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Streszczenie

W oddziale IHAR-PIB w Mftochowie prowadzona jest kolekcja bakterii pektynolitycznych wywotujgcych
dwie choroby ziemniaka: czarng n6zke i mokrg zgnilizne bulw. Izolaty bakterii 0 najwyzszej agresyw-
noSci wykorzystywane sg w celach edukacyjnych, w naukowych badaniach genetycznych i pracach
hodowlanych do oceny poziomu odpornosci na bakterie rodéw hodowlanych i odmian ziemniaka. W
latach 2013-2020 z réznych odmian ziemniaka wyizolowano i zidentyfikowano 24 izolaty nalezgce do
4 réznych gatunkow bakterii: 10 izolatéw reprezentowato Pectobacterium carotovorum, 8 — P. brasi-
liense sp. nov., 3 — P. atrosepticum i 3 — P. parmentieri. Najwyzszg agresywnoscig w temperaturze
30°C charakteryzowaty sie izolaty P. brasiliense i wzorcowy szczep Dickeya solani.

Stowa kluczowe: agresywno$¢ bakterii, mokra zgnilizna bulw ziemniaka

Abstract

A collection of pectinolytic bacteria causing two potato diseases, blackleg and tuber soft rot is carried
at the Plant Breeding and Acclimatization Institute — National Research Institute (IHAR-PIB) in Mfo-
chow. Bacterial isolates with the highest aggressiveness are used for educational purposes, in scienti-
fic genetic research and breeding work to assess the level of resistance to bacteria in breeding lines
and potato varieties. In the years 2013-2020, 24 isolates belonging to 4 different species were identi-
fied: 10 isolates of Pectobacterium carotovorum, 8 — P. brasiliense sp. nov., 3 — P. atrosepticum i 3 —
P. parmentieri. The isolates of P. brasiliense and the model strain of D. solani were characterized by
the highest aggressiveness at 30°C.

Keywords: aggressiveness of bacteria, soft rot of potato tubers

.Tworzenie naukowych podstaw twa i bezpieczenstwa zywnosciowego kraju”,
postepu biologicznego i ochrona prowadzonego w latach 2015-2020 a finan-
roslinnych zasobdw genowych zrodiem in- sowanego przez Ministerstwo Rolnictwa i

W ramach wieloletniego programu nowagiji i wsparcia zréwnowazonego rolnic-
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Rozwoju Wsi, realizowano zadanie pt. ,Ana-
liza zmian w populacjach wazniejszych pa-
togendéw ziemniaka dla potrzeb prowadzenia
hodowli odpornosciowej oraz produkc;ji”.
Bakterie pektynolityczne, nalezgce do
réznych gatunkow, charakteryzujg sie zdol-
noscig do wytwarzania wielu enzymow, ktore
prowadzg do uszkodzenia Scian komoérko-
wych i maceracji tkanki todyg i bulw ziemnia-
ka. Bakterie tej grupy powodujg dwie choro-
by ziemniaka: czarng nozke i mokrg zgnili-
zne bulw. Gatunki bakterii pektynolitycznych
wystepujgcych w Polsce, ich szkodliwos$é
oraz rozwoéj wywotywanych przez nie choréb
opisali Lebecka i Michalak (2017) oraz Le-
becka i Czarniak (2019). W ostatnim czasie
nastgpity zmiany w systematyce bakterii.
Portier i inni (2019) zaproponowali wyniesie-
nie podgatunku P. carotovorum subsp. brasi-
liense do rangi gatunku P. brasiliense sp.
nov. Zmiany w populacji bakterii pektynoli-
tycznych sg dynamiczne, w Europie Za-
chodniej w uprawie ziemniaka rozprzestrze-

niat sie poczatkowo gatunek bakterii Dickeya
solani, a obecnie P. brasiliense (van der
Wolf i in. 2014, 2017). W Polsce bakterie D.
solani sg wykrywane od 2005 r., a P. brasi-
liense, zidentyfikowane przez Waleron i in-
nych (2015), wystepowaty co najmniej od
1996 r., z tym ze wowczas oznaczano je
jako P. carotovorum.

