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Epidemiology of the selected subspecies of Clavibacter michiganensis and methods of its identification and control

Abstract: The genus Clavibacter belongs to the Gram-positive bacterial phytopathogens, which cause serious diseases that lead to
heavy economic losses. The genus Clavibacter consists of only one species Clavibacter michiganensis (Cm) which is subdivided into
five subspecies according to their host specificity. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) causes bacterial wilt and
canker of tomato, Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus (Cms) is responsible for ring rot of potato, Clavibacter michiganensis
subsp. insidiosus (Cmi) causes wilting and stunting in alfalfa, Clavibacter michiganensis subsp. nebraskensis (Cmn) induces wilt
and blight of maize, and Clavibacter michiganensis subsp. tessellarius (Cmt) causpots in wheat. Bacteria from different subspecies
are highly specific for their host plants although another plant species can be infected artificially. Latent infection with no or mild
symptoms also occur. The bacteria from subspecies Cmm, Cms, and Cmi are quarantine organisms, under strict quarantine control.

The virulence factors typical for Clavibacter are, extracellular cellulase, hpersensitive response inducing proteins,
exopolysaccharides, and secreted enzymes such as xylanse, polygalacturonase and serine protease. For Cmm it was shown that
the essential pathogenicity determinants are located on plasmid while all the gene functions required for infection, successful
colonization, and suppression of plant defenses are carried on the chromosome. In case of Cms it is similar but more detrminats
have chromosomal origin.

The detection and identification of these Gram-positive pathogens are based on biochemical and physiological characteristics,
as well as pathogenicity assays. For immunological tests, diagnostic kits are available for some subspecies, but these kits have
experimental limitations because of serological cross-reactivity. Recently several PCR based techniques have been proposed
for Cmm and Cms detection and identification.
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3. Pathogenicity factors. 4. Plant response induced by C. michiganensis infection. 5. Detection and identification of bacteria from
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1. Wprowadzenie

Rodzaj Clavibacter, nalezacy do rodziny Microbac-
teriaceae, ustanowiony zostat dla waskiej grupy Gram-
dodatnich patogenéw roslin charakteryzujacych sig
wysoka zawartoscia par GC w genomowym DNA.
Cechy wyrdzniajace i1 charakteryzujace caty gatunek
to obecnos$¢ w $cianie komorkowej kwasu 2,4-diamino-
mastowego [26], powolny wzrost kolonii bakteryjnych
(od pigciu do nawet trzydziestu dni) oraz uktad ko-
morek w obrebie kolonii w ksztatcie litery V [48].

Pozycja taksonomiczna rodzaju Clavibacter ulegata
zmianom [21]. Z dawnego rodzaju Clavibacter w ob-
rebie ktorego wyrdzniano 5 gatunkow: C. michiganen-
sis, C. iranicum, C. rathayi, C. tritici 1 C. xyli (wraz
z podgatunkami xy/i i cynodontis) [14] wyodrgbniono
nowe rodzaje Rathayibacter [56, 67] i Leifsonia [22].
Bakterie nalezace do wyzej wymienionych rodzajow
roznia si¢ zakresem gospodarzy, rodzajem powodowa-
nych objawow chorobowych, a co za tym idzie, takze
metodami zwalczania [46]. Do rodzaju Rathayibacter
zalicza si¢ gatunki R. iranicus, R. rathayi, R. tritici
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[67] 1 R. toxicus [56]. Natomiast do rodzaju Leifsonia
nalezy gatunek L. xyli, w obrgbie ktorego wyodregbnia
si¢ dwa podgatunki L. xyli subsp. cynodontis i L. xyli
subsp. xyli [22].

Do rodzaju Clavibacter zawierajacego najgrozniej-
sze, podlegajace obowiazkowemu zwalczaniu patogeny
ro$lin, zalicza si¢ tylko jeden gatunek C. michiganen-
sis, w obrgbie ktorego wyréznia si¢ pig¢ podgatunkow:
— C. m. subsp. insidiosus (Cmi), bedacy przyczyna

wigdnigcia lucerny siewnej (Medicago sativa) i in-
nych pastewnych roslin straczkowych;

— C. m. subsp. michiganensis (Cmm), powodujacy
wigdniecie i raka bakteryjnego pomidora (Lycoper-
sicon esculentum), poraza takze inne rosliny z ro-
dziny Solanaceae;

— C. m. subsp. nebraskensis (Cmn), wywotujacy pla-
misto$¢, gnicie i wigdniecie kukurydzy zwyczajnej
(Zea mays);

— C. m. subsp. sepedonicus (Cms), powodujacy wigd-
nigcie i bakterioz¢ pier§cieniowa bulw ziemniaka
(Solanum tuberosum); inni przedstawiciele psianko-
watych, jak pomidor czy oberzyna, moga ulec zaka-
zeniu w wyniku sztucznej inokulacji;

— C. m. subsp. tessellarius (Cmt), wywolujacy plamis-
tos¢ lisci — objawy podobne do objawdéw powodo-
wanych przez wirusa mozaiki na pszenicy zwyczaj-
nej (Triticum aestivum).

Obowiazkowemu zwalczaniu podlegaja bakterie
nalezace do 3 podgatunkow: Cmi, Cmm i Cms. Symp-
tomy w postaci wigdnigcia oraz brak wektorow owa-
dzich stanowia cechy wspdlne dla bakterii nalezacych
do gatunku C. michiganensis [46]. Mimo, iz wszyst-
kie bakterie nalezace do tego gatunku sa patogenami
waznych gospodarczo roslin, najwigcej uwagi po§wig-
ca si¢ identyfikacji i eliminacji ze srodowiska bakterii
nalezacych do dwoch podgatunkéw: Cmm, Cms.

Wystapienie Cms na polach uprawnych powoduje
znaczne straty gospodarcze. Bezposrednie straty wy-
nikaja z wigdnigcia cze$ci nadziemnych ziemniaka
i gnicia wtornego bulw, zarowno podczas wzrostu
roslin na polu, jak i w czasie ich pozniejszego prze-
chowywania. Nawet w przypadku infekcji bezobjawo-
wych (latentnych) moze doj$¢ do redukcji plonow.
Straty posrednie zwiazane sa z przepisami krajowymi
i wymogami Unii Europejskiej, podjetymi w celu
ograniczenia rozprzestrzeniania Cms. Naleza do nich:
obowiazkowe przeprowadzanie badan na obecnos$é
patogena w materiale siewnym i eksportowym oraz
zakaz eksportu materiatu z terendw, na ktorych stwier-
dzono obecnos¢ patogena [49]. Wystgpowanie bakterii
z podgatunku Cms ogranicza si¢ do terenéw o klimacie
umiarkowanym, gdyz optymalna temperatura ich wzro-
stu jest stosunkowo niska. Zwalczanie tych mikro-
organizmow jest trudne; istnieje niebezpieczenstwo
dhugotrwatej obecnos$ci bakterii na materiatach i sprze-
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cie uzywanym podczas uprawy ziemniaka, a choroba
moze przebiega¢ w sposdb bezobjawowy [49].
Podgatunek Cmm wywotuje raka bakteryjnego po-
midora. Choroba ta zostata po raz pierwszy opisana
w USA, w roku 1910. Obecnie, na calym $wiecie, po-
woduje ogromne straty gospodarcze, zarowno w upra-
wach polowych, jak i szklarniowych. Infekcja moze
prowadzi¢ do wystapienia plamistosci owocow i lisci
lub zamierania miodych roslin, ktoére sq bardziej po-
datne na zakazenie [20]. Cmm rozprzestrzeniany jest
gltownie przez wodg, wiatr oraz zakazone nasiona,
w ktorych zachowuje zywotno$¢ nawet do 8 miesigcy
[20]. Bakterie maja zdolno$¢ wnikania do tkanek
roslinnych poprzez rany, powstajace w obrgbie korzeni
oraz naturalne otwory takie jak: szparki, hydatody,
znamiona shupkow [20]. Zrodtem infekeji roslin upra-
wianych w szklarniach sa bakterie przezywajace na
szczatkach roslinnych oraz sprzgcie stosowanym do
pielegnacji [20]. W przypadku wykrycia raka bakteryj-
nego uprawa podlega catkowitemu zniszczeniu [48].

2. Choroby wywolywane przez bakterie
z gatunku C. michiganensis

2.1. Bakterioza pierScieniowa ziemniaka (Cms)

Czynnik etiologiczny

Bakterie nalezace do podgatunku Cms tworza na
podtozach laboratoryjnych kremowe lub jasno zélte
kolonie, gtadkie, czgsto §luzowate. Komorki bakterii
pobranych bezposrednio z materiatu ros§linnego maja
ksztatt kulisty, w przeciwienstwie do cylindrycznych
form uzyskanych z hodowli na podtozach mikrobio-
logicznych [49]. W obu przypadkach wzrost jest po-
wolny. Cms nie tworzy spor i jest wrazliwa na wyso-
kie temperatury [63, 65]. W komorkach bakterii z tego
podgatunku wykazano aktywnos¢ takich enzymow jak
katalaza czy celulaza, enzymow hydrolizujacych skro-
big, rozktadajacych eskuling oraz katalizujacych syn-
tezg¢ kwasoéw z laktozy. Cms jako zrodto wegla moze
wykorzystywa¢ m.in.: L-arabinozg, D-xyloze, galak-
tozg, D-glukoze, D-fruktozg, D-mannoze¢, mannitol,
arbutyng, eskuling, celobiozg, maltozg, laktoze, sacha-
roze, trehaloze, D-rafinoze i D-turanoze [49].

