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1. Wprowadzenie

Rodzaj Clavibacter, nale¿¹cy do rodziny Microbac-
teriaceae, ustanowiony zosta³ dla w¹skiej grupy Gram-
dodatnich patogenów ro�lin charakteryzuj¹cych siê
wysok¹ zawarto�ci¹ par GC w genomowym DNA.
Cechy wyró¿niaj¹ce i charakteryzuj¹ce ca³y gatunek
to obecno�æ w �cianie komórkowej kwasu 2,4-diamino-
mas³owego [26], powolny wzrost kolonii bakteryjnych
(od piêciu do nawet trzydziestu dni) oraz uk³ad ko-
mórek w obrêbie kolonii w kszta³cie litery V [48].

Pozycja taksonomiczna rodzaju Clavibacter ulega³a
zmianom [21]. Z dawnego rodzaju Clavibacter w ob-
rêbie którego wyró¿niano 5 gatunków: C. michiganen-
sis, C. iranicum, C. rathayi, C. tritici i C. xyli (wraz
z podgatunkami xyli i cynodontis) [14] wyodrêbniono
nowe rodzaje Rathayibacter [56, 67] i Leifsonia [22].
Bakterie nale¿¹ce do wy¿ej wymienionych rodzajów
ró¿ni¹ siê zakresem gospodarzy, rodzajem powodowa-
nych objawów chorobowych, a co za tym idzie, tak¿e
metodami zwalczania [46]. Do rodzaju Rathayibacter
zalicza siê gatunki R. iranicus, R. rathayi, R. tritici
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[67] i R. toxicus [56]. Natomiast do rodzaju Leifsonia
nale¿y gatunek L. xyli, w obrêbie którego wyodrêbnia
siê dwa podgatunki L. xyli subsp. cynodontis i L. xyli
subsp. xyli [22].

Do rodzaju Clavibacter zawieraj¹cego najgro�niej-
sze, podlegaj¹ce obowi¹zkowemu zwalczaniu patogeny
ro�lin, zalicza siê tylko jeden gatunek C. michiganen-
sis, w obrêbie którego wyró¿nia siê piêæ podgatunków:
� C. m. subsp. insidiosus (Cmi), bêd¹cy przyczyn¹

wiêdniêcia lucerny siewnej (Medicago sativa) i in-
nych pastewnych ro�lin str¹czkowych;

� C. m. subsp. michiganensis (Cmm), powoduj¹cy
wiêdniecie i raka bakteryjnego pomidora (Lycoper-
sicon esculentum), pora¿a tak¿e inne ro�liny z ro-
dziny Solanaceae;

� C. m. subsp. nebraskensis (Cmn), wywo³uj¹cy pla-
misto�æ, gnicie i wiêdniecie kukurydzy zwyczajnej
(Zea mays);

� C. m. subsp. sepedonicus (Cms), powoduj¹cy wiêd-
niêcie i bakteriozê pier�cieniow¹ bulw ziemniaka
(Solanum tuberosum); inni przedstawiciele psianko-
watych, jak pomidor czy ober¿yna, mog¹ ulec zaka-
¿eniu w wyniku sztucznej inokulacji;

� C. m. subsp. tessellarius (Cmt), wywo³uj¹cy plamis-
to�æ li�ci � objawy podobne do objawów powodo-
wanych przez wirusa mozaiki na pszenicy zwyczaj-
nej (Triticum aestivum).
Obowi¹zkowemu zwalczaniu podlegaj¹ bakterie

nale¿¹ce do 3 podgatunków: Cmi, Cmm i Cms. Symp-
tomy w postaci wiêdniêcia oraz brak wektorów owa-
dzich stanowi¹ cechy wspólne dla bakterii nale¿¹cych
do gatunku C. michiganensis [46]. Mimo, i¿ wszyst-
kie bakterie nale¿¹ce do tego gatunku s¹ patogenami
wa¿nych gospodarczo ro�lin, najwiêcej uwagi po�wiê-
ca siê identyfikacji i eliminacji ze �rodowiska bakterii
nale¿¹cych do dwóch podgatunków: Cmm, Cms.

Wyst¹pienie Cms na polach uprawnych powoduje
znaczne straty gospodarcze. Bezpo�rednie straty wy-
nikaj¹ z wiêdniêcia czê�ci nadziemnych ziemniaka
i gnicia wtórnego bulw, zarówno podczas wzrostu
ro�lin na polu, jak i w czasie ich pó�niejszego prze-
chowywania. Nawet w przypadku infekcji bezobjawo-
wych (latentnych) mo¿e doj�æ do redukcji plonów.
Straty po�rednie zwi¹zane s¹ z przepisami krajowymi
i wymogami Unii Europejskiej, podjêtymi w celu
ograniczenia rozprzestrzeniania Cms. Nale¿¹ do nich:
obowi¹zkowe przeprowadzanie badañ na obecno�æ
patogena w materiale siewnym i eksportowym oraz
zakaz eksportu materia³u z terenów, na których stwier-
dzono obecno�æ patogena [49]. Wystêpowanie bakterii
z podgatunku Cms ogranicza siê do terenów o klimacie
umiarkowanym, gdy¿ optymalna temperatura ich wzro-
stu jest stosunkowo niska. Zwalczanie tych mikro-
organizmów jest trudne; istnieje niebezpieczeñstwo
d³ugotrwa³ej obecno�ci bakterii na materia³ach i sprzê-

cie u¿ywanym podczas uprawy ziemniaka, a choroba
mo¿e przebiegaæ w sposób bezobjawowy [49].

Podgatunek Cmm wywo³uje raka bakteryjnego po-
midora. Choroba ta zosta³a po raz pierwszy opisana
w USA, w roku 1910. Obecnie, na ca³ym �wiecie, po-
woduje ogromne straty gospodarcze, zarówno w upra-
wach polowych, jak i szklarniowych. Infekcja mo¿e
prowadziæ do wyst¹pienia plamisto�ci owoców i li�ci
lub zamierania m³odych ro�lin, które s¹ bardziej po-
datne na zaka¿enie [20]. Cmm rozprzestrzeniany jest
g³ównie przez wodê, wiatr oraz zaka¿one nasiona,
w których zachowuje ¿ywotno�æ nawet do 8 miesiêcy
[20]. Bakterie maj¹ zdolno�æ wnikania do tkanek
ro�linnych poprzez rany, powstaj¹ce w obrêbie korzeni
oraz naturalne otwory takie jak: szparki, hydatody,
znamiona s³upków [20]. �ród³em infekcji ro�lin upra-
wianych w szklarniach s¹ bakterie prze¿ywaj¹ce na
szcz¹tkach ro�linnych oraz sprzêcie stosowanym do
pielêgnacji [20]. W przypadku wykrycia raka bakteryj-
nego uprawa podlega ca³kowitemu zniszczeniu [48].

2. Choroby wywo³ywane przez bakterie
z gatunku C. michiganensis

2.1. Bakterioza pier�cieniowa ziemniaka (Cms)

C z y n n i k  e t i o l o g i c z n y
Bakterie nale¿¹ce do podgatunku Cms tworz¹ na

pod³o¿ach laboratoryjnych kremowe lub jasno ¿ó³te
kolonie, g³adkie, czêsto �luzowate. Komórki bakterii
pobranych bezpo�rednio z materia³u ro�linnego maj¹
kszta³t kulisty, w przeciwieñstwie do cylindrycznych
form uzyskanych z hodowli na pod³o¿ach mikrobio-
logicznych [49]. W obu przypadkach wzrost jest po-
wolny. Cms nie tworzy spor i jest wra¿liwa na wyso-
kie temperatury [63, 65]. W komórkach bakterii z tego
podgatunku wykazano aktywno�æ takich enzymów jak
katalaza czy celulaza, enzymów hydrolizuj¹cych skro-
biê, rozk³adaj¹cych eskulinê oraz katalizuj¹cych syn-
tezê kwasów z laktozy. Cms jako �ród³o wêgla mo¿e
wykorzystywaæ m.in.: L-arabinozê, D-xylozê, galak-
tozê, D-glukozê, D-fruktozê, D-mannozê, mannitol,
arbutynê, eskulinê, celobiozê, maltozê, laktozê, sacha-
rozê, trehalozê, D-rafinozê i D-turanozê [49].