Gtoéwnym celem prac prowadzonych w
ramach realizowanego zadania byt zbidr,
identyfikacja, przechowywanie izolatow bak-
terii pektynolitycznych, ocena agresywnosci
izolatéw do testowania odpornosci ziemnia-
ka, materiatdbw hodowlanych i odmian upra-
wianych w Polsce oraz nieodpfatne udostep-
nianie bakterii do badan i w celach dydak-
tycznych.

Materiaty i metody

Izolaty bakterii zebrane w latach 2013-2020
w Polsce i trzy szczepy wzorcowe uzyte w
badaniach przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1

Izolaty uzyte w badaniach agresywnosci, ich pochodzenie i metody identyfikacji

Pochodzenie
Gatunek Izolat/ szczep . ROk.. balfteru, nazwa Metoda identyfikaciji
izolaciji odmiany/genotypu
ziemniaka
Pectobacterium Pba1M14 2014 Gandawa MDH?2, icdA, qQaX*
atrosepticum Pba2M14 2014 Oberon PCR de Boeriin. 2012
Pba3M14 2014 Bard PCR de Boeriin. 2012
Pcb1M16 2016 Denar icdA, dnaX
Pcb2M16 2016 Bellarosa icdA, dnaX
Pectobacterium Pcb3M16 2016 Syrena MDH?2, /:ch, dnaX
brasiliense Pcb4M16 2016 Tacoma MDHZ, icdA, dnaX
Sp. NOV. Pcb5M16 2016 Tacoma icdA, dnaX
Pcb6M17 2017 Caprice icdA, dnaX
Pcb7M17 2017 Bellarosa MDH?2, icdA, dnaX
Pcb8M17 2017 Gwiazda icdA, dnaX
Pcc1M13 2013 Ewelina MDH?2, icdA, dnaX*
Pcc2M15 2015 Lady Claire PCR Kang i in. 2003
Pcc3M15 2015 Lady Claire PCR Kang i in. 2003
Pcc4dM16 2016 2x 12-3/37A PCR Kang i in. 2003
Pcc5M16 2016 2x 12-3/37B PCR Kang i in. 2003
Pectobacterium Pcc6M17 2017 Estrella icdA, dnaX
carotovorum Pcc7M17 2017 Damaris MDH?2, icdA, dnaX
Pcc8M20 2020 Ismena MDH?2, icdA, dnaX
Pcc10M20 2020 Tacja MDH?2, icdA, dnaX
Pcc11M20 2020 Longina MDH?2, icdA, dnaX
Narodowa Kolekcja Bakterii Patogenicznych Roslin (ang. The
NCPPB 3427 National Collection (J)f Plant Pathoggnic Baé/teria), Wiel(ka%rytania
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Ppa1M13 2013 Denar MDH?2, icdA, dnaX*
Pectobacterr:qm Ppa3M15 2015 Bellarosa P_CR Kang iin. 2003, Kim
parmentieri iin. 2012
Ppa3M18 2018 Catania MDH?2, icdA, dnaX

Narodowa Kolekcja Bakterii Patogenicznych Roslin (ang. The

NCPPB 4479 | National Collection of Plant Pathogenic Bacteria), Wielka Bry-

Dickeya solani tania

IFB0O099 syn. | Kolekcja Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG
IPO2276 i GUMed, Gdansk (Golanowska i in. 2015)

*izolaty identyfikowane w projekcie POTPAT (Dees i in. 2017)

Metody (Lebecka 2017) — tabela 1. Do sekwencjonowania wykorzysta-
Izolacja no co najmniej dwa z trzech genéw: dehydrogenazy jabtczano-
i identyfikacja bakterii wej (MDH2), dehydrogenazy izocytrynianowej (icdA) i podjed-