Cms jest podgatunkiem stabo zréznicowanym za-
réwno pod wzgledem genetycznym, biochemicznym,
jak 1 serologicznym. Badania genomu bakterii Cms
z zastosowaniem amplifikacji sekwencji powtarzalnych
takich jak REP (Repetetive Extragenic Elelement) czy
BOX, potwierdzily wysoki stopien podobienstwa ge-
netycznego pomig¢dzy szczepami nalezacymi do tego
podgatunku [8, 43, 58]. Niewielkie zroznicowanie
w obre¢bie badanych szczepdéw wykazano takze anali-
zujac sklad polisacharydow zewnatrzkomoérkowych
(extracellular polysaccharides, EPS) [63, 65].
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Zrodta zakazenia
Gléwnym zrodtem zakazenia Cms sa porazone sa-
dzeniaki. Rozmnazajac si¢ w tkankach mtodych roslin,
bakterie migruja w wiazkach naczyniowych do lodyg
i ogonkoéw lisciowych. Nastepnie kolonizacji ulegaja
tkanki w obrebie korzeni i rozwijajacych si¢ bulw po-
tomnych. Zakazenie tych ostatnich odgrywa duza rolg
w dalszym rozprzestrzenianiu si¢ choroby. Zdrowe
bulwy moga ulec infekcji w efekcie wnikania bakterii
przez uszkodzone tkanki. Komdrki patogena sa odpor-
ne na wysychanie, istnieje wigc mozliwo$¢ zachowania
jego zywotnosci nawet podczas dlugotrwatego spadku
wilgotnosci. Fakt ten powoduje, iz kolejnym zrédlem
zakazenia staja si¢ materialy i narzedzia uzywane pod-
czas uprawy i przechowywania ziemniakow [19].
Czesta praktyka, wykorzystywana przez rolnikow,
w celu zwigkszenia ilo§¢ materialu siewnego jest kro-
jenie sadzeniakow. Procedura ta, wykonywana nie od-
kazanym nozem, moze prowadzi¢ do rozprzestrzenia-
nia si¢ infekcji; wedtug réznych zrodet, zainfekowana
bulwa moze by¢ zrdédlem zakazenia od 10 do nawet
30 krojonych kolejno bulw [63]. Przenoszenie ko-
morek bakteryjnych poprzez system korzeniowy roslin
nie odgrywa znaczacej roli w epidemiologii bakteriozy
pierscieniowej. W przypadku wysadzenia mieszanki
zdrowych oraz porazonych bulw zaobserwowano jedy-
nie nieznaczne przenoszenie patogena poprzez system
korzeniowy. Po zastosowaniu barier glebowych trans-
fer Cms zostal calkowicie zatrzymany [44, 63, 65].
Bakterie z podgatunku Cms zdolne sa do przezy-
wania w wodach powierzchniowych przez okres do
okoto 21 dni, w zaleznosci od warunkéw srodowisko-
wych. Czas ten moze si¢ zwigkszy¢ nawet do 35 dni,
jezeli komorki beda zawieszone w sterylnej wodzie
i przechowywane w temp. 20°C. Natomiast w temp.
okoto 10°C czas przezycia spada do 7 dni [63, 65].
Mimo, iz patogen zachowuje zywotno$¢ w wodach po-
wierzchniowych przez okres od 1 do 3 tygodni, zaka-
zenie ta droga wydaje si¢ by¢ malo prawdopodobne.
Zwiazane jest to zwykle ze zbyt matla liczba komorek
bakterii (ponizej 10%jtk/ml). Jezeli w zbiornikach
wodnych znajduja si¢ rosliny (zywiciele posredni)
umozliwiajace rozmnazanie si¢ bakterii do wysokiej
gestosci, istnieje zagrozenie rozprzestrzenienia sig
mikroorganizmow na nawadniane uprawy. Ryzyko
rozprzestrzeniania si¢ choroby na tej drodze jest jednak
stosunkowo niewielkie, poniewaz Cms ma ograni-
czony zakres potencjalnych roslin zywicielskich. Nie
rozmnaza si¢ na przyktad w tkankach Solanum dul-
camara — przedstawicielu wodnych roslin psianko-
watych, obecnych na kontynencie europejskim [64].
Ponadto zaobserwowano, iz przechowywanie Cms w
wodzie czgsto powodowato utrate wirulencji [66].
Istnieja doniesienia méwiace, iz takze owady moga
by¢ wektorami Cms. Dotycza one nielicznych ga-
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tunkow chrzaszczy, skoczkow i mszyc. Taki sposob
przenoszenia bakterii z podgatunku Cms wystepuje
rzadko, gdyz najczesciej liczba przenoszonych ko-
morek patogena jest niewystarczajaca do zapoczat-
kowania infekcji [63].

Objawy 1 przebieg choroby

Bakterioza pier$cieniowa ziemniaka, powodowana
przez Cms, jest choroba wiazek przewodzacych, za-
rowno bulw, todyg, jak i lisci [49]. We wczesnej fazie
infekcji, po przekrojeniu bulwy w czg$ci przystolono-
wej, obserwuje si¢ charakterystyczne przebarwienie
stref otaczajacych naczynia. Obszar ten, wraz z roz-
wojem bakteriozy, staje si¢ migkki, ulega rozpadowi,
uwalniajac kremowy, bezwonny $luz zawierajacy ko-
morki bakteryjne. Dalsze przebarwienie i gnicie jest
wynikiem zarowno aktywnosci produkowanych przez
Cms celulaz [49], jak i infekcji wtornych, powodowa-
nych na przyktad przez bakterie z rodzaju Pectobac-
terium wywotujace mokra zgnilizng.

Objawy na czgéci nadziemnej roslin ziemniaka
ujawniaja si¢ p6zno, czasami dopiero pod koniec okre-
su wegetacji. Prowadzi to do mylenia symptoméw
bakteriozy z symptomami innych choréb lub skutkami
suszy czy starzenia. Wigdnigcie nastgpuje w sposob
powolny, poczatkowo ogranicza si¢ do krawedzi nizej
potozonych lisci. Jezeli zakazenie dotyczy mtodej
czesei fyllosfery, mozliwy jest jej dalszy wzrost, jed-
nakze w efekcie czgsto powstaja zle uksztattowane,
zdeformowane rosliny. Z powodu zablokowania wia-
zek przewodzacych przez bakterie i wytwarzane przez
nie EPS liscie odbarwiaja si¢, zo6tkna, a ostatecznie,
wraz z lodygami, obumieraja. Niekiedy jednak na
ro§linach jest catkowicie brak $ladow porazenia lub
jedynym symptomem bakteriozy jest redukcja wiel-
kos$ci bulw [49]. Objawy na roslinach, jezeli wystepuja,
obserwuje sig¢ od czerwca do sierpnia [49].

Czynniki wplywajace na rozwo6j choroby

Rodzaj objawow oraz ich nasilenie zalezne jest od
takich czynnikoéw jak wielko$¢ i rodzaj inokulum bak-
teryjnego oraz odmiana ziemniaka. Jednak najwigksze
znaczenie zdaja si¢ mie¢ warunki srodowiskowe takie
jak temperatura, wilgotnos$¢, nastonecznienie i sktad
gleby [63, 65]. Optymalna temperatura wzrostu dla Cms
wynosi okoto 20-23°C. Jest, wigc stosunkowo niska,
co ogranicza zasi¢g wystgpowania choroby do chlod-
niejszych rejonow $wiata, takich jak poétnocna, pdinoc-
no-zachodnia oraz Europa Srodkowa i Ameryka. Mimo
to rozwoj symptomow bakteriozy pierscieniowej zacho-
dzi szybciej w wysokich temperaturach, zwykle powy-
zej 24°C. Prawidlowos¢ ta dotyczy tak temperatur po-
wietrza, jak i gleby [63, 65]. Temperatura wpltywa takze
na rodzaj obserwowanych objawow. Rozmnazanie si¢
bakterii w glebie o temp. 25°C stymuluje defoliacje,



272

temp. 21°C stwarza optymalne warunki do rozwoju
typowych objawoéw bakteriozy pierScieniowej, nato-
miast w temp. 15°C rosliny wykazuja nietypowe ozna-
ki zakazenia Cms [40].

W celu wyhodowania odmian ziemniaka odpornych
na bakterioze pierscieniowa, tworzono mieszance so-
matyczne pomigdzy dzikim gatunkiem — Solanum
acaule subsp. acaule, ktéry wykazywal wysoka od-
porno$¢ na infekcje Cms a ziemniakiem zwyczajnym
(S. tuberosum). Nie uzyskano jednak mieszancow od-
pornych na Cms. Stwierdzono natomiast, iz w ro$linach
z wyzsza zawarto$ciag materialu genetycznego S. acaule
subsp. acaule namnazanie komorek bakteryjnych za-
chodzito mniej efektywnie. Zaobserwowano, ze niska
podatnos¢ roélin z gatunku S. acaule subsp. acaule na
Cms jest $cisle uzalezniona od temperatury. W temp.
21°C indukowana byta odporno$¢ roslin na zakazenie
Cms, natomiast w temp. 15°C roéliny byly podatne na
infekcjg. Przeprowadzone przez Laurila i wsp. [40]
badania wykazaty, iz S. acaule subsp. acaule jest raczej
podgatunkiem tolerancyjnym, niz odpornym na Cms.

W glebie komoérki Cms moga przetrwac stosunko-
wo krotko. Dhuzszy niz kilka tygodni okres przezywal-
nosci (do 3 lat) obserwowano jedynie wowczas, gdy
w glebie obecne byly resztki roslin zywicielskich [19].
Obnizenie temp. gleby do 4°C oraz niska zawarto$¢
wody sprzyjaja zachowaniu zywotnosci Cms [64].
Istnieja jednak sprzeczne dane na temat wptywu wil-
goci na rozwoj symptomow choroby. Niektore zrodta
podaja, ze nadmiar wody hamuje wystapienie obja-
wow [53]; inne podaja przyklady silniejszego pora-
zenia ro$lin ziemniaka, w przypadku intensywnego
nawadniania pol [63, 65].

Istnieje takze zalezno$¢ miedzy rozwojem bakte-
riozy, a nat¢zeniem $wiatla stonecznego [63, 65]. Ros-
liny rosnace na podlozu bogatym w fosfor i zwiazki
azotu wykazuja zwigkszona podatno$¢ na kontamina-
cje Cms [63].

Inne ro§liny zakazane przez Cms

Lista roslin zywicielskich dla Cms ogranicza sig
przede wszystkim do ziemniaka, oberzyny i pomidora,
nalezacych do rodziny psiankowatych. Jednak zna-
czenie gospodarcze ma tylko infekcja ziemniaka. Wy-
tlhumaczeniem takiego stanu rzeczy moze by¢ fakt, iz
przenoszenie patogena zachodzi znacznie efektywniej
poprzez bulwy, niz nasiona. Badajac rolg gatunkow
ro$lin uprawnych w rozprzestrzenianiu Cms, przepro-
wadzono sztuczng inokulacjg takich roslin jak: kuku-
rydza (Zea mays), pszenica (Triticum sp.), jgczmien
(Hordeum sp.), owies (Avena sp.), fasola (Phaseolus
sp.), groszek (Lathyrus sp.), rzepak (Brassica napus),
cebula (4/lium cepa) oraz pig¢ odmian buraka cukro-
wego (Beta vulgaris subsp. vulgaris). Patogena wykry-
to we wszystkich roslinach, za wyjatkiem cebuli i bura-
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ka. Ponowna izolacja komorek bakteryjnych mozliwa
byta jedynie z tkanek: kukurydzy, fasoli, groszku i rze-
paku, przy czym na tym ostatnim obserwowano nawet
symptomy porazenia. Zadna z roélin inokulowanych
poprzez system korzeniowy nie wykazywata obecno$ci
Cms w te$cie immunofluorescencyjnym (IF). Anali-
zujac prawdopodobienstwo rozmnazania Iub chocby
przezywania bakterii w chwastach, sztucznie zainoku-
lowano trzynascie gatunkoéw chwastow, najczesciej
wystepujacych w uprawach ziemniaka. W tkankach
wigkszosci ros§lin Cms zachowywata zywotno$¢ przez
okres 4 do 8 tygodni. Badania wykazywaty jednak
obecnos¢ niewielkiej liczby bakterii w 1 g tkanki. Na
tej podstawie wysunigto wniosek, iz rosliny uprawne
i chwasty nie odgrywaja wigkszej roli w epidemiologii
bakteriozy pier§cieniowej [63, 65].