Cms jest podgatunkiem s³abo zró¿nicowanym za-
równo pod wzglêdem genetycznym, biochemicznym,
jak i serologicznym. Badania genomu bakterii Cms
z zastosowaniem amplifikacji sekwencji powtarzalnych
takich jak REP (Repetetive Extragenic Elelement) czy
BOX, potwierdzi³y wysoki stopieñ podobieñstwa ge-
netycznego pomiêdzy szczepami nale¿¹cymi do tego
podgatunku [8, 43, 58]. Niewielkie zró¿nicowanie
w obrêbie badanych szczepów wykazano tak¿e anali-
zuj¹c sk³ad polisacharydów zewn¹trzkomórkowych
(extracellular polysaccharides, EPS) [63, 65].
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� r ó d ³ a  z a k a ¿ e n i a
G³ównym �ród³em zaka¿enia Cms s¹ pora¿one sa-

dzeniaki. Rozmna¿aj¹c siê w tkankach m³odych ro�lin,
bakterie migruj¹ w wi¹zkach naczyniowych do ³odyg
i ogonków li�ciowych. Nastêpnie kolonizacji ulegaj¹
tkanki w obrêbie korzeni i rozwijaj¹cych siê bulw po-
tomnych. Zaka¿enie tych ostatnich odgrywa du¿¹ rolê
w dalszym rozprzestrzenianiu siê choroby. Zdrowe
bulwy mog¹ ulec infekcji w efekcie wnikania bakterii
przez uszkodzone tkanki. Komórki patogena s¹ odpor-
ne na wysychanie, istnieje wiêc mo¿liwo�æ zachowania
jego ¿ywotno�ci nawet podczas d³ugotrwa³ego spadku
wilgotno�ci. Fakt ten powoduje, i¿ kolejnym �ród³em
zaka¿enia staj¹ siê materia³y i narzêdzia u¿ywane pod-
czas uprawy i przechowywania ziemniaków [19].

Czêst¹ praktyk¹, wykorzystywan¹ przez rolników,
w celu zwiêkszenia ilo�æ materia³u siewnego jest kro-
jenie sadzeniaków. Procedura ta, wykonywana nie od-
ka¿anym no¿em, mo¿e prowadziæ do rozprzestrzenia-
nia siê infekcji; wed³ug ró¿nych �róde³, zainfekowana
bulwa mo¿e byæ �ród³em zaka¿enia od 10 do nawet
30 krojonych kolejno bulw [63]. Przenoszenie ko-
mórek bakteryjnych poprzez system korzeniowy ro�lin
nie odgrywa znacz¹cej roli w epidemiologii bakteriozy
pier�cieniowej. W przypadku wysadzenia mieszanki
zdrowych oraz pora¿onych bulw zaobserwowano jedy-
nie nieznaczne przenoszenie patogena poprzez system
korzeniowy. Po zastosowaniu barier glebowych trans-
fer Cms zosta³ ca³kowicie zatrzymany [44, 63, 65].

Bakterie z podgatunku Cms zdolne s¹ do prze¿y-
wania w wodach powierzchniowych przez okres do
oko³o 21 dni, w zale¿no�ci od warunków �rodowisko-
wych. Czas ten mo¿e siê zwiêkszyæ nawet do 35 dni,
je¿eli komórki bêd¹ zawieszone w sterylnej wodzie
i przechowywane w temp. 20°C. Natomiast w temp.
oko³o 10°C czas prze¿ycia spada do 7 dni [63, 65].
Mimo, i¿ patogen zachowuje ¿ywotno�æ w wodach po-
wierzchniowych przez okres od 1 do 3 tygodni, zaka-
¿enie t¹ drog¹ wydaje siê byæ ma³o prawdopodobne.
Zwi¹zane jest to zwykle ze zbyt ma³¹ liczb¹ komórek
bakterii (poni¿ej 104 jtk/ml). Je¿eli w zbiornikach
wodnych znajduj¹ siê ro�liny (¿ywiciele po�redni)
umo¿liwiaj¹ce rozmna¿anie siê bakterii do wysokiej
gêsto�ci, istnieje zagro¿enie rozprzestrzenienia siê
mikroorganizmów na nawadniane uprawy. Ryzyko
rozprzestrzeniania siê choroby na tej drodze jest jednak
stosunkowo niewielkie, poniewa¿ Cms ma ograni-
czony zakres potencjalnych ro�lin ¿ywicielskich. Nie
rozmna¿a siê na przyk³ad w tkankach Solanum dul-
camara � przedstawicielu wodnych ro�lin psianko-
watych, obecnych na kontynencie europejskim [64].
Ponadto zaobserwowano, i¿ przechowywanie Cms w
wodzie czêsto powodowa³o utratê wirulencji [66].

Istniej¹ doniesienia mówi¹ce, i¿ tak¿e owady mog¹
byæ wektorami Cms. Dotycz¹ one nielicznych ga-

tunków chrz¹szczy, skoczków i mszyc. Taki sposób
przenoszenia bakterii z podgatunku Cms wystêpuje
rzadko, gdy¿ najczê�ciej liczba przenoszonych ko-
mórek patogena jest niewystarczaj¹ca do zapocz¹t-
kowania infekcji [63].

O b j a w y  i  p r z e b i e g  c h o r o b y
Bakterioza pier�cieniowa ziemniaka, powodowana

przez Cms, jest chorob¹ wi¹zek przewodz¹cych, za-
równo bulw, ³odyg, jak i li�ci [49]. We wczesnej fazie
infekcji, po przekrojeniu bulwy w czê�ci przystolono-
wej, obserwuje siê charakterystyczne przebarwienie
stref otaczaj¹cych naczynia. Obszar ten, wraz z roz-
wojem bakteriozy, staje siê miêkki, ulega rozpadowi,
uwalniaj¹c kremowy, bezwonny �luz zawieraj¹cy ko-
mórki bakteryjne. Dalsze przebarwienie i gnicie jest
wynikiem zarówno aktywno�ci produkowanych przez
Cms celulaz [49], jak i infekcji wtórnych, powodowa-
nych na przyk³ad przez bakterie z rodzaju Pectobac-
terium wywo³uj¹ce mokr¹ zgniliznê.

Objawy na czê�ci nadziemnej ro�lin ziemniaka
ujawniaj¹ siê pó�no, czasami dopiero pod koniec okre-
su wegetacji. Prowadzi to do mylenia symptomów
bakteriozy z symptomami innych chorób lub skutkami
suszy czy starzenia. Wiêdniêcie nastêpuje w sposób
powolny, pocz¹tkowo ogranicza siê do krawêdzi ni¿ej
po³o¿onych li�ci. Je¿eli zaka¿enie dotyczy m³odej
czê�ci fyllosfery, mo¿liwy jest jej dalszy wzrost, jed-
nak¿e w efekcie czêsto powstaj¹ �le ukszta³towane,
zdeformowane ro�liny. Z powodu zablokowania wi¹-
zek przewodz¹cych przez bakterie i wytwarzane przez
nie EPS li�cie odbarwiaj¹ siê, ¿ó³kn¹, a ostatecznie,
wraz z ³odygami, obumieraj¹. Niekiedy jednak na
ro�linach jest ca³kowicie brak �ladów pora¿enia lub
jedynym symptomem bakteriozy jest redukcja wiel-
ko�ci bulw [49]. Objawy na ro�linach, je¿eli wystêpuj¹,
obserwuje siê od czerwca do sierpnia [49].

C z y n n i k i  w p ³ y w a j ¹ c e  n a  r o z w ó j  c h o r o b y
Rodzaj objawów oraz ich nasilenie zale¿ne jest od

takich czynników jak wielko�æ i rodzaj inokulum bak-
teryjnego oraz odmiana ziemniaka. Jednak najwiêksze
znaczenie zdaj¹ siê mieæ warunki �rodowiskowe takie
jak temperatura, wilgotno�æ, nas³onecznienie i sk³ad
gleby [63, 65]. Optymalna temperatura wzrostu dla Cms
wynosi oko³o 20�23°C. Jest, wiêc stosunkowo niska,
co ogranicza zasiêg wystêpowania choroby do ch³od-
niejszych rejonów �wiata, takich jak pó³nocna, pó³noc-
no-zachodnia oraz Europa �rodkowa i Ameryka. Mimo
to rozwój symptomów bakteriozy pier�cieniowej zacho-
dzi szybciej w wysokich temperaturach, zwykle powy-
¿ej 24°C. Prawid³owo�æ ta dotyczy tak temperatur po-
wietrza, jak i gleby [63, 65]. Temperatura wp³ywa tak¿e
na rodzaj obserwowanych objawów. Rozmna¿anie siê
bakterii w glebie o temp. 25°C stymuluje defoliacjê,
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temp. 21°C stwarza optymalne warunki do rozwoju
typowych objawów bakteriozy pier�cieniowej, nato-
miast w temp. 15°C ro�liny wykazuj¹ nietypowe ozna-
ki zaka¿enia Cms [40].