Bakterie izolowano z to- nostki tau polimerazy Il (dnaX) (Dees i in. 2017). Przynalez-
dyg ziemniaka z objawa- nos$¢ do danego gatunku opierano na poréwnaniach z sekwen-
mi czarnej nozki lub z cjami szczepdw referencyjnych znajdujgcych sie w bazie NCBI
bulw z objawami gnicia i (ang. National Center for Biotechnology Information).
hodowano na pozywce
selektywnej MBCVP za-
wierajgcej w swoim skta-
dzie pektyny (Lebecka
2017) — fot. 1. Bakterie
wytwarzajg enzymy roz-
ktadajgce pektyny i two-
rzg w pozywce charakte-
rystyczne dotki. Pozyska-
ne bakterie z dotkdw roz-
cienczano i wysiewano na
ptytkach z pozywkg LB,
po czym bakterie z poje-
dynczych kolonii przeno-
Szono ponownie na po-
zywke MBCVP, w celu
potwierdzenia ich aktyw-
nosci pektynolitycznej.
Bakterie identyfikowa-
no metodami molekular-
nymi. Stosowano testy
wykorzystujgce  reakcje
tancuchowg polimerazy
(PCR, ang. polymerase
chain reaction) PCR lub/i
sekwencjonowanie  ge-
noéw metabolizmu pod-
stawowego. W metodzie

., -
3 g
. b "
‘ -

PCR zastosowano rézne P . . -
startery namnazajgce Fot. 1. Roslina z:emn{aka z ob/ayvam/ porazenia

przez bakterie pektynolityczne
fragmenty DNA 0 odpo- A _ gnicie bulw, B — wiedniecie czesci nadziemnych, C — czarna
wiedniej wielkoSci specy- nozka u podstawy fodygi, D — charakterystyczne dotki na pozywce
ficznie dla danego gatun-  selektywnej z pektynami utworzone przez bakterie wyizolowane
ku lub grupy gatunkéw zfodyg ziemniaka z objawami porazenia (fot. R. Lebecka)
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Ocena agresywnoSci bakterii

Agresywnos¢ 27 izolatobw oceniono wedtug
metody punktowej inokulacji bulw (Lebecka,
Michalak 2017). Do testow wykorzystano
bulwy podatnej na bakterie odmiany Irys. W
punkcie zranienia bulwy wprowadzano
osobno zawiesine kazdego z testowanych
izolatow bakterii o okreslonej koncentracji
(10° jednostek tworzacych kolonie w 1 ml),
po czym otwor zamykano wazeling. Nastep-
nie bulwy umieszczone w pojemnikach spry-
skiwano wodg, a pojemniki zamykano i prze-
chowywano w statej temperaturze 26 i 30°C
przez 3 dni.

W kazdej temperaturze testowano od 6
do 22 bulw traktowanych jednym z 27 izola-
téw, z ktérych kazdy byt oceniany co naj-
mniej w dwoch latach badan. Po trzech
dniach inkubacji bulwy krojono wzdtuz miej-
sca zranienia, wazono przed usunieciem i po
usunieciu zgnitej tkanki (fot. 2). Miarg agre-
sywnosci testowanych izolatow byta srednia
masa zgnitej tkanki z badanych bulw.

W celu opracowania i interpretacji wyni-
kéw przeprowadzono dwuczynnikowg anali-
ze wariancji z wykorzystaniem programu
Statistica (wersja 13.3; Tibco Inc. 2017).