2.2. Rak bakteryjny pomidora (Cmm)

Czynnik etiologiczny

Podobnie jak wszystkie podgatunki C. michiganen-
sis, Cmm patogen pomidora nie posiada zdolnosci do
ruchu ani wytwarzania przetrwalnikow. Do hodowli
bakterii Cmm wymagana jest pozywka zawierajaca
agar odzywczy z glukoza lub podtoze zawierajace do-
datek peptonu i wyciagu drozdzowego. Uzyskiwane
kolonie sa gtadkie, 1$niace, okraglte, zazwyczaj zotte.
Niekiedy izoluje si¢ szczepy wytwarzajace rézowe,
czerwone, pomaranczowe barwniki lub nie wytwa-
rzajace zadnych barwnikow [20]. Wsrod cech bio-
chemicznych, niejednokrotnie wykorzystywanych do
identyfikacji patogena, najwazniejszymi sa: tlenowy
metabolizm glukozy, produkcja kwasu z mannozy
w warunkach tlenowych, hydroliza skrobi, zelatyny,
eskuliny i kazeiny oraz wydzielanie siarkowodoru.
Cmm wytwarza katalazg, ale nie wykazuje aktywnosci
oksydazy. Komoérki Cmm moga wykorzystywaé octan
lub bursztynian sodu jako jedyne zrodto wegla; sa od-
porne na zasolenie i rosng na podtozu zawierajacym 6%
NaCl. Do wazniejszych enzymow wytwarzanych przez
tego patogena naleza takze celulazy i lipazy [61, 48].

Komorki Cmm wykazuja zmienng morfologie, fakt
ten utrudnia ich prawidtows identyfikacj¢ [63, 65]. Na
podstawie analizy polimorfizmu rejonu nie kodujacego
wystegpujacego migdzy genami 16S i 23S rRNA [11],
a takze r6znych innych technik okreslanych jako finger-
printing t.j. RAPD PCR [12, 17] rep PCR [17, 36, 38,
43], AFLP [17] zaobserwowano zrdznicowanie gene-
tyczne szczepow Cmm.

Zrodto zakazenia

Cmm kolonizuje rosling — gospodarza za pomoca
dwoéch mechanizmow determinujacych pdzniejsze ob-
jawy chorobowe. Rezultatem infekcji systemicznej jest
zablokowanie przez bakterie wiazek przewodzacych,
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a co za tym idzie, wigdnigcie rosliny. Rzadziej docho-
dzi do wzrostu bakterii na powierzchni rosliny, w ra-
nach powstatych w wyniku uszkodzen mechanicznych
lub w aparatach szparkowych [20]. Najpowazniejszym
zroédtem raka bakteryjnego w uprawach polowych jest
stosowanie niecertyfikowanych, skazonych nasion [26].
Ich kontaminacja ma zazwyczaj charakter powierzch-
niowy 1 wynika z kontaktu z zainfekowanym miazszem
owocow [48]. Sila kietkowania i dojrzewanie takiego
materiatu siewnego jest zredukowana, a uzyskane ros-
liny sa mniej Zywotne i stabiej plonuja. Najwigkszym
zagrozeniem jest wprowadzanie patogena na tereny
wolne od choroby. Jezeli pogoda sprzyja rozwojowi
raka, nawet niewielka liczba komoérek bakteryjnych
moze stac si¢ przyczyna rozlegtych zakazen [61].

Uprawy szklarniowe sa zagrozone glownie ze wzgle-
du na mozliwos¢ przetrwania Cmm w porazonych reszt-
kach organicznych [48]. Okres zachowania zywotnoSci
moze wynosi¢ nawet do kilkunastu miesigcy, ale doty-
czy to przede wszystkim bakterii zasiedlajacych resztki
ro$linne pozostajace w glebie [48]. Istnieja doniesienia
o wykryciu komérek Cmm w resztkach roslinnych po-
zostawionych na powierzchni gleby przez 26 miesigcy,
a w materiale ro$linnym zakopanym, przez 18 miesigcy
[24]. Potwierdza to przypuszczenie, iz stosowanie
sprawdzonych, czystych pod wzgledem obecnosci
Cmm nasion, nie zapewnia likwidacji ognisk raka bak-
teryjnego [28]. Jezeli skazeniu uleglta gleba, bakterie
wnikaja do tkanki przewodzacej poprzez uszkodzenia
mechaniczne todyg lub korzeni i rozprzestrzeniaja si¢
poprzez systemem naczyn; rozmnazaja si¢ do gestosci
nawet 10° jtk/gram tkanki [27]. Przeprowadzajac ana-
lizg przezywalnosci Clavibacter w glebie, zanotowano
obecnos¢ zywych komorek w temp. — 20°C, po okresie
dziewigciu miesigcy. Wzrost w temp. do 5°C powodo-
wat skrocenie tego okresu do 3 tygodni [4]. Poniewaz
Cmm moze przezywac¢ na powierzchni narzedzi i po-
jemnikow, zabiegi takie jak defoliacja czy cigcie
roslin, moga prowadzi¢ do rozprzestrzeniania si¢ cho-
roby wywotywanej przez te bakterie [48].

Objawy i przebieg choroby

W warunkach szklarniowych chorobg we wczesnym
etapie mozna rozpozna¢ dzigki matowo-zielonym lub
oleistym plamom, pomigdzy wiazkami naczyniowymi
lisci. Zmiany z czasem przybieraja posta¢ nekro-
tyczna, nadajac roslinie wyglad jakby porazonej ston-
cem [48]. Do pierwszych symptomow infekcji spowo-
dowanej przez Cmm nalezy odwracalne wigdnigcie
roslin podczas upalnych dni, w kolejnym etapie wigd-
nigcie powodowane przez zatykanie wiazek naczynio-
wych staje si¢ trwalym i prowadzi do odwodnienia
roslin [20]. Jezeli warunki srodowiskowe nie sprzyjaja
podziatlom komérkowym bakterii, objawy w postaci od-
wracalnego wigdnigcia moga pozosta¢ niezauwazone,
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ze wzgledu na prowadzona podczas uprawy defoliacje
[48]. Po przekrojeniu todyg lub ogonkow liSciowych,
obserwuje si¢ obecnos¢ zottych lub czerwonobrazo-
wych przebarwien wiazek przewodzacych. W przy-
padku silnej infekcji naczyniowej todygi tatwo traca
tkanke okrywajaca oraz wykazuja nadmierna lepko$é
z powodu obecnosci §luzu bakteryjnego [48].

Owoce roslin zakazonych systemicznie opadaja
nierozwinigte badz staja si¢ marmurkowate [48]. Pod-
czas upraw polowych pierwszym symptomem raka
jest wysychanie i zwijanie si¢ krawedzi dojrzatych lisci
[20]. W przypadku wnikania Cmm poprzez hydatody
pierwszym objawem jest zotknigcie brzegéw blaszki
liSciowej, prowadzace do powstawania nekroz [48].
Zakazone rosliny charakteryzuje staby wzrost i powol-
ne usychanie, czgsto bez objawow wigdnigcia. W sta-
dium zaawansowanym choroby, na lisciach i szyput-
kach pojawiaja sig biate brodawki [48, 20]. Rodzaj
1 nasilenie symptomow zalezy od odmiany pomidora
1 wieku uprawy w momencie zakazenia [48]. Jezeli in-
fekcja nastapita w poznej fazie wegetacji, ro§liny moga
przezy¢ caty cykl wegetacyjny i plonowaé. W takim
przypadku istnieje jednak duze prawdopodobienstwo
kontaminacji nasion [27]. Owoce roslin pomidora, po-
razonych Cmm, wykazuja niekiedy charakterystyczne
plamisto$ci zwane ,,ptasimi oczkami”. Poczatkowo
przybieraja one posta¢ matych wybrzuszen, systema-
tycznie zwigkszaja swoja $rednicg do kilku milime-
trow, staja si¢ brazowe, chropowate i otoczone biatawa
obwddka [48]. Poniewaz sezon upraw szklarniowych
trwa caly rok, objawy raka bakteryjnego pomidora
moga by¢ obserwowane od stycznia do grudnia [48].

Inne ro$liny zakzane przez Cmm

Pomimo, iz najwigksze znaczenie ekonomiczne ma
infekcja pomidora, zakazenie bakteriami z gatunku
Cmm zostato potwierdzone w przypadku takich ro$lin
z rodziny psiankowatych jak: Solanum douglasii,
Solanum nigrum, Solanum triflorum. lIstnieja takze
doniesienia o mozliwos$ci infekowania: fasoli (Phase-
olus sp.), groszku (Lathyrus sp.), ogorka (Cucumis
sp.), kukurydzy (Zea mays), melona (Cucumis melo),
a takze najczesciej uprawianych zboz: pszenicy (7riti-
cum sp.), zyta (Secale sp.), jeczmienia (Hordeum sp.)
oraz owsa (Avena sp.) [20].

Zrédlem zakazenia bakteriami z rodzaju Clavibac-
ter sa przede wszystkim zainfekowane tkanki roslin
zardbwno z widocznymi objawami chorobowymi jak
i bez objawdw. Ponadto zrédlem infekcji moga by¢
bakterie zasiedlajace powierzchnie li§ci wielu, wymie-
nionych wczesniej gatunkoéw roslin bez ich zakazania
[19]. O tym, iz bakterie z rodzaju Clavibacter moga
by¢ epifitami, $wiadczy¢ moze obecnosé w ich komor-
kach licznych barwnikow chroniacych komorki przed
promieniowaniem UV [34].
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3. Czynniki warunkujgce patogenicznos¢

Procesami o najistotniejszym znaczeniu dla roz-
woju sa: kolonizacja przez bakterie komorek i tkanek
gospodarza, namnozenie si¢ bakterii oraz dalsze roz-
przestrzenianie si¢ choroby. Syntetyzowane podczas
infekcji czynniki wirulencji wpltywaja na powigksza-
nie si¢ symptomdw, czym posrednio przyczyniaja sig¢
do dalszego rozprzestrzeniania choroby. W rozwoju
infekcji wywotywanej przez Cms najwazniejsza rolg
odgrywaja zewnatrzkomoérkowe celulazy oraz biatka
indukujace odpowiedZz nadwrazliwosci (hypersen-
sitive response, HR) [63, 65] a takze egzopolisacha-
rydy (EPS) produkowane w postaci kompleksow,
o roznym skladzie i masie czasteczkowej. Wykazuja
one powinowactwo do glikoprotein zawartych w $cia-
nie komorek ziemniaka i biora udzial w rozpoznaniu
patogena oraz inicjacji transdukcji sygnatu, prowa-
dzacego do ekspresji gendow warunkujacych reakcje
odpornosciowa [54, 65]. Cms wytwarza takze amy-
lazy, jednak ich rola w rozwoju procesu chorobowego
jest mniejsza [39].

Natomiast bakterie z gatunku Cmm oprocz celulaz
i EPS wytwarzaja: poligalakturonazy, pektynometylo-
esterazy oraz ksylanazy. Badania przeprowadzone
przez badaczy z kilku niezaleznych laboratoriow do-
wodza, iz to wlasnie biatka zaangazowane w degra-
dacje sktadnikéw Scian komodrkowych, odgrywaja
najwazniejsza rol¢ w rozwoju choroby [27].