W celu wyhodowania odmian ziemniaka odpornych
na bakteriozê pier�cieniow¹, tworzono mieszañce so-
matyczne pomiêdzy dzikim gatunkiem � Solanum
acaule subsp. acaule, który wykazywa³ wysok¹ od-
porno�æ na infekcjê Cms a ziemniakiem zwyczajnym
(S. tuberosum). Nie uzyskano jednak mieszañców od-
pornych na Cms. Stwierdzono natomiast, i¿ w ro�linach
z wy¿sz¹ zawarto�ci¹ materia³u genetycznego S. acaule
subsp. acaule namna¿anie komórek bakteryjnych za-
chodzi³o mniej efektywnie. Zaobserwowano, ¿e niska
podatno�æ ro�lin z gatunku S. acaule subsp. acaule na
Cms jest �ci�le uzale¿niona od temperatury. W temp.
21°C indukowana by³a odporno�æ ro�lin na zaka¿enie
Cms, natomiast w temp. 15°C ro�liny by³y podatne na
infekcjê. Przeprowadzone przez L a u r i l a  i wsp. [40]
badania wykaza³y, i¿ S. acaule subsp. acaule jest raczej
podgatunkiem tolerancyjnym, ni¿ odpornym na Cms.

W glebie komórki Cms mog¹ przetrwaæ stosunko-
wo krótko. D³u¿szy ni¿ kilka tygodni okres prze¿ywal-
no�ci (do 3 lat) obserwowano jedynie wówczas, gdy
w glebie obecne by³y resztki ro�lin ¿ywicielskich [19].
Obni¿enie temp. gleby do 4°C oraz niska zawarto�æ
wody sprzyjaj¹ zachowaniu ¿ywotno�ci Cms [64].
Istniej¹ jednak sprzeczne dane na temat wp³ywu wil-
goci na rozwój symptomów choroby. Niektóre �ród³a
podaj¹, ¿e nadmiar wody hamuje wyst¹pienie obja-
wów [53]; inne podaj¹ przyk³ady silniejszego pora-
¿enia ro�lin ziemniaka, w przypadku intensywnego
nawadniania pól [63, 65].

Istnieje tak¿e zale¿no�æ miêdzy rozwojem bakte-
riozy, a natê¿eniem �wiat³a s³onecznego [63, 65]. Ro�-
liny rosn¹ce na pod³o¿u bogatym w fosfor i zwi¹zki
azotu wykazuj¹ zwiêkszon¹ podatno�æ na kontamina-
cjê Cms [63].

I n n e  r o � l i n y  z a k a ¿ a n e  p r z e z  C m s
Lista ro�lin ¿ywicielskich dla Cms ogranicza siê

przede wszystkim do ziemniaka, ober¿yny i pomidora,
nale¿¹cych do rodziny psiankowatych. Jednak zna-
czenie gospodarcze ma tylko infekcja ziemniaka. Wy-
t³umaczeniem takiego stanu rzeczy mo¿e byæ fakt, i¿
przenoszenie patogena zachodzi znacznie efektywniej
poprzez bulwy, ni¿ nasiona. Badaj¹c rolê gatunków
ro�lin uprawnych w rozprzestrzenianiu Cms, przepro-
wadzono sztuczn¹ inokulacjê takich ro�lin jak: kuku-
rydza (Zea mays), pszenica (Triticum sp.), jêczmieñ
(Hordeum sp.), owies (Avena sp.), fasola (Phaseolus
sp.), groszek (Lathyrus sp.), rzepak (Brassica napus),
cebula (Allium cepa) oraz piêæ odmian buraka cukro-
wego (Beta vulgaris subsp. vulgaris). Patogena wykry-
to we wszystkich ro�linach, za wyj¹tkiem cebuli i bura-

ka. Ponowna izolacja komórek bakteryjnych mo¿liwa
by³a jedynie z tkanek: kukurydzy, fasoli, groszku i rze-
paku, przy czym na tym ostatnim obserwowano nawet
symptomy pora¿enia. ¯adna z ro�lin inokulowanych
poprzez system korzeniowy nie wykazywa³a obecno�ci
Cms w te�cie immunofluorescencyjnym (IF). Anali-
zuj¹c prawdopodobieñstwo rozmna¿ania lub choæby
prze¿ywania bakterii w chwastach, sztucznie zainoku-
lowano trzyna�cie gatunków chwastów, najczê�ciej
wystêpuj¹cych w uprawach ziemniaka. W tkankach
wiêkszo�ci ro�lin Cms zachowywa³a ¿ywotno�æ przez
okres 4 do 8 tygodni. Badania wykazywa³y jednak
obecno�æ niewielkiej liczby bakterii w 1 g tkanki. Na
tej podstawie wysuniêto wniosek, i¿ ro�liny uprawne
i chwasty nie odgrywaj¹ wiêkszej roli w epidemiologii
bakteriozy pier�cieniowej [63, 65].

2.2. Rak bakteryjny pomidora (Cmm)

C z y n n i k  e t i o l o g i c z n y
Podobnie jak wszystkie podgatunki C. michiganen-

sis, Cmm patogen pomidora nie posiada zdolno�ci do
ruchu ani wytwarzania przetrwalników. Do hodowli
bakterii Cmm wymagana jest po¿ywka zawieraj¹ca
agar od¿ywczy z glukoz¹ lub pod³o¿e zawieraj¹ce do-
datek peptonu i wyci¹gu dro¿d¿owego. Uzyskiwane
kolonie s¹ g³adkie, l�ni¹ce, okr¹g³e, zazwyczaj ¿ó³te.
Niekiedy izoluje siê szczepy wytwarzaj¹ce ró¿owe,
czerwone, pomarañczowe barwniki lub nie wytwa-
rzaj¹ce ¿adnych barwników [20]. W�ród cech bio-
chemicznych, niejednokrotnie wykorzystywanych do
identyfikacji patogena, najwa¿niejszymi s¹: tlenowy
metabolizm glukozy, produkcja kwasu z mannozy
w warunkach tlenowych, hydroliza skrobi, ¿elatyny,
eskuliny i kazeiny oraz wydzielanie siarkowodoru.
Cmm wytwarza katalazê, ale nie wykazuje aktywno�ci
oksydazy. Komórki Cmm mog¹ wykorzystywaæ octan
lub bursztynian sodu jako jedyne �ród³o wêgla; s¹ od-
porne na zasolenie i rosn¹ na pod³o¿u zawieraj¹cym 6%
NaCl. Do wa¿niejszych enzymów wytwarzanych przez
tego patogena nale¿¹ tak¿e celulazy i lipazy [61, 48].

Komórki Cmm wykazuj¹ zmienn¹ morfologiê, fakt
ten utrudnia ich prawid³ow¹ identyfikacjê [63, 65]. Na
podstawie analizy polimorfizmu rejonu nie koduj¹cego
wystêpuj¹cego miêdzy genami 16S i 23S rRNA [11],
a tak¿e ró¿nych innych technik okre�lanych jako finger-
printing t.j. RAPD PCR [12, 17] rep PCR [17, 36, 38,
43], AFLP [17] zaobserwowano zró¿nicowanie gene-
tyczne szczepów Cmm.

� r ó d ³ o  z a k a ¿ e n i a
Cmm kolonizuje ro�linê � gospodarza za pomoc¹

dwóch mechanizmów determinuj¹cych pó�niejsze ob-
jawy chorobowe. Rezultatem infekcji systemicznej jest
zablokowanie przez bakterie wi¹zek przewodz¹cych,
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a co za tym idzie, wiêdniêcie ro�liny. Rzadziej docho-
dzi do wzrostu bakterii na powierzchni ro�liny, w ra-
nach powsta³ych w wyniku uszkodzeñ mechanicznych
lub w aparatach szparkowych [20]. Najpowa¿niejszym
�ród³em raka bakteryjnego w uprawach polowych jest
stosowanie niecertyfikowanych, ska¿onych nasion [26].
Ich kontaminacja ma zazwyczaj charakter powierzch-
niowy i wynika z kontaktu z zainfekowanym mi¹¿szem
owoców [48]. Si³a kie³kowania i dojrzewanie takiego
materia³u siewnego jest zredukowana, a uzyskane ro�-
liny s¹ mniej ¿ywotne i s³abiej plonuj¹. Najwiêkszym
zagro¿eniem jest wprowadzanie patogena na tereny
wolne od choroby. Je¿eli pogoda sprzyja rozwojowi
raka, nawet niewielka liczba komórek bakteryjnych
mo¿e staæ siê przyczyn¹ rozleg³ych zaka¿eñ [61].