Wyniki

Analiza wariancji wykazata istotny wplyw
gatunku bakterii (P < 0,001), temperatury (P
< 0,001) i ich interakcji (P < 0,001) na bada-
ng ceche. Srednio agresywnos¢ izolatéw w
temperaturze 30°C, mierzona masg zgnitej
tkanki bulw, wynosita 5,9 g i byta istotnie
wyzsza od Sredniego porazenia bulw w tem-
peraturze 26°C réwnego 3,3 g (P < 0,001).
Srednio zdolno$¢ do maceracji tkanki bulw
byta wieksza dla izolatéw P. brasiliense i D.
solani niz izolatow P. parmentieri, P. caro-
tovorum i P. atrosepticum w temperaturze
30°C, natomiast w temperaturze 26°C $red-
nia izolatéw P. carotovorum réznita sie istot-
nie (P< 0,001) od srednich dla pozostatych
gatunkow (rys. 1).

Ze wzgledu na istotne zréznicowanie
agresywnosci izolatow bakterii wewnatrz
gatunku przeprowadzono analize wariancji,
ktéra wykazata istotny wplyw izolatu (P <
0,001), temperatury (P < 0,001) i ich interak-
cji (P < 0,001) na wielkos¢ badanej cechy.
Zmienno$¢ pomiedzy izolatami wyjasniata
43% zmiennosci catkowitej, interakcja izolatu
i temperatury 29,7%, a temperatura — 9,7%.
Wyniki dla poszczegdlnych izolatéw przed-
stawiono na rysunku 2. Dwa izolaty nalezace
do P. carotovorum (Pcc3M15 i Pcc4M16) nie
spowodowaty gnicia bulw w temperaturze
26°C. Zakres s$rednich porazenia bulw przez
izolaty w nizszej temperaturze wynosit od 0,2
do 8,5 g, w wyzszej temperaturze od 0,1 do
16,6 g.

Fot. 2. Efekt agresywno$ci szczepu Pcb4M16
na bulwach ziemniaka odmiany Irys po usunieciu
zgnitej tkanki po 3 dniach inkubacji w temperatu-

rze 26°C (trzy bulwy przeciete na pé6t u gory)

i 30°C (trzy bulwy przecigte na pét na dole)
(fot. R. Lebecka)
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Rys. 1.

Srednia agresywno$é bakterii pektynolitycznych wobec bulw ziemniaka podatnej odmiany Irys

W nawiasach podano liczbe testowanych izolatéw bakterii, wgsy pokazujg zakres
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Rys. 2. Srednia agresywno$¢ izolatéw bakterii pektynolitycznych wobec bulw ziemniaka
podatnej odmiany Irys oceniana w temperaturach 26 i 30°C. Wasy pokazujg btgd standardowy
dla danego izolatu

Dyskusja

Bakterie pektynolityczne patogeniczne dla
ziemniaka to r6zne gatunki dominujgce za-
leznie od czasu i obszaru, na ktorym wyste-
pujg. W Polsce czotowym zespotem prowa-
dzgcym monitorowanie i charakterystyke
bakterii pektynolitycznych jest zespdt na-
ukowcéw z Miedzyuczelnianego Wydziatu

Biotechnologii UG i GUMed w Gdansku.
Natomiast w Zaktadzie Genetyki i Materiatéw
Wyijsciowych Ziemniaka IHAR-PIB w Mtio-
chowie od 25 lat utrzymywana jest doswiad-
czalna kolekcja bakterii pektynolitycznych
izolowanych w sposéb cigglty. Najbardziej
agresywne izolaty bakterii sg uzywane do
selekcji materiatéw hodowlanych ziemniaka,



38 Ziemniak Polski 2020 nr 4

do oceny poziomu odpornosci uprawianych
odmian oraz do badah genetycznych nad
zrodtami wysokiej odpornosci na te bakterie.