Celulazy

Celulazy sa jednymi z najwazniejszych czynnikow
wirulencji C. michiganensis. Degradacja polisachary-
dow $cian komoérkowych roslin nie tylko warunkuje
przenikanie patogena do tkanek ro$linnych, ale takze
umozliwia wykorzystanie celulozy jako zrodta wegla
[39]. Celulaza jest wydzielanym zewnatrzkomorkowo
biatkiem o wielkosci 78 kDa, sktadajacym sig z trzech
domen. N-terminalna domena katalityczna potaczona
jest poprzez tacznik z domeng wiazaca celulozg (Cel-
lulose Binding Domain, CBD). Budowa czg¢sci katali-
tycznej, pozwala na zakwalifikowanie enzymu do ro-
dziny celulaz A, okre$lanych takze mianem hydrolaz
glikozylowych. Domena ta wykazuje odpowiednio 51%
i 50% podobiefistwa do endo-fB-1,4-glukonaz wy-
twarzanych przez bakterie z gatunkéw Paenibacillus
(Bacillus) polymyxa 1 Acidothermus cellulolyticus
[39]. Domena C-terminalna celulazy C. michiganen-
sis zwana takze Dom3, charakteryzuje si¢ wyjatkowa,
jesli chodzi o bakteryjne enzymy celulolityczne budo-
wa; przypomina domeny roslinnych biatek — c-ekspa-
syn. Bialka te, zlokalizowane w $cianie komorkowe;j,
pozwalaja na wydluzane si¢ komorek podczas wzro-
stu nawet do 50%; indukuja one wzrost komorkowy
poprzez degradacje wiazan pomigdzy glikanami [27].
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Obecno$¢ domeny Dom3 ma istotny sens biologiczny,
jako ze enzym ten umozliwia degradacjg celulozy,
tym samym rozluznia strukturg $ciany komorkowe;j.
O istotnos$ci trzeciej domeny celulazy $wiadczy brak
wirulencji szczepéw nie zdolnych do jej wytwarzania.
Petna aktywno$¢ celulazy zapewnia tylko obecno$¢
wszystkich trzech domen, chociaz produkty biatkowe
nie zawierajace CBD lub analogu ekspasyny, takze
katalizuja degradacje rozpuszczalnej karboksymetylo-
celulozy [39, 65].

Aktywno$¢ celulazy nie wptywa na proces koloni-
zacji roéliny, ale jest niezb¢dna do wywolania obja-
wow chrobowych. Czgsto spotykane podczas uprawy
ziemniakow infekcje latentne, stanowiace powazny
problem diagnostyczny, moga by¢ zwiazane z obni-
zeniem poziomu ekspresji genu cel4 zlokalizowanego
w obrebie plazmidu pCS1 i kodujacego celulaze [47].
Bezposrednim wynikiem dziatania enzymu, kodo-
wanego przez ten gen, jest zmniejszenie grubosci
kanatéw w ksylemie oraz brak integralnosci $cian
komorek budujacych ksylem. Fakt ten powoduje blo-
kowanie naczyn przewodzacych, uposledzenie trans-
portu wody, czego konsekwencja jest wiednigcie i za-
mieranie zainfekowanej rosliny [47].

Celulazy wytwarzane przez obydwa podgatunki
bakterii: Cmm i Cms wykazuja wysoki poziom podo-
bienstwa sekwencji (ponad 84% identycznosci); w obu
przypadkach obecne sa trzy domeny, potaczone se-
kwencjami tacznikowymi [39]. Ponadto, w przypadku
obydwu omawianych podgatunkow, gen celd kodu-
jacy typowa celulaze zlokalizowany jest w obrgbie
plazmidu a nie DNA genomowego. Natomiast na
chromosomie Cmm zlokalizowany jest gen celB.
Kodowany przez niego enzym posiada tylko dwie
domeny: katalityczna oraz wiazaca substrat. Pozba-
wiony jest C-terminalnej domeny Dom3. Poniewaz
pozbawiony plazmidu szczep CMM100 nie wykazuje
aktywnosci celulolitycznej wydaje sig, iz ekspresja
genu zlokalizowanego na chromosomie nie nastgpuje
lub moze zachodzi¢ na niskim poziomie. W komor-
kach Cmm zidentyfikowano takze zlokalizowana na
chromosomie sekwencj¢ genu expA, ktéra warunkuje
biosyntezg biatka odpowiadajacego budowa roslinnym
ekspasynom. Gen expA zlokalizowany jest w znacz-
nym oddaleniu od genu celB [27].

W komorkach Cms gen celd zlokalizowany jest na
plazmidzie pCS1 (50,5 kpz) [37]. Natomiast w przy-
padku patogena pomidora (Cmm) sekwencj¢ genu
celA kodujaca endo-p-1,4-glukonaze, zawiera plazmid
o nazwie pCM1 (27,5 kpz), analogiczny do plazmidu
CS1 Cms [35]. Mutanty Cmm pozbawione plazmidu
pCMI1 nie wywotuja symptoméw wigdnigcia na zain-
fekowanych roslinach pomidora, a wprowadzenie
plazmidu zawierajacego wymienione geny, w wyniku
komplementacji, przywraca bakteriom zdolno$¢ do
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wywotywania objawow chorobowych [9, 27]. Brak
genu cel4 nie wpltywa na intensywnos¢ podzialow
komoérkowych bakterii z obu podgatunkéw [47].

Biatka indukujace odpowiedz
nadwrazliwo$ci (HR)

Podczas kolonizacji organizmu roslinnego bak-
terie rozprzestrzeniaja si¢ w tkankach gospodarza
poprzez wiazki przewodzace i w kolejnych etapach
wywoluja objawy chorobowe. Jezeli jednak infekcja
nie dotyczy typowego gospodarza, moze powodowac
indukcjg reakcji oporno$ci w tkance roslinnej, w efek-
cie czego obserwowana jest reakcja nadwrazliwosci
[65]. Geny zwiazane z indukcja reakcji nadwrazli-
wosci (hrp) 1 patogeniczno$cia, bedace istotnymi
czynnikami wirulencji fitopatogenow Gram-ujemnych,
koduja: biatka strukturalne systemu sekrecyjnego typu
111, biatka efektorowe, wydzielane za sprawa tego me-
chanizmu oraz biatka regulatorowe kontrolujace eks-
presje gendw. Mutanty hrp~ bakterii Gram-ujemnych
nie sa w stanie wywota¢ HR w roslinach opornych ani
symptomow chorobowych w podatnych. Przeprowa-
dzone badania wykazaty, iz jest to wynik zbyt wolne-
go rozmnazania si¢ komorek patogena, a w efekcie
obnizonej efektywnosci kolonizacji [47]. Mimo, iz
do tej pory nie znaleziono homologdéw gendw Arp nie
tylko w komorkach Clavibacter, ale takze innych
Gram-dodatnich patogenéw, niektore podgatunki
C. michiganensis indukuja HR w gatunkach roslin, nie
bedacych ich typowymi gospodarzami [47]. W przy-
padku infekcji wywotanej przez Cm istotny jest fakt,
iz zainfekowane komorki podlegaja programowane;j
$mierci. Prowadzi to do wystapienia na powierzchni
tkanek ros§linnych zmian nekrotycznych, ktore $wiad-
cza o ograniczeniu infekcji i zwalczaniu patogena.
Nekrozy chronia ro$ling przed dalszym rozprzestrze-
nianiem si¢ bakterii [63, 65]. Liczne szczepy Cms po-
woduja odpowiedz nadwrazliwos$ci na roslinach tyto-
niu. Syntetyzuja one biatka przypominajace harpiny
bakterii Gram-ujemnych. Tylko izolaty zdolne do in-
dukcji HR wywoluja symptomy bakteriozy na ziem-
niaku lub oberzynie. Szczepy HR™ sa niewirulentne
takze wobec ro$lin ulegajacych infekcji. Rowniez
w tym wypadku niezdolno$¢ do efektywnego zakaze-
nia wynika z niewystarczajacej intensywnosci podzia-
tow komorek bakteryjnych i w efekcie niewielkiej po-
pulacji bakterii, chociaz zdolno$¢ do przezywania
komorek Cms wydaje sig¢ pozostawa¢ bez zmian [47].
Wyjatek stanowi szczep Cms P45, pozbawiony plaz-
midu pSC1, w obrebie ktorego zlokalizowany jest gen
kodujacy celulazeg. Nie wywotuje on wyraznych symp-
tomoéw porazenia w testach biologicznych, natomiast
indukuje reakcje nadwrazliwo$ci na tytoniu [39].

Hipoteza tlumaczaca odpornos¢ na infekcje zakta-
da interakcje pomigdzy receptorami roslin, kodowa-
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nymi przez geny R, a elicytorami mikroorganizméow,
bedacymi produktami genu avr. Odpornos¢ polega na
nekrotyzacji zakazonych obszaréw, w efekcie ograni-
czone jest dalsze rozprzestrzenianie si¢ bakterii [1].
Cmm wywoluje reakcje nadwrazliwosci na roslinach
tytoniu oraz dziwaczka (Mirabilis jalapa). Do zaini-
cjowania catego procesu wymagana jest odpowiednia
gestos¢ zawiesiny komoérek bakteryjnych. Obserwa-
cja symptomdéw HR na M. jalapa, po inokulacji tkanki
ros§linnej ptynem pohodowlanym (cell-free culture
supernatant, CFCS), dowodzi, iz odpowiedz ro$liny
powoduje wydzielany zewnatrzkomoérkowo elicytor,
przy czym wykluczono, iz funkcje¢ t¢ mialby petnié¢
EPS. Szczep Cmm 100, pozbawiony dwoéch plaz-
midow (pCM1 i pCM2), jest zdolny do indukc;ji lokal-
nej nekrozy, stad wniosek, iz determinanty genetycz-
ne biatek indukujacych HR zlokalizowane sa w ob-
rebie chromosomu [1]. Analiza SDS-PAGE wyka-
zata, iz Cmm syntezuje co najmniej kilka czynnikow
indukujacych HR, ktorych wielkosci oszacowano na
12-16 kDa oraz 35-50 kDa [1]. Biatka wytwarzane
przez Cmm wykazuja analogi¢ w stosunku do biatek
Cms indukujacych odpowiedz nadwrazliwosci, jed-
nakze biatka Cms wywoluja reakcje HR jedynie na
ro$linach tytoniu [1].