Uprawy szklarniowe s¹ zagro¿one g³ównie ze wzglê-
du na mo¿liwo�æ przetrwania Cmm w pora¿onych reszt-
kach organicznych [48]. Okres zachowania ¿ywotno�ci
mo¿e wynosiæ nawet do kilkunastu miesiêcy, ale doty-
czy to przede wszystkim bakterii zasiedlaj¹cych resztki
ro�linne pozostaj¹ce w glebie [48]. Istniej¹ doniesienia
o wykryciu komórek Cmm w resztkach ro�linnych po-
zostawionych na powierzchni gleby przez 26 miesiêcy,
a w materiale ro�linnym zakopanym, przez 18 miesiêcy
[24]. Potwierdza to przypuszczenie, i¿ stosowanie
sprawdzonych, czystych pod wzglêdem obecno�ci
Cmm nasion, nie zapewnia likwidacji ognisk raka bak-
teryjnego [28]. Je¿eli ska¿eniu uleg³a gleba, bakterie
wnikaj¹ do tkanki przewodz¹cej poprzez uszkodzenia
mechaniczne ³odyg lub korzeni i rozprzestrzeniaj¹ siê
poprzez systemem naczyñ; rozmna¿aj¹ siê do gêsto�ci
nawet 109 jtk/gram tkanki [27]. Przeprowadzaj¹c ana-
lizê prze¿ywalno�ci Clavibacter w glebie, zanotowano
obecno�æ ¿ywych komórek w temp. � 20°C, po okresie
dziewiêciu miesiêcy. Wzrost w temp. do 5°C powodo-
wa³ skrócenie tego okresu do 3 tygodni [4]. Poniewa¿
Cmm mo¿e prze¿ywaæ na powierzchni narzêdzi i po-
jemników, zabiegi takie jak defoliacja czy ciêcie
ro�lin, mog¹ prowadziæ do rozprzestrzeniania siê cho-
roby wywo³ywanej przez te bakterie [48].

O b j a w y  i  p r z e b i e g  c h o r o b y
W warunkach szklarniowych chorobê we wczesnym

etapie mo¿na rozpoznaæ dziêki matowo-zielonym lub
oleistym plamom, pomiêdzy wi¹zkami naczyniowymi
li�ci. Zmiany z czasem przybieraj¹ postaæ nekro-
tyczn¹, nadaj¹c ro�linie wygl¹d jakby pora¿onej s³oñ-
cem [48]. Do pierwszych symptomów infekcji spowo-
dowanej przez Cmm nale¿y odwracalne wiêdniêcie
ro�lin podczas upalnych dni, w kolejnym etapie wiêd-
niêcie powodowane przez zatykanie wi¹zek naczynio-
wych staje siê trwa³ym i prowadzi do odwodnienia
ro�lin [20]. Je¿eli warunki �rodowiskowe nie sprzyjaj¹
podzia³om komórkowym bakterii, objawy w postaci od-
wracalnego wiêdniêcia mog¹ pozostaæ niezauwa¿one,

ze wzglêdu na prowadzon¹ podczas uprawy defoliacjê
[48]. Po przekrojeniu ³odyg lub ogonków li�ciowych,
obserwuje siê obecno�æ ¿ó³tych lub czerwonobr¹zo-
wych przebarwieñ wi¹zek przewodz¹cych. W przy-
padku silnej infekcji naczyniowej ³odygi ³atwo trac¹
tkankê okrywaj¹c¹ oraz wykazuj¹ nadmiern¹ lepko�æ
z powodu obecno�ci �luzu bakteryjnego [48].

Owoce ro�lin zaka¿onych systemicznie opadaj¹
nierozwiniête b¹d� staj¹ siê marmurkowate [48]. Pod-
czas upraw polowych pierwszym symptomem raka
jest wysychanie i zwijanie siê krawêdzi dojrza³ych li�ci
[20]. W przypadku wnikania Cmm poprzez hydatody
pierwszym objawem jest ¿ó³kniêcie brzegów blaszki
li�ciowej, prowadz¹ce do powstawania nekroz [48].
Zaka¿one ro�liny charakteryzuje s³aby wzrost i powol-
ne usychanie, czêsto bez objawów wiêdniêcia. W sta-
dium zaawansowanym choroby, na li�ciach i szypu³-
kach pojawiaj¹ siê bia³e brodawki [48, 20]. Rodzaj
i nasilenie symptomów zale¿y od odmiany pomidora
i wieku uprawy w momencie zaka¿enia [48]. Je¿eli in-
fekcja nast¹pi³a w pó�nej fazie wegetacji, ro�liny mog¹
prze¿yæ ca³y cykl wegetacyjny i plonowaæ. W takim
przypadku istnieje jednak du¿e prawdopodobieñstwo
kontaminacji nasion [27]. Owoce ro�lin pomidora, po-
ra¿onych Cmm, wykazuj¹ niekiedy charakterystyczne
plamisto�ci zwane �ptasimi oczkami�. Pocz¹tkowo
przybieraj¹ one postaæ ma³ych wybrzuszeñ, systema-
tycznie zwiêkszaj¹ swoj¹ �rednicê do kilku milime-
trów, staj¹ siê br¹zowe, chropowate i otoczone bia³aw¹
obwódk¹ [48]. Poniewa¿ sezon upraw szklarniowych
trwa ca³y rok, objawy raka bakteryjnego pomidora
mog¹ byæ obserwowane od stycznia do grudnia [48].

I n n e  r o � l i n y  z a k ¿ a n e  p r z e z  C m m
Pomimo, i¿ najwiêksze znaczenie ekonomiczne ma

infekcja pomidora, zaka¿enie bakteriami z gatunku
Cmm zosta³o potwierdzone w przypadku takich ro�lin
z rodziny psiankowatych jak: Solanum douglasii,
Solanum nigrum, Solanum triflorum. Istniej¹ tak¿e
doniesienia o mo¿liwo�ci infekowania: fasoli (Phase-
olus sp.), groszku (Lathyrus sp.), ogórka (Cucumis
sp.), kukurydzy (Zea mays), melona (Cucumis melo),
a tak¿e najczê�ciej uprawianych zbó¿: pszenicy (Triti-
cum sp.), ¿yta (Secale sp.), jêczmienia (Hordeum sp.)
oraz owsa (Avena sp.) [20].

�ród³em zaka¿enia bakteriami z rodzaju Clavibac-
ter s¹ przede wszystkim zainfekowane tkanki ro�lin
zarówno z widocznymi objawami chorobowymi jak
i bez objawów. Ponadto �ród³em infekcji mog¹ byæ
bakterie zasiedlaj¹ce powierzchnie li�ci wielu, wymie-
nionych wcze�niej gatunków ro�lin bez ich zaka¿ania
[19]. O tym, i¿ bakterie z rodzaju Clavibacter mog¹
byæ epifitami, �wiadczyæ mo¿e obecno�æ w ich komór-
kach licznych barwników chroni¹cych komórki przed
promieniowaniem UV [34].
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3. Czynniki warunkuj¹ce patogeniczno�æ

Procesami o najistotniejszym znaczeniu dla roz-
woju s¹: kolonizacja przez bakterie komórek i tkanek
gospodarza, namno¿enie siê bakterii oraz dalsze roz-
przestrzenianie siê choroby. Syntetyzowane podczas
infekcji czynniki wirulencji wp³ywaj¹ na powiêksza-
nie siê symptomów, czym po�rednio przyczyniaj¹ siê
do dalszego rozprzestrzeniania choroby. W rozwoju
infekcji wywo³ywanej przez Cms najwa¿niejsz¹ rolê
odgrywaj¹ zewn¹trzkomórkowe celulazy oraz bia³ka
indukuj¹ce odpowied� nadwra¿liwo�ci (hypersen-
sitive response, HR) [63, 65] a tak¿e egzopolisacha-
rydy (EPS) produkowane w postaci kompleksów,
o ró¿nym sk³adzie i masie cz¹steczkowej. Wykazuj¹
one powinowactwo do glikoprotein zawartych w �cia-
nie komórek ziemniaka i bior¹ udzia³ w rozpoznaniu
patogena oraz inicjacji transdukcji sygna³u, prowa-
dz¹cego do ekspresji genów warunkuj¹cych reakcjê
odporno�ciow¹ [54, 65]. Cms wytwarza tak¿e amy-
lazy, jednak ich rola w rozwoju procesu chorobowego
jest mniejsza [39].

Natomiast bakterie z gatunku Cmm oprócz celulaz
i EPS wytwarzaj¹: poligalakturonazy, pektynometylo-
esterazy oraz ksylanazy. Badania przeprowadzone
przez badaczy z kilku niezale¿nych laboratoriów do-
wodz¹, i¿ to w³a�nie bia³ka zaanga¿owane w degra-
dacjê sk³adników �cian komórkowych, odgrywaj¹
najwa¿niejsz¹ rolê w rozwoju choroby [27].