Z biegiem czasu udoskonalono metody
identyfikacji bakterii. Dzigki rozwojowi tech-
niki sekwencjonowania mozna z duzg pew-
noscig wyodrebni¢/okresli¢ gatunek bakterii.
W zwigzku z tym zmienita sie systematyka
wielu gatunkéw i podgatunkéw omawianych
bakterii. Najbardziej agresywnymi izolatami
w tym badaniu byly bakterie nalezace do
gatunku P. brasiliense sp. nov. Wystepowaty
one w Polsce co najmniej od 1996 r., ale
wczesniej byly identyfikowane jako P. caro-
fovorum subsp. carotovorum, nastepnie P.
carotovorum subsp. brasiliense (Waleron i
in. 2015).

Kolejnym nowo oznaczonym gatunkiem
jest P. parmentieri, o wczesniejszej nazwie
Erwinia carotovora subsp. carotovora, po-
tem P. carotovorum, a nastepnie P. wasa-
biae (Zoledowska i in. 2018). W latach 2013 i
2014 gatunek ten stanowit odpowiednio 16 i
13% analizowanych préb, pochodzacych z
plantacji nasiennych ziemniaka (Zoledowska
i in. 2018). W badaniach Zoledowskiej i in-
nych (2018) bakterie P. parmentieri charak-
teryzowaly sie nizszg agresywnoscig od
szczepu D. solani IFBO099 (inkubowane w
28°C), co potwierdzity badania wtasne. Bak-
terie D. solani (uprzednio Erwinia chrysan-
themi) wyizolowano po raz pierwszy w Pol-
sce w 2005 r. (Slawiak i in. 2009). Stanowig
one grupe izolatbw o wysokiej genetycznej
jednorodnoéci. Charakteryzujg sie wysokg
agresywnoscig, opisywang w wielu pracach
(za Dees i in. 2017). Witasciwosci te potwier-
dzity tez przeprowadzone badania wtasne.

Obserwowno wewnatrzgatunkowg zmien-
noé¢ izolatow, w grupach liczniej reprezen-
towanych, P. brasiliense i P. carotovorum,
pod wzgledem agresywnosci, co potwierdza-
ja weczesniejsze prace (za Dees i in. 2017).

Srednio agresywno$é badanych izolatéw
idzie w parze z optymalng temperaturg
wzrostu bakterii. Dla P. atrosepticum i P.
carotovorum optymalna temperatura wynosi
odpowiednio 24-27 i 28-30°C, a dla bakterii z
rodzaju Dickeya — 34-37°C (Pérombelon,
Kelman 1980). Optymalna temperatura
wzrostu bakterii D. solani szczepu IFB0099
na pozywce petnej ptynnej LB wynosi
33-35°C (Lebecka i in. 2020). Generalnie

wiekszos¢ gatunkow, z wyjatkiem P. atro-
septicum, rozmnaza sie szybciej i powoduje
silniejsze objawy chorobowe w wyzszych
temperaturach niz w nizszych.

Podsumowanie i wnioski
W wyniku realizacji tematu w ramach Pro-
gramu Wieloletniego w latach 2015-2020:

1. do kolekcji bakterii patogenicznych
ziemniaka witgczono 24 izolaty nalezgce do
czterech réznych gatunkéw: Pectobacterium
carotovorum, P. brasiliense sp. nov., P. atro-
septicum i P. parmentieri,

2. wyrdzniono dwa izolaty P. brasiliense —
Pcb3M16, Pcb2M16 — i jeden izolat D. solani
(IFB0099) o najwyzszej agresywnosci w sto-
sunku do bulw ziemniaka w obu temperatu-
rach (26 i 30°C);

3. w obrebie gatunku P. atrosepticum wy-
rézniono jeden izolat Pba2M14 o najwyzszej
agresywnosci w temperaturze 26°C;

4. udostepniono nieodptatnie 30 izolatow
bakterii pektynolitycznych z kolekcji oddziatu
IHAR-PIB w Mtochowie, w celach dydak-
tycznych i do badan naukowych, do uczelni
wyzszych i instytutdw naukowych (SGGW w
Warszawie, ZUT w Szczecinie, ISRIL-PAN w
Poznaniu, czterem oddziatom IHAR-PIB).
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