Egzopolisacharydy (EPS)

Tak jak wigkszos$¢ fitopatogenow Cms produkuje
egzopolisacharydy. Warunkuja one wiele istotnych
biologicznie funkcji, migdzy innymi takie jak: oddzia-
lywanie z komorkami gospodarza, ochrong bakterii
przed niekorzystnymi warunkami $rodowiskowymi.
Otaczajac komorki bakterii EPS chronia je przed
nadmierna utrata wody. Poniewaz wigkszos¢ sktad-
nikow EPS wykazuje charakter kwasowy, moga one
bra¢ udzial w wymianie jonow czy wiazaniu sub-
stancji toksycznych. Ponadto EPS umozliwiaja adhe-
zj¢ komoérek do powierzchni réznych tkanek roslin-
nych, istotna przede wszystkim w procesach inicjacji
1 rozprzestrzenianiu si¢ choroby [35]. Egzopolisa-
charydy stanowia mieszaning heterogennych poli-
merdw o kwasowej lub rzadziej obojgtnej naturze [42].
Zawarto$¢ komponentow biatkowych jest niska [46].
Obecnos¢ EPS w postaci gestych §luzéw, w pola-
czeniu z duza liczba komorek bakteryjnych, prowadzi
do zablokowania ksylemu, a tym samym do zabu-
rzenia transportu wody [35]. Biologiczna aktywno$¢
EPS wiaze sig takze z ich odczynem, a co za tym idzie,
zmiang pH gleby podczas infekcji [55]. Egzopoli-
sacharydy wytwarzane przez Cms skladem przypo-
minaja te wydzielane przez Cmm oraz Cmi, poniewaz
zawieraja fukoze, galaktozg i glukozg. Dodatkowym
cukrem, nieobecnym w wydzielinach bakterii z po-
zostalych podgatunkow C. michiganensis, jest man-
noza [35]. Cms wydziela zazwyczaj znaczne iloSci
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egzopolisacharydéw. Mimo, iz ich rola w indukcji
bakteriozy zdaje si¢ by¢ ugruntowana, nie istnieje
prosta zalezno$¢ pomigdzy ich iloScia, a wirulencja
szczepow. Istnieja doniesienia o wyizolowaniu szcze-
pow catkowicie pozbawionych EPS, a mimo to wy-
soce wirulentnych [63, 65].

Wptyw EPS na rozwoj choréb wywotywanych
przez bakterie z gatunku C. michiganensis nie zostal
jeszcze ostatecznie ustalony. Stwierdzono, iz spetniaja
one szereg funkcji, m. in. chroniag komorki bakteryjne
przed odpowiedzia zainfekowanych komorek roslin-
nych, inaktywujac aglutyniny czy fitoaleksyny [267].
Wséréd zwiazkow wechodzacych w sktad EPS sa takze
fitotoksyny; oczyszczony EPS wytwarzany przez ko-
morki bakterii C. michiganensis powoduje m. in. nisz-
czenie blon tylakoidow izolowanych chloroplastow
[27]. Zmiana sktadu cukrowego kompleksu EPS skut-
kuje czesto brakiem zdolnosci do wywotania objawow
chorobowych. Fakt ten sugeruje, iz budowa chemicz-
na EPS warunkuje ,,rozpoznanie si¢” komoérek pato-
gena i gospodarza, a tym samym wczesne stadia roz-
woju choroby [35].

Czynnik Pat-1

W komorkach bakterii Cmm obecne sa dwa plaz-
midy pCM1 i pCM2, w obrebie ktorych zlokalizowa-
ne sg swoiste determinanty genetyczne warunkujace
patogeniczno$¢, przy czym nie kazdy szczep posia-
da oba plazmidy. Plazmid pCM1 zawiera sekwen-
cje celd kodujaca endo-B-1,4-glukonaze, natomiast
w obrebie plazmidu pCM2 (72 kpz) obecny jest gen
kodujacy czynnik Pat-1 przypominajacy swoja aktyw-
nos$cia proteazg serynowa [27]. Jest to biatko, o masie
molekularnej 29,7 kDa, prawdopodobnie wiazace si¢
ze $ciang komorkowa. Jego budowa wykazuje wyso-
ka homologi¢ do proteaz serynowych, zwtlaszcza
o-litycznej proteazy Lizobacter enzymogenes. Zmia-
na w obrebie kodonu startowego genu kodujacego
Pat-1 powoduje, iz rosliny inokulowane mutantem
nie wykazuja zadnych symptomoéw chorobowych.
Ponizej sekwencji genu strukturalnego pat-1 znaj-
duje si¢ motyw zawierajacy wielokrotne powtorzenia
(pat-1 rep). Stwierdzono obecno$¢ licznych homo-
logow pat-1 rep. Delecja tego regionu prowadzi do
znaczacej redukcji wirulencji, nigdy jednak do jej
catkowitej utraty [27].

W szczepie Cmm NCPPB382, znaleziono sekwen-
cje homologiczne do genu pat-1 zar6wno na plaz-
midzie pCM2 jak i w obrgbie chromosomu. Na plaz-
midzie znajduja si¢ dwa, homologiczne fragmenty,
zorientowane przeciwnie wzgledem siebie, nazwane
odpowiednio phpA i phpB. Wykazano, iz produkty
genow php nie indukuja symptomdw raka pomidora
[9]. Homologiczna wzgledem pat-1 sekwencja chro-
mosomalna chpA jest pseudogenem [9].
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4. Odpowiedz roflin na infekcje

4.1. OdpowiedZ indukowana przez infekcje
powodowang przez Cms

Interakcja pomigdzy komodrkami patogena a ko-
morkami gospodarza rozpoczyna si¢ od wzajemnego
rozpoznania. Jest ono mozliwe dzigki oddziatywaniom
pomigdzy receptorami komorek roslinnych i czyn-
nikami wytwarzanymi przez bakterie, indukujacymi
badz hamujacymi roslinne reakcje obronne [54].
W przypadku komoérek Cms i Cmm funkcje tg¢ spet-
niaja EPS, jako ze wykazuja powinowactwo do gliko-
protein budujacych §ciany komorek ziemniaka [57].
Transdukcja sygnatu prowadzaca do ekspresji gendw
ro§linnych wymaga obecnosci receptoréw zlokalizo-
wanych w btonach komoérkowych. Wykazano, iz bto-
ny komodrkowe, wyizolowane z odmian ziemniakow
podatnych na bakterie z gatunku C. michiganensis,
posiadaja liczne receptory wiazace EPS wytwarzane
przez Cms. W przypadku roslin odpornych na infek-
cje, liczba receptorow jest znacznie mniejsza [54, 57].

Odpornos¢ na bakterioze pier§cieniowa moze wy-
nika¢ z wysokiego powinowactwa receptorow btono-
wych do tych sktadnikow EPS bakteryjnych, ktore
indukuja reakcje obronne. Wiazanie czynnikéw blo-
kujacych transdukcje sygnalu do genomu komorek
roslinnych skutkowatoby podatnoscia tkanki roslinnej
na kolonizacjg przez Cms [54].

Zmiana aktywnos$ci peroksydazy
Egzopolisacharydy produkowane przez Cms sty-
muluja wiele zmian w obrebie komorek ziemniaka. W
przypadku inokulacji mato podatnych odmian odpo-
wiednio wysokim inokulum bakterii, mozna obserwo-
wac lokalne zmiany nekrotyczne, przypominajace od-
powiedz HR w tkankach ro§lin nie bedacych
zywicielami. Moga by¢ one wynikiem dziatania reak-
tywnych form tlenu, generowanych przez peroksyda-
zg. Zmiana aktywnosci tego wlasnie enzymu nalezy
do najwazniejszych, sposréd opisanych do tej pory,
skutkow obecnosci EPS w zainfekowanych tkankach
ros§linnych [54]. Sktadniki kompleksu EPS, wiazac si¢
do zewngtrznej domeny receptoréw btonowych, po-
woduja zmiang ich konformacji. Jest ona wynikiem
reakcji fosforylacji, w wyniku ktdrej nastgpuje prze-
niesienie grup fosforanowych na domeng cytoplazma-
tyczna. To z kolei aktywuje peroksydazg sprzgzona z
receptorem. Aktywnos¢ peroksydazy ma kluczowe
znaczenie dla ekspresji genéw warunkujacych odpor-
no$¢ oraz produkcje reaktywnych form tlenu (reactive
oxygen species, ROS), odgrywajacych istotna role w
reakcjach obronnych rosliny [29]. Peroksydaza bierze
udzial takze w procesach prowadzacych do lignifika-
cji $cian komodrkowych, fotosyntezie, oddychaniu czy
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regulacji wzrostu [29]. Aniony ponadtlenkowe, po-
wstajace w efekcie utleniania NADPH, przez dysmu-
tazg¢ ponadtlenkowa, sa przeksztalcane w nadtlenek
wodoru. Wysokie stgzenie rodnikow tlenowych oraz
nadtlenku wodoru hamuje wzrost i podzialy komoérek
patogena [29].

W komorkach bulw ziemniaka odmian podatnych
na bakteriozg¢ piercieniowa, wykazano podwyzszenie
poziomu peroksydazy wyniku infekcji. Istnieje kilka
izoform peroksydazy, przy czym ich poziom waha si¢
w zaleznosci od podatnosci rosliny oraz rodzaju infe-
kowanej tkanki. Komorki odporniejszych na Cms od-
mian ziemniaka, poddane dziataniu EPS, nie wykazy-
waly zadnych zmian liczby izoform peroksydaz
wewnatrzkomoérkowych i tych wydzielanych na ze-
wnatrz komorek. Analogiczne dziatanie w przypadku
odmian podatnych prowadzito do syntezy nowych izo-
enzymow wewnatrzkomoérkowych oraz wydzielanych
na zewnatrz komorek. Zwigkszeniem aktywnos$ci pe-
roksydazy charakteryzowala si¢ przede wszystkim
frakcja wewnatrzkomorkowa. Podczas infekcji komo-
rek odpornych odmian ziemniaka nastgpuje aktywacja
peroksydaz zewnatrzkomorkowych, glownie izoformy
Rf 15, ktéra indukuje reakcje nadwrazliwosci. Mecha-
nizm tego procesu polega na indukcji aktywacji pe-
roksydazy oraz indukcji produkcji ROS. Dziatanie
tych ostatnich skutkuje degradacja struktur komoérko-
wych patogena i zainfekowanych tkanek. Poniewaz
aktywacja peroksydazy wywotywana przez Cms w
podatnych komoérkach roslinnych jest uwarunkowana
intensywna synteza bialek enzymatycznych de novo,
proces ten jest dtugotrwaty. W tym czasie moze dojs¢
do efektywnej kolonizacji rosliny przez bakterie. W
tym przypadku nie ma mozliwosci indukcji powsta-
wania lokalnych nekroz gdyz podatne na patogena ko-
morki roslinne nie produkuja izoformy Rf 15 [ 30].

Zmiana pH $§rodowiska

Jak juz wspomniano wczesniej EPS stanowia mie-
szaning zwiazkow o charakterze kwasowym badz obo-
jetnym [42]. Podczas infekcji powoduja one obnize-
nie pH w tkankach roslinnych, co z kolei indukuje
wiednigcie roslin i degradacje komorek. Badajac zwia-
zek pomigdzy obecnoscia polisacharyddéw a odczynem
podtoza, ustalono, ze zmiana jest tym wigksza, im
bardziej badana odmiana jest podatna na porazenie.
Nalezy jednak zaznaczy¢, iz wzrost st¢zenia jonow
wodorowych nie wynika jedynie z bezposredniego
dziatania patogena. Cms podczas hodowli na podtozu
laboratoryjnym powoduje obnizenie pH pozywki z 6,3
do 4,5. Natomiast, podczas infekcji roslin rosnacych
w kulturach in vitro, pH podloza w przypadku roslin
podatnych obnizato si¢ do wartosci 2,5. Tak duze
zakwaszenie $rodowiska spowodowane bylo wydzie-
laniem do podtoza, takze przez rosliny, niskoczastecz-
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kowych kwasow. Proces ten moze by¢ efektem uwal-
niania do podtoza zawarto$ci rozpadajacych si¢ w wy-
niku infekcji komodrek. Powiazanie rozwoju bakte-
riozy pierscieniowej z odczynem EPS potwierdzaja
badania, w ktorych wyizolowane wydzieliny bakteryj-
ne zastapiono kwasem octowym. Jego obecno$¢ pro-
mowata analogiczne do EPS symptomy porazenia
[55]. Warto wspomnie¢, iz rosliny wyksztatcity me-
chanizmy ochronne pozwalajace na przywrdcenie od-
powiedniego pH w $rodowisku. Badajac mozliwosci
buforujace wydzielin korzeniowych stwierdzono, iz
odporne na Cms odmiany ziemniaka szybciej i efek-
tywniej neutralizuja kwasne wydzieliny bakteryjne.
Roéwniez do$wiadczenia na komoérkach roslinnych,
poddanych dziataniu roztworu EPS, potwierdzity stab-
sze mozliwosci adaptacyjne komorek podatnych roslin
ziemniaka [55].