C e l u l a z y
Celulazy s¹ jednymi z najwa¿niejszych czynników

wirulencji C. michiganensis. Degradacja polisachary-
dów �cian komórkowych ro�lin nie tylko warunkuje
przenikanie patogena do tkanek ro�linnych, ale tak¿e
umo¿liwia wykorzystanie celulozy jako �ród³a wêgla
[39]. Celulaza jest wydzielanym zewn¹trzkomórkowo
bia³kiem o wielko�ci 78 kDa, sk³adaj¹cym siê z trzech
domen. N-terminalna domena katalityczna po³¹czona
jest poprzez ³¹cznik z domen¹ wi¹¿¹c¹ celulozê (Cel-
lulose Binding Domain, CBD). Budowa czê�ci katali-
tycznej, pozwala na zakwalifikowanie enzymu do ro-
dziny celulaz A, okre�lanych tak¿e mianem hydrolaz
glikozylowych. Domena ta wykazuje odpowiednio 51%
i 50% podobieñstwa do endo-$-1,4-glukonaz wy-
twarzanych przez bakterie z gatunków Paenibacillus
(Bacillus) polymyxa i Acidothermus cellulolyticus
[39]. Domena C-terminalna celulazy C. michiganen-
sis zwana tak¿e Dom3, charakteryzuje siê wyj¹tkow¹,
je�li chodzi o bakteryjne enzymy celulolityczne budo-
w¹; przypomina domeny ro�linnych bia³ek � "-ekspa-
syn. Bia³ka te, zlokalizowane w �cianie komórkowej,
pozwalaj¹ na wyd³u¿ane siê komórek podczas wzro-
stu nawet do 50%; indukuj¹ one wzrost komórkowy
poprzez degradacjê wi¹zañ pomiêdzy glikanami [27].

Obecno�æ domeny Dom3 ma istotny sens biologiczny,
jako ¿e enzym ten umo¿liwia degradacjê celulozy,
tym samym rozlu�nia strukturê �ciany komórkowej.
O istotno�ci trzeciej domeny celulazy �wiadczy brak
wirulencji szczepów nie zdolnych do jej wytwarzania.
Pe³n¹ aktywno�æ celulazy zapewnia tylko obecno�æ
wszystkich trzech domen, chocia¿ produkty bia³kowe
nie zawieraj¹ce CBD lub analogu ekspasyny, tak¿e
katalizuj¹ degradacjê rozpuszczalnej karboksymetylo-
celulozy [39, 65].

Aktywno�æ celulazy nie wp³ywa na proces koloni-
zacji ro�liny, ale jest niezbêdna do wywo³ania obja-
wów chrobowych. Czêsto spotykane podczas uprawy
ziemniaków infekcje latentne, stanowi¹ce powa¿ny
problem diagnostyczny, mog¹ byæ zwi¹zane z obni-
¿eniem poziomu ekspresji genu celA zlokalizowanego
w obrêbie plazmidu pCS1 i koduj¹cego celulazê [47].
Bezpo�rednim wynikiem dzia³ania enzymu, kodo-
wanego przez ten gen, jest zmniejszenie grubo�ci
kana³ów w ksylemie oraz brak integralno�ci �cian
komórek buduj¹cych ksylem. Fakt ten powoduje blo-
kowanie naczyñ przewodz¹cych, upo�ledzenie trans-
portu wody, czego konsekwencj¹ jest wiêdniêcie i za-
mieranie zainfekowanej ro�liny [47].

Celulazy wytwarzane przez obydwa podgatunki
bakterii: Cmm i Cms wykazuj¹ wysoki poziom podo-
bieñstwa sekwencji (ponad 84% identyczno�ci); w obu
przypadkach obecne s¹ trzy domeny, po³¹czone se-
kwencjami ³¹cznikowymi [39]. Ponadto, w przypadku
obydwu omawianych podgatunków, gen celA kodu-
j¹cy typow¹ celulazê zlokalizowany jest w obrêbie
plazmidu a nie DNA genomowego. Natomiast na
chromosomie Cmm zlokalizowany jest gen celB.
Kodowany przez niego enzym posiada tylko dwie
domeny: katalityczn¹ oraz wi¹¿¹c¹ substrat. Pozba-
wiony jest C-terminalnej domeny Dom3. Poniewa¿
pozbawiony plazmidu szczep CMM100 nie wykazuje
aktywno�ci celulolitycznej wydaje siê, i¿ ekspresja
genu zlokalizowanego na chromosomie nie nastêpuje
lub mo¿e zachodziæ na niskim poziomie. W komór-
kach Cmm zidentyfikowano tak¿e zlokalizowan¹ na
chromosomie sekwencjê genu expA, która warunkuje
biosyntezê bia³ka odpowiadaj¹cego budow¹ ro�linnym
ekspasynom. Gen expA zlokalizowany jest w znacz-
nym oddaleniu od genu celB [27].

W komórkach Cms gen celA zlokalizowany jest na
plazmidzie pCS1 (50,5 kpz) [37]. Natomiast w przy-
padku patogena pomidora (Cmm) sekwencjê genu
celA koduj¹c¹ endo-$-1,4-glukonazê, zawiera plazmid
o nazwie pCM1 (27,5 kpz), analogiczny do plazmidu
CS1 Cms [35]. Mutanty Cmm pozbawione plazmidu
pCM1 nie wywo³uj¹ symptomów wiêdniêcia na zain-
fekowanych ro�linach pomidora, a wprowadzenie
plazmidu zawieraj¹cego wymienione geny, w wyniku
komplementacji, przywraca bakteriom zdolno�æ do
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wywo³ywania objawów chorobowych [9, 27]. Brak
genu celA nie wp³ywa na intensywno�æ podzia³ów
komórkowych bakterii z obu podgatunków [47].

B i a ³ k a  i n d u k u j ¹ c e  o d p o w i e d �
n a d w r a ¿ l i w o � c i  (H R)

Podczas kolonizacji organizmu ro�linnego bak-
terie rozprzestrzeniaj¹ siê w tkankach gospodarza
poprzez wi¹zki przewodz¹ce i w kolejnych etapach
wywo³uj¹ objawy chorobowe. Je¿eli jednak infekcja
nie dotyczy typowego gospodarza, mo¿e powodowaæ
indukcjê reakcji oporno�ci w tkance ro�linnej, w efek-
cie czego obserwowana jest reakcja nadwra¿liwo�ci
[65]. Geny zwi¹zane z indukcj¹ reakcji nadwra¿li-
wo�ci (hrp) i patogeniczno�ci¹, bêd¹ce istotnymi
czynnikami wirulencji fitopatogenów Gram-ujemnych,
koduj¹: bia³ka strukturalne systemu sekrecyjnego typu
III, bia³ka efektorowe, wydzielane za spraw¹ tego me-
chanizmu oraz bia³ka regulatorowe kontroluj¹ce eks-
presjê genów. Mutanty hrp� bakterii Gram-ujemnych
nie s¹ w stanie wywo³aæ HR w ro�linach opornych ani
symptomów chorobowych w podatnych. Przeprowa-
dzone badania wykaza³y, i¿ jest to wynik zbyt wolne-
go rozmna¿ania siê komórek patogena, a w efekcie
obni¿onej efektywno�ci kolonizacji [47]. Mimo, i¿
do tej pory nie znaleziono homologów genów hrp nie
tylko w komórkach Clavibacter, ale tak¿e innych
Gram-dodatnich patogenów, niektóre podgatunki
C. michiganensis indukuj¹ HR w gatunkach ro�lin, nie
bêd¹cych ich typowymi gospodarzami [47]. W przy-
padku infekcji wywo³anej przez Cm istotny jest fakt,
i¿ zainfekowane komórki podlegaj¹ programowanej
�mierci. Prowadzi to do wyst¹pienia na powierzchni
tkanek ro�linnych zmian nekrotycznych, które �wiad-
cz¹ o ograniczeniu infekcji i zwalczaniu patogena.
Nekrozy chroni¹ ro�linê przed dalszym rozprzestrze-
nianiem siê bakterii [63, 65]. Liczne szczepy Cms po-
woduj¹ odpowied� nadwra¿liwo�ci na ro�linach tyto-
niu. Syntetyzuj¹ one bia³ka przypominaj¹ce harpiny
bakterii Gram-ujemnych. Tylko izolaty zdolne do in-
dukcji HR wywo³uj¹ symptomy bakteriozy na ziem-
niaku lub ober¿ynie. Szczepy HR� s¹ niewirulentne
tak¿e wobec ro�lin ulegaj¹cych infekcji. Równie¿
w tym wypadku niezdolno�æ do efektywnego zaka¿e-
nia wynika z niewystarczaj¹cej intensywno�ci podzia-
³ów komórek bakteryjnych i w efekcie niewielkiej po-
pulacji bakterii, chocia¿ zdolno�æ do prze¿ywania
komórek Cms wydaje siê pozostawaæ bez zmian [47].
Wyj¹tek stanowi szczep Cms P45, pozbawiony plaz-
midu pSC1, w obrêbie którego zlokalizowany jest gen
koduj¹cy celulazê. Nie wywo³uje on wyra�nych symp-
tomów pora¿enia w testach biologicznych, natomiast
indukuje reakcjê nadwra¿liwo�ci na tytoniu [39].

