zdolnosci
wzrostu bakterii w warunkach beztlenowych wykorzystano podtoze Hugh-
Leifsona (Hugh i Leifson 1953). Dla kazdego izolatu inokulowano po dwie
probowki z podtozem. Do jednej probéwki dodano 2 ml sterylnej parafiny
w celu zapewnienia warunkow beztlenowych. Inkubacje prowadzono
w temperaturze 28 °C przez 48 h. Zmiana zabarwienia pozywki z niebie-
skiego na z6tty §wiadczyla o reakcji pozytywnej, czyli zdolnos$ci bakterii
do wzrostu w warunkach beztlenowych.

Oceng zdolnos$ci bakterii do wytwarzania barwnika, wykazujacego
zdolno$¢ do fluorescencji, badano na pozywce King B selektywnej dla ro-
dzaju Pseudomonas (King i in. 1954). Bakterie inkubowano przez 48 h
w temperaturze 28 °C, a nastgpnie obserwowano §wiecenie barwnika przy
uzyciu transiluminatora w $wietle UV. Na tej podstawie do dalszych badan
wybrano 40 izolatow bakterii posiadajagcych barwnik fluoresceing. 1zolaty
te zostaly oznaczone w nastepujacy sposob: P17, P19, P25, P34, P38, P42,
P43, P44, PA7, 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, PA83, P486, P487, P503, P504, P505, P508, P509 i P513.

W kolejnym etapie przeprowadzono zestaw testow identyfikacyj-
nych LOPAT (Schaad i in. 2001). Zdolno$¢ do wytwarzania lewanu byta
badana na pozywce NAS. Wytwarzanie mukoidalnych, czyli wypuktych,
btyszczacych kolonii, §wiadczyto o obecnosci lewanu.

Obecno$¢ oksydazy badano przy uzyciu krazkow nasgczonych 1%
chlorowodorkiem dimetylo-p-fenylodiaminy (Fluka). Na krazek za po-
mocg wykataczki nanoszono bakterie pobrane z 24 h hodowli. Powstanie
niebieskiego zabarwienia w ciggu ok. 45 s $wiadczyto o dodatnim wyniku.

Test sprawdzajacy aktywnos$¢ pektynolityczng izolatow przeprowa-
dzono na bulwach ziemniaka. Bulwy obrano, powierzchniowo wysteryli-
zowano 1 pocigto na plastry, ktore umieszczano w szalkach Petriego. Na-
cinano je w centralnej czgsci 1 w to miejsce za pomocg ezy wprowadzano
hodowle bakterii. Plastry ziemniaka inkubowano w temperaturze 28 °C
przez 48 h. Oceng rozktadu tkanki ziemniaka prowadzono wedlug naste-
pujacej skali: 1 — brak rozktadu tkanki, 2 — tkanka z ograniczonymi zmia-
nami, 3 — rozlegta zgnilizna.

Zdolno$¢ do rozktadu argininy, czyli obecno$¢ dihydrolazy argininy,
badano na pozywce zawierajacej chlorowodorek argininy oraz czerwien
fenolowg jako indykator. Pozywka byla umieszczona w probdéwkach i za
pomocg ezy zaszczepiona bakteriami. Po 4-dniowej inkubacji w tempera-
turze 28 °C zmiana zabarwienia pozywki na kolor jasnorézowy $wiad-
czyla o reakcji pozytywnej, czyli obecnosci enzymu degradujacego argi-
nin¢ do ornityny z wydzieleniem CO2 i NH3 (Thornley 1960).

Przeprowadzono test nadwrazliwosci na lisciach tytoniu (Nicotiana
tabacum odm. ‘Samsun’) (Schaad i in. 2001). Tyton wysiano okoto dwa
miesigce przed wykonaniem do§wiadczenia. 24-godzinng hodowlg bakte-
ryjna o stezeniu 1,0-2,5 x 108 jtk-mlI* wprowadzano za pomoca strzykawki
do przestrzeni migdzykomorkowych przy nerwie gldéwnym, na spodniej
stronie liScia tytoniu. Obserwacje prowadzono po 24 h inkubacji w tempe-
raturze pokojowej. Badane bakterie zaliczano do patogenicznych, gdy wy-
wotywaty nekroze lisci i obumieranie blaszki lisciowej migdzy nerwami.
Reakcja ta jest dowodem wystgpienia reakcji nadwrazliwosci tytoniu na
bakterie patogeniczne.