Synteza biatek o dziataniu
przeciwbakteryjnym

Roéliny, stale pozostajac w kontakcie z patogenami,
moga produkowac liczne substancje o dzialaniu prze-
ciwbakteryjnym i przeciwgrzybowym. Naleza do nich:
glukanazy, inhibitory o-amylaz, peptydy inaktywujace
rybosomy czy tioniny. Te ostatnie naleza do amfi-
patycznych biatek, zwigkszajacych przepuszczalnosé
bton komoérkowych. Syntetyzowana przez S. tubero-
sum pseudotionina, Pth-St1, hamuje rozwo6j m. in. Cms
oraz Ralstonia solanaceanum. Bialko to, wielkos$ci
5 kDa, produkowane jest w ilosci okolo 1,5 mg na
kilogram masy rosliny. Ekspresja genu warunkujacego
biosynteze pseudotioniny jest tkankowo specyficzna
i ogranicza si¢ do komorek todyg, bulw oraz platkéw
korony. Nizsze stgzenia pseudotioniny moga wystgpo-
wac takze w lisciach. Biatko to wykazuje silniejsze
dziatanie antybakteryjne niz tioniny. R6znica w pozio-
mie aktywnosci antybakteryjnej pseudotioniny i tio-
niny sugeruje, iz mechanizm dziatania obu zwiazkow
jest odmienny, natomiast w trakcie infekcji wymienio-
ne zwiazki moga dziata¢ komplementarnie [37].

4.2. Odpowiedz indukowana przez infekcje
powodowana przez C. m. subsp. ichiganensis

Mechanizm interakcji migdzy komorkami roslin
pomidora i bakterii z podgatunku Cmm nie zostat do-
ktadnie poznany, a dotychczasowe badania, majace na
celu uzyskanie odmian odpornych na bakterie powo-
dujace raka bakteryjnego, zakonczyty si¢ niepowo-
dzeniem [27]. Stosowanie klasycznych metod hodow-
lanych pozwolito na uzyskanie odmian mniej wrazli-
wych badz tolerancyjnych. Trzeba jednak podkreslic,
iz zadna z uzyskanych linii hodowlanych nie wykazy-
wala odpornosci na Cmm, pozwalajacej na jej wyko-
rzystanie w uprawach komercyjnych [18]. Czg$ciowy
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lub nawet catkowity brak symptomow chorobowych,
charakterystycznych dla raka bakteryjnego nie §wiad-
czyt o zmniejszeniu podatnosci roslin na infekcje, po-
niewaz nadal dochodzito do kolonizacji tkanek gospo-
darza. Naturalnie wystgpujaca, w roznych odmianach
pomidora, tolerancja na tego patogena, wynika z pro-
dukcji zwiazkéw hamujacych podzialy komorkowe
Cmm [18].

Produkcja tomatyny

Rosliny pomidora produkuja znaczne ilosci fito-
aleksyn alkaloidowych. Niedojrzate owoce zawieraja
a-tomatyng, glikozylowany alkaloid o silnej aktywno-
Sci przeciwgrzybowej i przeciwbakteryjnej. Podczas
infekcji nastgpuje indukcja produkceji tomatyny i jej
akumulacja do poziomu hamujacego podziaty ko-
morkowe bakterii. W efekcie dochodzi do aktywnej
obrony ro§liny przed zakazeniem. Dzigki poznaniu
sekwencji genomu Cmm, zidentyfikowano gen tomA,
kodujacy tomatynazg. Enzym ten katalizuje reakcje
deglikozylacji o-tomatyny, do nietoksycznej toma-
tydyny [27, 37]. Znaczenie tomatynazy dla zaha-
mowania infekcji zostato potwierdzone w badaniach,
w ktorych wykorzystywano mutanty Cmm fomA~;
tomatyna hamowatla wzrost mutantéw nie wytwarza-
jacych enzymu umozliwiajacego deglikozylacj¢ toma-
tyny, znacznie silniej, niz wzrost szczepow bakterii
typu dzikiego [37].

5. Metody identyfikacji C. michiganensis
5.1. Wykrywanie C. m. subsp. sepedonicus

Wykrywanie Cms nastrgcza duzych trudnosci, po-
niewaz wczesne objawy bakteriozy moga by¢ masko-
wane przez naturalne procesy fizjologiczne, takie jak
starzenie czy tez aktywno$¢ innych mikroorganizmow
patogennych. Coraz czg¢sciej wystepujace infekcje
latentne, charakteryzuja si¢ brakiem jakichkolwiek
symptomoéw chorobowych nawet przez 2-3 sezony
wegetacyjne. W efekcie dochodzi do rozprzestrze-
niania si¢ bakterii na coraz to wigkszych obszarach.
Z tego wzgledu, na terenie Standow Zjednoczonych,
nie hoduje si¢ odmian ziemniaka wykazujacych
zwigkszong tolerancj¢ na Cms. Bezobjawowe zaka-
zenia powoduja, iz wizualna ocena plantacji jest nie-
wystarczajaca, zwlaszcza, jesli dotyczy rozwijajacych
si¢ ro$lin, a nie dojrzalych bulw. Badania laboratoryj-
ne, z wykorzystaniem np. metod serologicznych, sa
niezbgdne, takze dlatego, iz posta¢ symptomow zale-
zy od wielu czynnikéw 1 moze ograniczac si¢ jedynie
do spadku biomasy roslin [63].

W laboratoriach diagnostycznych najczesciej sto-
sowanymi sg testy serologiczne: immunofluorescencji
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posredniej (IF) oraz immonoenzymatyczny (ELISA),
analiza profilu estrow metylowych kwasow thuszczo-
wych (Fatty Acids Metyl Esters), tancuchowa reak-
cja polimerazy (PCR), fluorescencyjna hybrydyzacja
in situ (FISH), a dodatkowo testy biochemiczne
oraz testy biologiczne [58, 59, 65]. Testy serologiczne
maja niestety pewne wady. Test ELISA jest nieprzy-
datny w wykrywaniu szczepéw bakteryjnych pozba-
wionych EPS, gdyz stanowia one gtdéwny antygen do
produkcji przeciwciatl stosowanych w komercyjnie
dostgpnym teScie ELISA. Ponadto podczas testow
serologicznych uzyskiwane sa wyniki fatszywie pozy-
tywne, ktorych przyczyna sa niespecyficzne oddziaty-
wania przeciwciat z bakteriami saprotroficznymi [63].
Technika FISH pozwala na szybka identyfikacj¢ pa-
togena i jednoczes$nie weryfikacj¢ wynikow testow
serologicznych. W przypadku zastosowania hybrydy-
zacji in situ do wykrywania bakterii Gram-dodatnich,
a do takich nalezy Cms, w etapie wstgpnym przepro-
wadza si¢ preinkubacje proby z lizozymem degra-
dujacym mukopeptyd obecny w $cianie komorkowe;j
bakterii, w efekcie ulatwiona jest penetracja oligo-
nukleotydéw do komorek.

Wykrywanie Cms metoda PCR polega ma ampli-
fikacji fragmentow DNA plazmidowego, jednak ist-
nieja takze testy, wykorzystujace specyficznos¢ innych
elementow genomu [52]. W literaturze opisanych
zostato wiele roznych starterdéw, ktorych uzytecznosé
zostata poddana weryfikacji [2]. Testowana jest row-
niez uzyteczno$¢ mikromacierzy umozliwiajacych
wykrycie i identyfikacje¢ bakterii na podstawie obec-
nosci w tkankach roslin, mRNA kodowanego przez
rozne geny [25, 62].

W Polsce obowiazujace procedury wykrywania,
zwalczania i1 zapobiegania rozprzestrzenianiu si¢ bak-
terii z rodzaju Clavibacter zawarte sa w kilku aktach
prawnych. Obowiazujace jest Rozporzadzenie Mini-
stra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 6 kwietnia
2007 r. w sprawie szczegdlowych sposobow postepo-
wania przy zwalczaniu i zapobieganiu rozprzestrzenia-
niu si¢ bakterii C. m. subsp. sepedonicus [Dz.U. Nr 70
poz. 427 z 19 kwietnia 2007] na podstawie art. 10
ust. 1 pkt 1-4 i art. 15 ust. 3 ustawy z dnia 18 grudnia
2003 r. o ochronie ro§lin [Dz. U. 22004 r. Nr 11,
poz. 94, z pozn. zm.]. Przepisy rozporzadzenia wdra-
zaja postanowienia dyrektywy Rady 93/85/EWG
z dnia 4 pazdziernika 1993 r. w sprawie zwalczania
bakteriozy pierScieniowej ziemniaka [Dz. Urz. WE L
259 z 18.10.1993, str. 1, z p6zn. zm.; Dz. Urz. UE
Polskie wydanie specjalne, rozdz. 3, t. 15, str. 131,
z poézn. zm.] oraz Dyrektywa Komisji 2006/56/WE
z dnia 12 czerwca 2006 r., zmieniajaca zalaczniki do
dyrektywy Rady 93/85/EWG w sprawie zwalczania
bakteriozy pierScieniowej ziemniaka [Dziennik Urzg-
dowy L 182, 04/07/2006 P. 0001-0002].



EPIDEMIOLOGIA WYBRANYCH PODGATUNKOW BAKTERII CLAVIBACTER MICHIGANENSIS...

Najnowsze metody wykrywania Cms

Poniewaz zwalczanie Cms polega przede wszystkim
na naktadania kwarantanny na obszarach jej wystegpo-
wania, niezwykle istotnym jest szybkie i wiarygodne
wykrywanie tego fitopatogena. Opracowano wiele
metod spetniajacych te zatozenia.

Do identyfikacji Cms za pomoca techniki PCR wy-
korzystuje si¢ oligonukleotydowe sekwencje startero-
we homologiczne do genu kodujacego 16S rRNA oraz
sekwencji insercyjnej IS1121, obecnej w wielu pow-
torzeniach zaré6wno na plazmidzie, jak i genoforze. Ten
drugi rodzaj starter6w pozwala na specyficzne wykry-
wanie i1 identyfikacje bakterii z podgatunku Cms, takze
w przypadku bezplazmidowego szczepu Cms P45.