Hipoteza t³umacz¹ca odporno�æ na infekcjê zak³a-
da interakcjê pomiêdzy receptorami ro�lin, kodowa-

nymi przez geny R, a elicytorami mikroorganizmów,
bêd¹cymi produktami genu avr. Odporno�æ polega na
nekrotyzacji zaka¿onych obszarów, w efekcie ograni-
czone jest dalsze rozprzestrzenianie siê bakterii [1].
Cmm wywo³uje reakcjê nadwra¿liwo�ci na ro�linach
tytoniu oraz dziwaczka (Mirabilis jalapa). Do zaini-
cjowania ca³ego procesu wymagana jest odpowiednia
gêsto�æ zawiesiny komórek bakteryjnych. Obserwa-
cja symptomów HR na M. jalapa, po inokulacji tkanki
ro�linnej p³ynem pohodowlanym (cell-free culture
supernatant, CFCS), dowodzi, i¿ odpowied� ro�liny
powoduje wydzielany zewn¹trzkomórkowo elicytor,
przy czym wykluczono, i¿ funkcjê tê mia³by pe³niæ
EPS. Szczep Cmm 100, pozbawiony dwóch plaz-
midów (pCM1 i pCM2), jest zdolny do indukcji lokal-
nej nekrozy, st¹d wniosek, i¿ determinanty genetycz-
ne bia³ek indukuj¹cych HR zlokalizowane s¹ w ob-
rêbie chromosomu [1]. Analiza SDS-PAGE wyka-
za³a, i¿ Cmm syntezuje co najmniej kilka czynników
indukuj¹cych HR, których wielko�ci oszacowano na
12�16 kDa oraz 35�50 kDa [1]. Bia³ka wytwarzane
przez Cmm wykazuj¹ analogiê w stosunku do bia³ek
Cms indukuj¹cych odpowied� nadwra¿liwo�ci, jed-
nak¿e bia³ka Cms wywo³uj¹ reakcjê HR jedynie na
ro�linach tytoniu [1].

E g z o p o l i s a c h a r y d y  (E P S)
Tak jak wiêkszo�æ fitopatogenów Cms produkuje

egzopolisacharydy. Warunkuj¹ one wiele istotnych
biologicznie funkcji, miêdzy innymi takie jak: oddzia-
³ywanie z komórkami gospodarza, ochronê bakterii
przed niekorzystnymi warunkami �rodowiskowymi.
Otaczaj¹c komórki bakterii EPS chroni¹ je przed
nadmiern¹ utrat¹ wody. Poniewa¿ wiêkszo�æ sk³ad-
ników EPS wykazuje charakter kwasowy, mog¹ one
braæ udzia³ w wymianie jonów czy wi¹zaniu sub-
stancji toksycznych. Ponadto EPS umo¿liwiaj¹ adhe-
zjê komórek do powierzchni ró¿nych tkanek ro�lin-
nych, istotn¹ przede wszystkim w procesach inicjacji
i rozprzestrzenianiu siê choroby [35]. Egzopolisa-
charydy stanowi¹ mieszaninê heterogennych poli-
merów o kwasowej lub rzadziej obojêtnej naturze [42].
Zawarto�æ komponentów bia³kowych jest niska [46].
Obecno�æ EPS w postaci gêstych �luzów, w po³¹-
czeniu z du¿¹ liczb¹ komórek bakteryjnych, prowadzi
do zablokowania ksylemu, a tym samym do zabu-
rzenia transportu wody [35]. Biologiczna aktywno�æ
EPS wi¹¿e siê tak¿e z ich odczynem, a co za tym idzie,
zmian¹ pH gleby podczas infekcji [55]. Egzopoli-
sacharydy wytwarzane przez Cms sk³adem przypo-
minaj¹ te wydzielane przez Cmm oraz Cmi, poniewa¿
zawieraj¹ fukozê, galaktozê i glukozê. Dodatkowym
cukrem, nieobecnym w wydzielinach bakterii z po-
zosta³ych podgatunków C. michiganensis, jest man-
noza [35]. Cms wydziela zazwyczaj znaczne ilo�ci
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egzopolisacharydów. Mimo, i¿ ich rola w indukcji
bakteriozy zdaje siê byæ ugruntowana, nie istnieje
prosta zale¿no�æ pomiêdzy ich ilo�ci¹, a wirulencj¹
szczepów. Istniej¹ doniesienia o wyizolowaniu szcze-
pów ca³kowicie pozbawionych EPS, a mimo to wy-
soce wirulentnych [63, 65].

Wp³yw EPS na rozwój chorób wywo³ywanych
przez bakterie z gatunku C. michiganensis nie zosta³
jeszcze ostatecznie ustalony. Stwierdzono, i¿ spe³niaj¹
one szereg funkcji, m. in. chroni¹ komórki bakteryjne
przed odpowiedzi¹ zainfekowanych komórek ro�lin-
nych, inaktywuj¹c aglutyniny czy fitoaleksyny [267].
W�ród zwi¹zków wchodz¹cych w sk³ad EPS s¹ tak¿e
fitotoksyny; oczyszczony EPS wytwarzany przez ko-
mórki bakterii C. michiganensis powoduje m. in. nisz-
czenie b³on tylakoidów izolowanych chloroplastów
[27]. Zmiana sk³adu cukrowego kompleksu EPS skut-
kuje czêsto brakiem zdolno�ci do wywo³ania objawów
chorobowych. Fakt ten sugeruje, i¿ budowa chemicz-
na EPS warunkuje �rozpoznanie siê� komórek pato-
gena i gospodarza, a tym samym wczesne stadia roz-
woju choroby [35].

C z y n n i k  P a t - 1
W komórkach bakterii Cmm obecne s¹ dwa plaz-

midy pCM1 i pCM2, w obrêbie których zlokalizowa-
ne s¹ swoiste determinanty genetyczne warunkuj¹ce
patogeniczno�æ, przy czym nie ka¿dy szczep posia-
da oba plazmidy. Plazmid pCM1 zawiera sekwen-
cjê celA koduj¹c¹ endo-$-1,4-glukonazê, natomiast
w obrêbie plazmidu pCM2 (72 kpz) obecny jest gen
koduj¹cy czynnik Pat-1 przypominaj¹cy swoj¹ aktyw-
no�ci¹ proteazê serynow¹ [27]. Jest to bia³ko, o masie
molekularnej 29,7 kDa, prawdopodobnie wi¹¿¹ce siê
ze �cian¹ komórkow¹. Jego budowa wykazuje wyso-
k¹ homologiê do proteaz serynowych, zw³aszcza
"-litycznej proteazy Lizobacter enzymogenes. Zmia-
na w obrêbie kodonu startowego genu koduj¹cego
Pat-1 powoduje, i¿ ro�liny inokulowane mutantem
nie wykazuj¹ ¿adnych symptomów chorobowych.
Poni¿ej sekwencji genu strukturalnego pat-1 znaj-
duje siê motyw zawieraj¹cy wielokrotne powtórzenia
(pat-1 rep). Stwierdzono obecno�æ licznych homo-
logów pat-1 rep. Delecja tego regionu prowadzi do
znacz¹cej redukcji wirulencji, nigdy jednak do jej
ca³kowitej utraty [27].

W szczepie Cmm NCPPB382, znaleziono sekwen-
cje homologiczne do genu pat-1 zarówno na plaz-
midzie pCM2 jak i w obrêbie chromosomu. Na plaz-
midzie znajduj¹ siê dwa, homologiczne fragmenty,
zorientowane przeciwnie wzglêdem siebie, nazwane
odpowiednio phpA i phpB. Wykazano, i¿ produkty
genów php nie indukuj¹ symptomów raka pomidora
[9]. Homologiczna wzglêdem pat-1 sekwencja chro-
mosomalna chpA jest pseudogenem [9].