Badano zdolno$¢ do wzrostu bakterii w temperaturze 37 i 41 °C
na pozywce NB przez 48 h. Zmetnienie pozywki §wiadczyto o wzro$cie
bakterii (Schaad i in. 2001).
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Testy biochemiczno-fizjologiczne przedstawione powyzej przeprowa-
dzono dwukrotnie, w dwoch lub trzech powtorzeniach dla kazdego izolatu.

Testy biochemiczne dla wybranych izolatow bakterii przeprowa-
dzono takze z zastosowaniem testow APl 20E (BioMerieux SA). W 5 ml
0,85% NaCl przygotowano zawiesing bakterii z 24-godzinnej hodowli.
Zawiesing (po ok. 100/200 ul) napelniano miniprobowki zawierajace
rozne podtoza mikrobiologiczne. Dla testow wymagajacych zapewnienia
warunkow beztlenowych (zdolno$¢ do wykorzystania cytrynianu i aceto-
iny oraz obecno$¢ zelatynazy) do studzienek nanoszono dodatkowo olej
mineralny. Inkubacj¢ prowadzono w temperaturze 36 °C przez 24 go-
dziny. Korzystajac z Tabeli Odczytu zawartej w instrukcji, odczytywano
reakcje w miniprobéwkach oraz okreslano 7-cyfrowy profil numeryczny.
Odczyt wynikdw uzyskiwano przy wykorzystaniu oprogramowania kom-
puterowego apiweb™.

WYNIKI I DYSKUSJA

Z porazonego materiatu roslinnego wyodrebniono 75 izolatow wy-
kazujacych patogenicznos¢ w stosunku do cebuli. Wszystkie izolaty wy-
wolywaly mokra zgnilizng cebuli, co czgsto bylo widoczne dopiero na
przekroju podluznym badanej cebuli. Izolaty zostaty sprawdzone pod
wzgledem patogenicznosci i wirulencji w stosunku do cebuli odm. ‘Gra-
bowska’. Stwierdzono, ze roznity si¢ one miedzy soba stopniem wirulen-
cji, ktory wedhug zastosowanej skali miescit si¢ w granicach 1,5-3,0
(tab. 1). Czterdziesci izolatow na podstawie przeprowadzonych testow
biochemicznych zaklasyfikowano do rodzaju Pseudomonas, ktoérych
wstepng charakterystyke przedstawiono w niniejszej pracy (tab. 1). Pozo-
state izolaty patogeniczne, nalezace do nastgpujacych gatunkoéw: Burk-
holderia gladioli, Enterobacter cloacae, Serratia plymuthica, Pantoea
ananatis, bylty przedmiotem wcze$niej opublikowanych prac naukowych
(Kowalska 2010, Kowalska i in. 2011; 2015).

Obserwacje mikroskopowe preparatow barwionych metoda Grama
potwierdzity gram ujemnos¢ wszystkich 40 charakteryzowanych izolatow.
Zaden z badanych izolatéw nie wykazywat wzrostu w warunkach beztle-
nowych, wszystkie wytwarzaty fluoryzujacy barwnik na pozywce King B.
Zaden z izolatéw nie wykazywat zdolnosci do wzrostu w 41 °C. Cecha ta
potwierdzita przynalezno$¢ do grupy bakterii patogenicznych, gdyz we-
dhug Schaada i in. (2001) patogeniczne gatunki Pseudomonas nie rosng
w tej temperaturze.
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Przeprowadzono zestaw testow LOPAT, okre$lajacych nastepujgce
wiasciwosci biochemiczne: zdolno$¢ do wytwarzania lewanu, obecnos¢
oksydazy, aktywno$¢ pektynolityczng, wytwarzanie dihydrolazy argininy
oraz reakcje nadwrazliwo$ci na lisciach tytoniu. Wyniki tych testow
przedstawiono w tabeli 1. Uzyskane wyniki umozliwity podziat izolatow
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 tescie na zdolnos¢
do wytwarzania lewanu daty wynik pozytywny lub pozytywno-nega-
tywny, wytwarzaly enzym oksydaze i1 dihydrolaze argininy. W tedcie na
ziemniaku wigkszo$¢ izolatow wykazata silng aktywnos$¢ pektynolityczna,
nie wywotywaty reakcji nadwrazliwosci na liSciach tytoniu (tab. 1).