Zastosowanie analizy restrykcyjnej RFLP (Restric-
tion Fragment Length Polymorphisms) amplifikowa-
nego w reakcji PCR fragmentu genu 16S rRNA, po-
zwala na identyfikacje patogena ziemniaka wsrod
pozostatych podgatunkow C. michiganesis. Niestety
nawet tak czula metoda jaka jest reakcja PCR nie
zawsze pozwala na wykrycie niewielkiej liczby ko-
morek patogena. Zastosowanie metody Nested — PCR
i dwoch par starter6w pozwala na zwigkszenie czu-
tos¢ analizy, w efekcie mozliwe jest wykrywanie Cms
na roslinach niewykazujacych objawow infekcji. Taka
modyfikacja klasycznej procedury PCR, pozwala na
tysiackrotne zwigkszenie czutosci testu; mozliwe jest
wykrycie patogena w przypadku obecno$ci w miesza-
nie reakcyjnej 100 komorek [41].

W przypadku wykrywania komorek patogena
w tkance roslinnej pojawiaja si¢ jednak dodatkowe
trudnosci zwiazane z hamowaniem aktywnosci poli-
merazy DNA przez niektore sktadniki homogenatu
komorek ziemniaka. W efekcie mozna uzyska¢ wy-
niki falszywie negatywne. Problem ten mozna roz-
wiazaé¢ przy pomocy wewngtrznej kontroli. W tym
przypadku oprocz specyficznych starterow warunku-
jacych amplifikacjg¢ fragmentéw materiatu genetycz-
nego patogena, wprowadza si¢ takze oligonukleotydy
pozwalajace na powielenie sekwencji homologicznych
do fragmentéw genomu ziemniaka (Multiplex PCR).
Nie uzyskanie produktéow amplifikacji DNA ziem-
niaka wskazuje na obecno$¢ w mieszaninie reakcyjnej
inhibitorow reakcji PCR [51].

Znacznie szersze mozliwosci zastosowania reakcji
PCR, bez pdzniejszej identyfikacji produktow ampli-
fikacji w zelu agarozowym, daje zastosowanie ampli-
fikacji DNA w czasie rzeczywistym (Real-Time PCR).
W tym przypadku do przeprowadzenia reakcji ampli-
fikacji 1 wykrycia jej produktow niezbgdny jest termo-
cykler sprzegnigty z fluorometrem. Produkty reakcji
moga by¢ wykrywane dzigki zastosowaniu barwnikow
takich jak bromek etydyny lub barwnikéw fluorescen-
cyjnych (np. SYBR Green) interkalujacych z amplifiko-
wanym, dwuniciowym DNA. W innych modyfikacjach
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Real-Time PCR wykorzystuje si¢ réznego rodzaju
sondy znakowane barwnikami fluorescencyjnymi (np.
sondy TagMan PCR, Molecular Beacon). Ogélna za-
sada polega na wykrywaniu obecno$ci znakowanej
sondy, a nie produktu reakcji PCR. Sondy typu TagMan
PCR, Molecular Beacon (tzw. latarnia molekularna)
znakowane sa dwoma barwnikami; pierwszy zwykle
fluoresencencyjny petni funkcje ,,sygnalizatora” (re-
porter), drugi ,,wyciszacza” (quencher). Jezeli znajdu-
jace si¢ w mieszaninie reakcyjnej DNA matrycowy
hybrydyzuje ze znakowana sonda TagMan PCR to
polimeraza DNA majaca rownocze$nie wlasciwos-
ci nukleazy dobudowujac komplementarny tancuch
DNA degraduje sonde. W efekcie degradacji sondy
nastgpuje odfaczenie ,,sygnalizatora” od ,,wyciszacza”.
Obecnos¢ ,,sygnalizatora” rejestrowana jest za pomo-
ca fluorometru. W przypadku majacej ksztalt spinki
sondy Molecular Beacon, w ktorej sygnalizator i wy-
ciszacz zlokalizowane sa na przeciwlegtych, komple-
mentarnych do siebie koncach sondy, hybrydyzacja
sondy z produktami reakcji PCR powoduje ,,rozwinig-
cie” spinki i §wiecenie sygnalizatora. Real-Time PCR
pozwala na skrocenie czasu analizy (nie ma potrzeby
wykonywania elektroforezy) ale takze na monitorowa-
nie przebiegu reakcji oraz ilo§ciowe oznaczenie pro-
duktu amplifikacji. Dodatkowa zaleta tego typu testu
jest mozliwo$¢ prowadzenia catego procesu ampli-
fikacji w jednej, zamknigtej od momentu dodania
wszystkich sktadnikow mieszaniny reakcyjnej, pro-
boéwce. Ten sposdb prowadzenia testu pozwala w za-
sadzie wyeliminowac¢ falszywie pozytywne wyniki,
ktorych przyczyna w tescie PCR jest kontaminacja
proby przez DNA niewiadomego pochodzenia.

W ostatnich latach opracowane zostaly systemy
tzw. Smart Real-Time PCR, pozwalajace na prowadze-
nie wykrywania i identyfikacji Cms, bezposrednio na
polu, lub w laboratoriach zlokalizowanych w punktach
kontroli granicznej (Port Check 5th FP Project).

Jedna z najnowszych metod, opartych na amplifi-
kacji kwaséw nukleinowych w czasie rzeczywistym,
jest AmpliDet RNA. Jest to polaczenie izotermalnej
amplifikacji nukleotydow NASBA (Nucleic Acid
Sequence Based Amplification) oraz detekcji tego pro-
cesu przy pomocy sond Molecular Beacon). Synteza
RNA jest mozliwa przy zastosowaniu trzech enzy-
moéw: odwrotnej transkryptazy AMYV, RNazy H oraz
polimerazy RNA bakteriofaga T7 i dotyczy obszaru
16S rRNA. Amplifikowany jest specyficzny dla pod-
gatunku Cms fragment 16S rRNA, w efekcie metoda
ta pozwala na wykrywanie Cms w homogenizowanej
tkance bulw ziemniaka. Powielanie RNA zamiast
DNA, powoduje, iz metoda ta moze by¢ wykorzysta-
na nie tylko w celach diagnostycznych, ale takze do
badania zywotnosci komorek. Teoretycznie, AmpliDet
RNA pozwala na wykrycie takich ilo$ci 16S rRNA,
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ktére odpowiadaja obecnosci w mieszaninie reakcyj-
nej jednej komorki bakteryjnej. W praktyce jednak
wymagana jest obecno$¢ 10 komoérek zdolnych do
tworzenia kolonii, gdyz czgs¢ RNA ulega degradacji
podczas izolacji [62].

Nie tylko metody biologii molekularnej okazuja
si¢ warto$ciowymi, jesli chodzi o diagnostyke Cms.
Nadal prowadzone sa do$wiadczenia nad wykorzys-
taniem testow biochemicznych, pozwalajacych na wy-
krywanie charakterystycznej dla patogena aktywnosci
enzymatycznej. Testy API 50CH zawieraja podtoza
z dodatkiem wielu weglowodanoéw, rekomendowa-
nych do wykrywania Cms. Test APl ZYM pozwala
na identyfikacje 20 egzoenzymoéw. Zastosowanie API
50CH wymaga przygotowania zmodyfikowanego
podtoza YMA (Yeast Mannitol Agar) poniewaz bak-
terie z gatunku C. michiganensis nie rosna na wielu
standardowych pozywkach. Testy typu API, stosuje
si¢ w przypadku wykrywania wielu gatunkéw mikro-
organizmow. Jednak, ze wzgledu na bardzo wolne
podzialy komoérkowe w przypadku Cms metoda ta
nie jest uzyteczna. Rozwigzaniem jest wprowadzanie
indykatoréw zmian pH. Test API 50CH pozwala na
rozréznienie bakterii z podgatunku Cms od innych
bakterii z gatunku C. michiganensis oraz patogenow
ziemniaka, z rodzaju Pectobacterium 1 Ralstonia.
Identyfikacj¢ mozna wykonaé takze stosujac API
ZYM, w tescie tym bakterie z podgatunku Cms r6z-
nia si¢ co najmniej jedna aktywnoscia enzymatycz-
na od bakterii z pozostatych podgatunkéw C. michi-
ganensis [50].

5.2. Wykrywanie C. m. subsp. michiganensis

Patogen pomidora nalezy do organizmoéow podlega-
jacych obowiazkowemu zwalczaniu. O kazdym pode;j-
rzeniu wystgpienia Cmm nalezy powiadomi¢ organy
Panstwowej Inspekcji Ochrony Ro$lin i Nasiennictwa.
Podobnie jak w przypadku Cms, nie ma metod zwal-
czania choroby po wystapieniu symptomow. Ochrona
ros$lin ogranicza si¢ do wysiewania sprawdzonego,
wolnego od patogena materiatu, dezynfekcji sprzetu,
stosowania ptodozmianu oraz usuwaniu resztek roslin-
nych pozostatych w glebie po uprawach. Jezeli po-
twierdzona zostanie obecno$¢ Cmm, miejsce uprawy
podlega izolacji, a uzyskane plony — zniszczeniu [48].

Procedura diagnostyczna dotyczy: izolacji mikro-
organizmu z porazonych tkanek, zidentyfikowania
gatunku patogena i okreslenia stopnia wirulencji. Ist-
nieja odrgbne metodyki wykrywania patogena w ro$-
linach i1 nasionach [48]. Jezeli wynik przynajmniej
jednego testu wstgpnego jest pozytywny musi zostaé
zweryfikowany w testach patogenicznosci prowadzo-
nych z wykorzystaniem ro$lin wskaznikowych i w tes-
tach serologicznych: aglutynacja, IF lub ELISA [48].
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Najnowsze metody wykrywania Cmm

Wykrywanie i identyfikacja Cmm stanowi powaz-
ny problem, w szczegdlnosci jezeli komorki patogena
wystgpuja w malej liczbie. Dlatego tez, prowadzone
sa intensywne badania pozwalajace na opracowanie
efektywnych metod jego wykrywania [16]. Posiewy
na specyficzne podtoza mikrobiologiczne, zalecane
jako jedna z metod identyfikacji, charakteryzuja si¢
stosunkowo niska czulo$cia, ze wzgledu na wolny
wzrost Cmm 1 mozliwo$¢ zaciemniania obrazu przez
bakterie saprotroficzne [20].

Sortowanie immunomagnetyczne komoérek bakte-
rii IMS (Immunomagnetic Separation) pozwala na
ominigcie tego problemu. Kulki magnetyczne optasz-
czone specyficznymi przeciwciatami, pozwalaja na
wybiorcza izolacje komorek Cmm z badanej proby.
Wyizolowane w ten sposob komorki wysiewane sa na
podioza selektywne. IMS moze by¢ takze technika
poprzedzajaca przeprowadzenie reakcji PCR ze star-
terami specyficznymi dla Cmm [16]. Potaczenie IMS
i reakcji PCR jest metoda czuta, poniewaz umozliwia
specyficzne wykrywanie 10 j.t.k. patogena w 1 ml za-
wiesiny. Zastosowanie IMS pozwala na wyizolowanie
90% komorek Cmm z mieszaniny, w ktdrej obecne jest
jest tysiackrotnie wigcej komorek bakterii z rodzaju
Pseudomonas sp. Stosowanie w procedurze IMS prze-
ciwciat poliklonalnych daje bardzo dobre rezultaty.
Najprawdopodobniej ich nizsza specyficzno$é, pro-
wadzaca do tworzenia mniej stabilnych kompleksow
z antygenem, ulatwia uwalnianie komorek z komplek-
sow, ktore tworza z mikrokulkami [16].