4. Odpowied� ro�lin na infekcjê

4.1. Odpowied� indukowana przez infekcjê
powodowan¹ przez Cms

Interakcja pomiêdzy komórkami patogena a ko-
mórkami gospodarza rozpoczyna siê od wzajemnego
rozpoznania. Jest ono mo¿liwe dziêki oddzia³ywaniom
pomiêdzy receptorami komórek ro�linnych i czyn-
nikami wytwarzanymi przez bakterie, indukuj¹cymi
b¹d� hamuj¹cymi ro�linne reakcje obronne [54].
W przypadku komórek Cms i Cmm funkcjê tê spe³-
niaj¹ EPS, jako ¿e wykazuj¹ powinowactwo do gliko-
protein buduj¹cych �ciany komórek ziemniaka [57].
Transdukcja sygna³u prowadz¹ca do ekspresji genów
ro�linnych wymaga obecno�ci receptorów zlokalizo-
wanych w b³onach komórkowych. Wykazano, i¿ b³o-
ny komórkowe, wyizolowane z odmian ziemniaków
podatnych na bakterie z gatunku C. michiganensis,
posiadaj¹ liczne receptory wi¹¿¹ce EPS wytwarzane
przez Cms. W przypadku ro�lin odpornych na infek-
cjê, liczba receptorów jest znacznie mniejsza [54, 57].

Odporno�æ na bakteriozê pier�cieniow¹ mo¿e wy-
nikaæ z wysokiego powinowactwa receptorów b³ono-
wych do tych sk³adników EPS bakteryjnych, które
indukuj¹ reakcje obronne. Wi¹zanie czynników blo-
kuj¹cych transdukcjê sygna³u do genomu komórek
ro�linnych skutkowa³oby podatno�ci¹ tkanki ro�linnej
na kolonizacjê przez Cms [54].

Z m i a n a  a k t y w n o � c i  p e r o k s y d a z y
Egzopolisacharydy produkowane przez Cms sty-

muluj¹ wiele zmian w obrêbie komórek ziemniaka. W
przypadku inokulacji ma³o podatnych odmian odpo-
wiednio wysokim inokulum bakterii, mo¿na obserwo-
waæ lokalne zmiany nekrotyczne, przypominaj¹ce od-
powied� HR w tkankach ro�lin nie bêd¹cych
¿ywicielami. Mog¹ byæ one wynikiem dzia³ania reak-
tywnych form tlenu, generowanych przez peroksyda-
zê. Zmiana aktywno�ci tego w³a�nie enzymu nale¿y
do najwa¿niejszych, spo�ród opisanych do tej pory,
skutków obecno�ci EPS w zainfekowanych tkankach
ro�linnych [54]. Sk³adniki kompleksu EPS, wi¹¿¹c siê
do zewnêtrznej domeny receptorów b³onowych, po-
woduj¹ zmianê ich konformacji. Jest ona wynikiem
reakcji fosforylacji, w wyniku której nastêpuje prze-
niesienie grup fosforanowych na domenê cytoplazma-
tyczn¹. To z kolei aktywuje peroksydazê sprzê¿on¹ z
receptorem. Aktywno�æ peroksydazy ma kluczowe
znaczenie dla ekspresji genów warunkuj¹cych odpor-
no�æ oraz produkcjê reaktywnych form tlenu (reactive
oxygen species, ROS), odgrywaj¹cych istotn¹ rolê w
reakcjach obronnych ro�liny [29]. Peroksydaza bierze
udzia³ tak¿e w procesach prowadz¹cych do lignifika-
cji �cian komórkowych, fotosyntezie, oddychaniu czy
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regulacji wzrostu [29]. Aniony ponadtlenkowe, po-
wstaj¹ce w efekcie utleniania NADPH, przez dysmu-
tazê ponadtlenkow¹, s¹ przekszta³cane w nadtlenek
wodoru. Wysokie stê¿enie rodników tlenowych oraz
nadtlenku wodoru hamuje wzrost i podzia³y komórek
patogena [29].

W komórkach bulw ziemniaka odmian podatnych
na bakteriozê pier�cieniow¹, wykazano podwy¿szenie
poziomu peroksydazy wyniku infekcji. Istnieje kilka
izoform peroksydazy, przy czym ich poziom waha siê
w zale¿no�ci od podatno�ci ro�liny oraz rodzaju infe-
kowanej tkanki. Komórki odporniejszych na Cms od-
mian ziemniaka, poddane dzia³aniu EPS, nie wykazy-
wa³y ¿adnych zmian liczby izoform peroksydaz
wewn¹trzkomórkowych i tych wydzielanych na ze-
wnatrz komórek. Analogiczne dzia³anie w przypadku
odmian podatnych prowadzi³o do syntezy nowych izo-
enzymów wewn¹trzkomórkowych oraz wydzielanych
na zewn¹trz komórek. Zwiêkszeniem aktywno�ci pe-
roksydazy charakteryzowa³a siê przede wszystkim
frakcja wewn¹trzkomórkowa. Podczas infekcji komó-
rek odpornych odmian ziemniaka nastêpuje aktywacja
peroksydaz zewn¹trzkomórkowych, g³ównie izoformy
Rf 15, która indukuje reakcjê nadwra¿liwo�ci. Mecha-
nizm tego procesu polega na indukcji aktywacji pe-
roksydazy oraz indukcji produkcji ROS. Dzia³anie
tych ostatnich skutkuje degradacj¹ struktur komórko-
wych patogena i zainfekowanych tkanek. Poniewa¿
aktywacja peroksydazy wywo³ywana przez Cms w
podatnych komórkach ro�linnych jest uwarunkowana
intensywn¹ syntez¹ bia³ek enzymatycznych de novo,
proces ten jest d³ugotrwa³y. W tym czasie mo¿e doj�æ
do efektywnej kolonizacji ro�liny przez bakterie. W
tym przypadku nie ma mo¿liwo�ci indukcji powsta-
wania lokalnych nekroz gdy¿ podatne na patogena ko-
mórki ro�linne nie produkuj¹ izoformy Rf 15 [ 30].

Z m i a n a  p H  � r o d o w i s k a
Jak ju¿ wspomniano wcze�niej EPS stanowi¹ mie-

szaninê zwi¹zków o charakterze kwasowym b¹d� obo-
jêtnym [42]. Podczas infekcji powoduj¹ one obni¿e-
nie pH w tkankach ro�linnych, co z kolei indukuje
wiêdniêcie ro�lin i degradacjê komórek. Badaj¹c zwi¹-
zek pomiêdzy obecno�ci¹ polisacharydów a odczynem
pod³o¿a, ustalono, ¿e zmiana jest tym wiêksza, im
bardziej badana odmiana jest podatna na pora¿enie.
Nale¿y jednak zaznaczyæ, i¿ wzrost stê¿enia jonów
wodorowych nie wynika jedynie z bezpo�redniego
dzia³ania patogena. Cms podczas hodowli na pod³o¿u
laboratoryjnym powoduje obni¿enie pH po¿ywki z 6,3
do 4,5. Natomiast, podczas infekcji ro�lin rosn¹cych
w kulturach in vitro, pH pod³o¿a w przypadku ro�lin
podatnych obni¿a³o siê do warto�ci 2,5. Tak du¿e
zakwaszenie �rodowiska spowodowane by³o wydzie-
laniem do pod³o¿a, tak¿e przez ro�liny, niskocz¹stecz-

kowych kwasów. Proces ten mo¿e byæ efektem uwal-
niania do pod³o¿a zawarto�ci rozpadaj¹cych siê w wy-
niku infekcji komórek. Powi¹zanie rozwoju bakte-
riozy pier�cieniowej z odczynem EPS potwierdzaj¹
badania, w których wyizolowane wydzieliny bakteryj-
ne zast¹piono kwasem octowym. Jego obecno�æ pro-
mowa³a analogiczne do EPS symptomy pora¿enia
[55]. Warto wspomnieæ, i¿ ro�liny wykszta³ci³y me-
chanizmy ochronne pozwalaj¹ce na przywrócenie od-
powiedniego pH w �rodowisku. Badaj¹c mo¿liwo�ci
buforuj¹ce wydzielin korzeniowych stwierdzono, i¿
odporne na Cms odmiany ziemniaka szybciej i efek-
tywniej neutralizuj¹ kwa�ne wydzieliny bakteryjne.
Równie¿ do�wiadczenia na komórkach ro�linnych,
poddanych dzia³aniu roztworu EPS, potwierdzi³y s³ab-
sze mo¿liwo�ci adaptacyjne komórek podatnych ro�lin
ziemniaka [55].