Bakterie te izolowano z cebul pochodzacych z réznych rejonow
Kutna, Leczycy, Zyrardowa, Inowroctawia i Hopkie koto Tomaszowa Lu-
belskiego. Na uwage zastuguje fakt, ze cebule pochodzity zaréwno z pola,
jak rowniez z przechowalni, zatem bakterie rozwijaty si¢ 1 wywotywaty
objawy chorobowe cebuli w zrdéznicowanych warunkach termicznych
podczas uprawy oraz w przechowalni, czyli w 0 °C. Podobne obserwacje
przeprowadzili takze Wright i Hale (1992), Kim i in. (2002) oraz El-Hen-
dawy (2004), ktorzy stwierdzili, ze P. marginalis moze wywotywac bak-
teriozg na cebuli podczas jej przechowywania, powodujac znaczne straty.
Nalezy przypuszczac, ze wystapienie objawow chorobowych wywolywa-
nych przez P. marginalis w przechowalniach bylo spowodowane zakaze-
niem cebul tym patogenem np. podczas zbioru. Bakterie moga wnika¢ do
wnetrza cebul pomiedzy tuski przez szyjke — miejsce po odcigciu szczy-
pioru, a nastgpnie rozwijac si¢ w przechowalni i wywotywac¢ chorobe.

Bakteria P. marginalis wywotuje choroby takze innych gatunkow
warzyw, np. z rodziny kapustowatych (Rimmer i in. 2007). Zwolinska i in.
(2009) badajac populacje bakterii z rodzaju Pseudomonas wywotujacych
mokra zgnilizng r6znych roslin, wykazali, Ze najbardziej patogenicznym
gatunkiem z tej grupy byt P. marginalis. Dodatkowo badacze ci zaobser-
wowali, ze izolaty uzyskane z warzyw — marchwi, pietruszki, selera, pora,
sataty — byly bardziej wirulentne niz pochodzace z roslin uprawnych — bu-
raka cukrowego i rzepaku. W niniejszej pracy wykazano takze wysoka wi-
rulencje izolatow P. marginalis. Stopien porazenia cebul w tescie patoge-
nicznosci wedlug wprowadzonej skali wynosit 2 lub 3, czyli zmiany cho-
robowe obejmowaly odpowiednio okoto ¥ tuski i catg tuske cebuli.
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Izolaty P52, P114, P161, P172, P486 i P508 zaklasyfikowano do
grupy II: P. viridiflava. Testy oceniajace zdolnos¢ tych izolatow do wy-
twarzania lewanu, oksydazy i dihydrolazy argininy daly wynik nega-
tywny. lzolaty wykazaty aktywno$¢ pektynolityczng w tescie na ziem-
niaku oraz wywolaly reakcj¢ nadwrazliwo$ci na lisciach tytoniu (tab. 1).
Izolaty P161, P172, P508 zostaty wyizolowane z cebul, ktére pochodzity
z przechowalni. W tescie patogeniczno$ci stopien ich wirulencji byt dosy¢
wysoki 1 wyniost odpowiednio 1,5; 3,01 2,5. Potwierdza to zdolno$¢ P. vi-
ridiflava do rozwoju i wywotywania choroby w 0 °C. Godfrey i Marshall
(2002) takze stwierdzili, ze gatunek ten moze powodowaé chorobe wa-
rzyw przechowywanych w niskich temperaturach.