Zastosowanie do wykrywania Cmm w tkance ro$-
linnej, metody PCR ograniczone jest obecnoscia inhi-
bitorow polimerazy w homogenatach tkanek ros-
linnych. Efektywnos$¢ testu PCR mozna zwigkszy¢
poprzez zastosowanie tzw. BIO-PCR, w ktorym
W pierwszym etapie badania rozmnaza si¢ bakterie na
specyficznym, optymalnym dla Cmm podtozu mikro-
biologicznym [10]. W rezultacie nawet jezeli w orygi-
nalnej probie byly tylko pojedyncze komorki bakterii
po etapie ,,wzbogacenia” mozna je tatwo wykrywac.
Tak wigc Bio-PCR, pozwala na obnizenie poziomu
wykrywalno$ci komorek mikroorganizmow. BIO-PCR
pozwala na wykrycie jednego zakazonego nasiona
w partii 10000 nasion. Jest to bardzo wazne, gdyz nawet
bardzo niski procent zainfekowanego materiatu siew-
nego moze prowadzi¢ do epidemii raka bakteryjnego
w sprzyjajacych warunkach §rodowiskowych [31].

Mimo licznych zalet opisanych powyzej innowa-
cyjnych technologii wykrywania i identyfikacji Cmm
i Cms nie moga by¢ one stosowane w oderwaniu od
tradycyjnych metod diagnostycznych. Nie mozna takze
zapomina¢ o fakcie, iz bardzo istotny jest sposob po-
bierania prob materiatu roslinnego do oznaczen, czyli
jego reprezentatywno$¢. Uwaga ta dotyczy szczeg6lnie
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materiatu ros§linnego nie wykazujacego objawow cho-
robowych, a podejrzanego o zainfekowanie mikroorga-
nizmami podlegajacymi obowigzkowemu zwalczaniu.
Niezaleznie od czutos$ci metody, ktora zastosujemy do
wykrywania Cms, pobierajac 200 bulw ziemniaka
z partii zawierajacej 25 ton, mamy tylko 96% szans na
wykrycie patogena jezeli 1% bulw jest nim zainfeko-
wana. Wlasciwa strategia wykrywania i identyfikacji
czynnikdw chorobotworczych i ochrony roslin wy-
maga zintegrowanego dziatania opartego o wlasciwe
pobieranie prob, testy biologiczne i immunologiczne
oraz nowoczesne technologie molekularne.

6. Nowe mozliwosci ochrony roslin
przed patogenami z gatunku C. michiganensis

Zwalczanie bakteryjnych patogenow roslin srodka-
mi takimi jak antybiotyki czy zwiazki miedzi, nie tylko
nie przynosi pozadanych rezultatow, ale stanowi takze
zrddlo zagrozenia dla §rodowiska. Dlatego tez stale
prowadzone sa prace nad opracowaniem efektywnych
metod i preparatow. U ich podstawy lezy zrozumienie
czynnikow warunkujacych wirulencjg [35].

Zwalczanie bakteriozy
pierscieniowej ziemniaka

Jedna z metod ochrony ro$lin przed chorobami
opiera si¢ na wykorzystaniu czynnikow biologicznych.
Wykorzystujac antagonizm szczepow bakteryjnych,
zapobiega si¢ rozwojowi i rozprzestrzenianiu pato-
genow. Podstawa tego zjawiska moze by¢ produkcja
przez bakterie antagonistyczne antybiotykow, toksyn,
sideroforow, konkurencja o nisz¢ ekologiczng takze
pasozytnictwo [15]. Chcac okresli¢ wptyw wybranych
gatunkéw mikroorganizméw na Cms, wyizolowano
z ryzosfery ziemniaka antagonistyczne szczepy Pseudo-
monas aureofaciens oraz Pseudomonas fluorescences.
Wszystkie szczepy Pseudomonas silnie hamowaty
wzrost komoérek Cms. Na dalszym etapie badan spraw-
dzano mozliwo$¢ wykorzystania wyizolowanych
szczepodw do ochrony upraw szklarniowych. Podobnie,
jak w przypadku testu in vitro, wszystkie badane izo-
laty, cho¢ w réznym stopniu, ograniczaly rozmnaza-
nie si¢ komorek Cms w tkankach roslin. Zastosowanie
mieszaniny bakterii antagonistycznych nie wptyngto
znaczaco na podwyzszenie skutecznosci metody [15].
W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, iz
czynnikiem ograniczajacym wzrost Cms moze by¢
konkurencja o zelazo i szybszy wzrost szczepu anta-
gonistycznego zdolnego do efektywniejszej niz Cms
kolonizacji roslin [15].

Istotng rol¢ moga odgrywaé takze wytwarzane
przez bakterie antagonistyczne bakteriocyny, bedace
zwiazkami biatkowymi o aktywnos$ci bakteriobodjczej
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lub bakteriostatycznej. Mechanizm ich aktywnosci jest
rozny, poczawszy od indukcji lizy komorek patogena
do zakldcenia procesu translacji. Najczgstszym wyni-
kiem dziatania bakteriocyn jest indukcja tworzenia por
w blonie komoérkowej [32]. Bakterie z podgatunku
Cmm wytwarzaja liczne substancje o dziataniu prze-
ciwbakteryjnym, niektore dziataja antagonistycznie
wzgledem Cms [33]. Ze szczepdw Cmm wyizolowano
metabolity, ktore scharakteryzowano jako biatka bo-
gate w reszty glicyny, alaniny i izoleucyny, o masie
molekularnej 13,7 kDa, ktorych dziatanie polega na
zakltoceniu syntezy lipidow i peptydoglikanu [33].

Wsrod produkowanych przez Cmm metabolitow,
wykryto peptyd okre§lony mianem michiganiny A,
bedacy przedstawicielem lantybiotykéw B [32, 33].
Lantybiotyki stanowia grupg bakteriocyn z licznymi
modyfikacjami potranslacyjnymi. Michiganina A wy-
kazuje silne dziatanie przeciwbakteryjne wzgledem
Cms. Swoja budowa michiganina A przypomina bak-
teriocyn¢ wytwarzang przez promieniowce Actinopla-
nes liguriae. Minimalne st¢zenie hamujace (Minimum
Inhibitry Concentratin, MIC) michiganiny A, w sto-
sunku do szczepu Cmm 2136 wynosito 30 pmol/ml,
co odpowiada 30 nM [32].

Zwalczanie raka bakteryjnego pomidora
Bakterie z podgatunku Cmm moga, jak przedsta-
wiono powyzej, by¢ antagonistyczne wzgledem Cms.
Sa jednak przede wszystkim organizmami podlegaja-
cymi obowiazkowemu zwalczaniu, a ich rozprzestrze-
nianie probuje si¢ ogranicza¢ w oparciu o metodg bio-
logiczna [6]. W trakcie badan, majacych na celu
identyfikacje szczepdéw potencjalnie antagonistycz-
nych, w stosunku do Cmm wyrozniono bakterie nale-
zace do czterech grup: fluorescencyjne Pseudomonas,
promieniowce z rodzaju Actinomycetes, bakterie z ro-
dzaju Bacillus sp. oraz niezidentyfikowane bakterie
Gram-ujemne. Wyselekcjonowane szczepy byly od-
porne na kwas nalidyksowy, ampicyling oraz chloram-
fenikol a ich rozprzestrzenianie w obrebie korzeni sa-
dzonek pomidora zachodzito z r6zna intensywnoscia
[6]. Wykorzystanie zawiesiny wyizolowanych mikro-
organizmow do ochrony nasion i korzeni sztucznie
inokulowanych roslin pomidora skutkowato opodznie-
niem rozwoju choroby, fakt ten ma istotne znaczenie,
gdyz starsze rosliny sa mniej podatne na raka [6].
Zastosowanie do ochrony ro$lin moga takze znalez¢
olejki roslinne, znane z przeciwbakteryjnych i prze-
ciwgrzybicznych wlasciwosci. W przeciwienstwie do
srodkow chemicznych, ich stosowanie jest bezpieczne,
zaréwno dla konsumenta jak i srodowiska. Mozliwo$¢
tworzenia kolonii przez Cmm zostala calkowicie za-
trzymana przez olejki wytwarzane przez oregano (Ori-
ganum vulgare), tymianek (Thymus capitatus) i le-
biodke kretenska (Origanum dictamnus) zastosowane
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odpowiednio w stezeniach: 100, 85 oraz 100 pg/ml.
Majeranek (Origanum majorana) czy migta polej
(Mentha pulegium) wywolywaty 80% redukcje¢ wzros-
tu komorek Cmm przy stezeniu 200 pg/ml; lawenda
(Lavandula angustifolia) catkowicie hamowala rozwoj
komorek bakteryjnych w stezeniu 600 pg/ml. Oprocz
mniejszej toksyczno$ci, stosowanie olejkow roslin-
nych nie prowadzi do selekcji patogendéw odpornych
na stosowany $rodek [13].

Niektére odmiany papryki rocznej (Capsicum an-
nuum) charakteryzuja si¢ wysoka odpornoscia na cho-
roby bakteryjne, a jednym z elementéw ich mecha-
nizmu obronnego sa peptydy wystepujace w tkance
lisSciowej. Przeprowadzono badania wptywu tych mo-
lekutl na wzrost komoérek Cmm. Ekstrakty uzyskane
ze $cian komorkowych odpornych na patogeny bakte-
ryjne odmian papryki hamowaty rozwoj Cmm, a sku-
teczno$¢ wahata si¢ od 61% do 87%, w zaleznosci
od odmiany [60].

7. Podsumowanie

Mimo licznych prowadzonych w wielu krajach
badan bakterie z gatunku Clavibacter michiganensis
ciagle stanowia bardzo powazne zagrozenie dla roslin
ziemniaka i pomidora. Zakonczenie sekwencjonowania
genomu Cmm (AM711867) oraz Cms (AM849034)
oraz analiza uzyskanych wynikéw powinny dostar-
czy¢ informacji o genach warunkujacych biosyntezg
czynnikéw determinujacych wirulencj¢ oraz zaan-
gazowanych w interakcje patogen — roslina [5, 26].
Z cala pewnoscia wyniki tych badan dostarcza infor-
macji o réznicach sekwencji DNA w obrgbie genomu
bakterii obydwu omawianych podgatunkéw. Tym
samym pojawiaja si¢ nowe mozliwosci opracowania
skutecznych metod wykrywania, identyfikacji i zwal-
czania tych patogenow. Uzyskana wiedza moze takze
doprowadzi¢ do opracowania metod prowadzacych do
uzyskania ro$lin odpornych na infekcje wywolywane
przez Cmm i Cms.
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