Izolaty P25, P54, P97, P125,P128, P176, P178 nie wykazywaty wta-
sciwosci pektynolitycznych, ani nie powodowaty reakcji nadwrazliwosci
na lisciach tytoniu, wytwarzaly oksydaze i dihydrolaze argininy. Na tej
podstawie zaklasyfikowano je do grupy P. fluorescens Va. Izolat P93 nie-
znacznie roznil si¢ od pozostatych, poniewaz wynik w tescie na wytwa-
rzanie lewanu byt zdecydowanie pozytywny. Izolat ten zaliczono do grupy
VD (tab. 1). Bakterie Pseudomonas fluorescens naleza gtéwnie do sapro-
trofow (Schaad i in. 2001), jednakze w pracy wykazano ich patogeniczne
wlasciwos$ci w stosunku do cebuli. Stopien wirulencji poszczego6lnych izo-
latow byt zréznicowany. Uzyskane wyniki sg zbiezne z badaniami Aboaba
(2007) oraz Tekoriene i in. (2003), ktorzy takze zaobserwowali zgnilizng
wewnetrznych tusek cebuli wywotywang przez t¢ grupe bakterii. W Sta-
nach Zjednoczonych Liao i Wells (1987) z przechowywanej papryki z ob-
jawami mig¢kkiej zgnilizny wyizolowali bakterie Pseudomonas, ktore za-
klasyfikowano do grupy V P. fluorescens.

Izolaty P83, P112, P135, P138, P159, P443 wykazywaly zroznico-
wane cechy w testach LOPAT, ktore uniemozliwity zaklasyfikowanie ich
do ktorejkolwiek z grup (tab. 1). Opracowano ich charakterystyke fenoty-
powa z zastosowaniem testu APl 20E. Dla izolatu P443 uzyskano profil
numeryczny 2206004, ktory odpowiadal taksonowi Pseudomonas aerugi-
nosa (tab. 2). Dla pozostatych izolatow P83, P112, P135, P138 i P159 uzy-
skano profile watpliwe 1 na tej podstawie nie udato si¢ ich zidentyfikowaé
do gatunku.

Izolat P443 wyodrgbniony z cebuli pochodzacej z rejondw Poznania
charakteryzowatl si¢ wysokim stopniem wirulencji. P. aeruginosa dosy¢
rzadko wymieniany jest jako patogen roslin. W literaturze sg nieliczne do-
niesienia na ten temat. Abd-Alla i in. (2011), Schwartz i Mohan (2008),
Hao i Xie (2006), a takze Tekoriene i in. (2003) wymieniajg t¢ bakteri¢

25



B. Kowalska, U. Smolifiska

jako sprawce mokrej zgnilizny cebuli. Znacznie wigcej jest doniesien na
temat P. aeruginosa jako sprawcy groznych zakazen u ludzi (de Bent-
zmann i Plesiat 2011). Pomimo patogenicznych wiasciwos$ci bakteria ta
posiada takze potencjat do wykorzystania w biologicznej ochronie roslin
(Couillerot i in. 2009; Yasmin i in. 2014).

Tabela 2. Profil biochemiczny izolatu P443 odpowiadajacy 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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1. Sposrdod 75 izolatdéw patogenicznych uzyskanych z porazonych cebul
(Allium cepa L.) 53% stanowity izolaty nalezace do rodzaju Pseudomo-
nas (40 izolatow).

2. Wsrod 40 patogenicznych izolatow Pseudomonas uzyskanych z cebul
z objawami mokrej zgnilizny najczesciej wystepujacymi gatunkami
byty P. marginalis (20 izolatow — 50%), P. fluorescens Va (7 izolatow
—17,5%) i P. viridiflava (6 izolatow — 15%).

3. Jeden izolat pochodzacy z cebuli uzyskanej z przechowalni z okolic Po-
znania zidentyfikowano jako P. aeruginosa. Izolat ten wykazywat wy-
soki stopien wirulencji, silne wiasciwosci pektynolityczne oraz powo-
dowat nadwrazliwo$¢ na lisciach tytoniu.

4. lzolaty bakteryjne z rodzaju Pseudomonas wykazywaty zroznicowany
stopien wirulencji w tescie patogenicznosci, przy czym 15 badanych izo-
latow (37,5%) powodowato 100% porazenie tuski cebuli w tym tescie.
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