S y n t e z a  b i a ³ e k  o  d z i a ³ a n i u
p r z e c i w b a k t e r y j n y m

Ro�liny, stale pozostaj¹c w kontakcie z patogenami,
mog¹ produkowaæ liczne substancje o dzia³aniu prze-
ciwbakteryjnym i przeciwgrzybowym. Nale¿¹ do nich:
glukanazy, inhibitory "-amylaz, peptydy inaktywuj¹ce
rybosomy czy tioniny. Te ostatnie nale¿¹ do amfi-
patycznych bia³ek, zwiêkszaj¹cych przepuszczalno�æ
b³on komórkowych. Syntetyzowana przez S. tubero-
sum pseudotionina, Pth-St1, hamuje rozwój m. in. Cms
oraz Ralstonia solanaceanum. Bia³ko to, wielko�ci
5 kDa, produkowane jest w ilo�ci oko³o 1,5 mg na
kilogram masy ro�liny. Ekspresja genu warunkuj¹cego
biosyntezê pseudotioniny jest tkankowo specyficzna
i ogranicza siê do komórek ³odyg, bulw oraz p³atków
korony. Ni¿sze stê¿enia pseudotioniny mog¹ wystêpo-
waæ tak¿e w li�ciach. Bia³ko to wykazuje silniejsze
dzia³anie antybakteryjne ni¿ tioniny. Ró¿nica w pozio-
mie aktywno�ci antybakteryjnej pseudotioniny i tio-
niny sugeruje, i¿ mechanizm dzia³ania obu zwi¹zków
jest odmienny, natomiast w trakcie infekcji wymienio-
ne zwi¹zki mog¹ dzia³aæ komplementarnie [37].

4.2. Odpowied� indukowana przez infekcjê
powodowan¹ przez C. m. subsp. ichiganensis

Mechanizm interakcji miêdzy komórkami ro�lin
pomidora i bakterii z podgatunku Cmm nie zosta³ do-
k³adnie poznany, a dotychczasowe badania, maj¹ce na
celu uzyskanie odmian odpornych na bakterie powo-
duj¹ce raka bakteryjnego, zakoñczy³y siê niepowo-
dzeniem [27]. Stosowanie klasycznych metod hodow-
lanych pozwoli³o na uzyskanie odmian mniej wra¿li-
wych b¹d� tolerancyjnych. Trzeba jednak podkre�liæ,
i¿ ¿adna z uzyskanych linii hodowlanych nie wykazy-
wa³a odporno�ci na Cmm, pozwalaj¹cej na jej wyko-
rzystanie w uprawach komercyjnych [18]. Czê�ciowy
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lub nawet ca³kowity brak symptomów chorobowych,
charakterystycznych dla raka bakteryjnego nie �wiad-
czy³ o zmniejszeniu podatno�ci ro�lin na infekcjê, po-
niewa¿ nadal dochodzi³o do kolonizacji tkanek gospo-
darza. Naturalnie wystêpuj¹ca, w ró¿nych odmianach
pomidora, tolerancja na tego patogena, wynika z pro-
dukcji zwi¹zków hamuj¹cych podzia³y komórkowe
Cmm [18].

P r o d u k c j a  t o m a t y n y
Ro�liny pomidora produkuj¹ znaczne ilo�ci fito-

aleksyn alkaloidowych. Niedojrza³e owoce zawieraj¹
"-tomatynê, glikozylowany alkaloid o silnej aktywno-
�ci przeciwgrzybowej i przeciwbakteryjnej. Podczas
infekcji nastêpuje indukcja produkcji tomatyny i jej
akumulacja do poziomu hamuj¹cego podzia³y ko-
mórkowe bakterii. W efekcie dochodzi do aktywnej
obrony ro�liny przed zaka¿eniem. Dziêki poznaniu
sekwencji genomu Cmm, zidentyfikowano gen tomA,
koduj¹cy tomatynazê. Enzym ten katalizuje reakcjê
deglikozylacji "-tomatyny, do nietoksycznej toma-
tydyny [27, 37]. Znaczenie tomatynazy dla zaha-
mowania infekcji zosta³o potwierdzone w badaniach,
w których wykorzystywano mutanty Cmm tomA�;
tomatyna hamowa³a wzrost mutantów nie wytwarza-
j¹cych enzymu umo¿liwiaj¹cego deglikozylacjê toma-
tyny, znacznie silniej, ni¿ wzrost szczepów bakterii
typu dzikiego [37].

5. Metody identyfikacji C. michiganensis

5.1. Wykrywanie C. m. subsp. sepedonicus

Wykrywanie Cms nastrêcza du¿ych trudno�ci, po-
niewa¿ wczesne objawy bakteriozy mog¹ byæ masko-
wane przez naturalne procesy fizjologiczne, takie jak
starzenie czy te¿ aktywno�æ innych mikroorganizmów
patogennych. Coraz czê�ciej wystêpuj¹ce infekcje
latentne, charakteryzuj¹ siê brakiem jakichkolwiek
symptomów chorobowych nawet przez 2�3 sezony
wegetacyjne. W efekcie dochodzi do rozprzestrze-
niania siê bakterii na coraz to wiêkszych obszarach.
Z tego wzglêdu, na terenie Stanów Zjednoczonych,
nie hoduje siê odmian ziemniaka wykazuj¹cych
zwiêkszon¹ tolerancjê na Cms. Bezobjawowe zaka-
¿enia powoduj¹, i¿ wizualna ocena plantacji jest nie-
wystarczaj¹ca, zw³aszcza, je�li dotyczy rozwijaj¹cych
siê ro�lin, a nie dojrza³ych bulw. Badania laboratoryj-
ne, z wykorzystaniem np. metod serologicznych, s¹
niezbêdne, tak¿e dlatego, i¿ postaæ symptomów zale-
¿y od wielu czynników i mo¿e ograniczaæ siê jedynie
do spadku biomasy ro�lin [63].

W laboratoriach diagnostycznych najczê�ciej sto-
sowanymi s¹ testy serologiczne: immunofluorescencji

po�redniej (IF) oraz immonoenzymatyczny (ELISA),
analiza profilu estrów metylowych kwasów t³uszczo-
wych (Fatty Acids Metyl Esters), ³añcuchowa 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 szczepów bakteryjnych pozba-
wionych EPS, gdy¿ stanowi¹ one g³ówny antygen do
produkcji przeciwcia³ stosowanych w komercyjnie
dostêpnym te�cie ELISA. Ponadto podczas testów
serologicznych uzyskiwane s¹ wyniki fa³szywie pozy-
tywne, których przyczyn¹ s¹ niespecyficzne oddzia³y-
wania przeciwcia³ z bakteriami saprotroficznymi [63].
Technika FISH pozwala na szybk¹ identyfikacjê pa-
togena i jednocze�nie weryfikacjê wyników testów
serologicznych. W przypadku zastosowania hybrydy-
zacji in situ do wykrywania bakterii Gram-dodatnich,
a do takich nale¿y Cms, w etapie wstêpnym przepro-
wadza siê preinkubacjê próby z lizozymem degra-
duj¹cym mukopeptyd obecny w �cianie komórkowej
bakterii, w efekcie u³atwiona jest penetracja oligo-
nukleotydów do komórek.

Wykrywanie Cms metod¹ PCR polega ma ampli-
fikacji fragmentów DNA plazmidowego, jednak ist-
niej¹ tak¿e testy, wykorzystuj¹ce specyficzno�æ innych
elementów genomu [52]. W literaturze opisanych
zosta³o wiele róznych starterów, których u¿yteczno�æ
zosta³a poddana weryfikacji [2]. Testowana jest rów-
nie¿ u¿yteczno�æ mikromacierzy umo¿liwiajacych
wykrycie i identyfikacjê bakterii na podstawie obec-
no�ci w tkankach ro�lin, mRNA kodowanego przez
ró¿ne geny [25, 62].

W Polsce obowi¹zuj¹ce procedury wykrywania,
zwalczania i zapobiegania rozprzestrzenianiu siê bak-
terii z rodzaju Clavibacter zawarte s¹ w kilku aktach
prawnych. Obowi¹zuj¹ce jest Rozporz¹dzenie Mini-
stra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 6 kwietnia
2007 r. w sprawie szczegó³owych sposobów postêpo-
wania przy zwalczaniu i zapobieganiu rozprzestrzenia-
niu siê 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. z 2004 r. Nr 11,
poz. 94, z pó�n. zm.]. Przepisy rozporz¹dzenia wdra-
¿aj¹ postanowienia dyrektywy Rady 93/85/EWG
z dnia 4 pa�dziernika 1993 r. w sprawie zwalczania
bakteriozy pier�cieniowej ziemniaka [Dz. Urz. WE L
259 z 18.10.1993, str. 1, z pó�n. zm.; Dz. Urz. UE
Polskie wydanie specjalne, rozdz. 3, t. 15, str. 131,
z pó�n. zm.] oraz Dyrektywa Komisji 2006/56/WE
z dnia 12 czerwca 2006 r., zmieniaj¹ca za³¹czniki do
dyrektywy Rady 93/85/EWG w sprawie zwalczania
bakteriozy pier�cieniowej ziemniaka [Dziennik Urzê-
dowy L 182, 04/07/2006 P. 0001�0002].
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N a j n o w s z e  m e t o d y  w y k r y w a n i a  C m s
Poniewa¿ zwalczanie Cms polega przede wszystkim

na nak³adania kwarantanny na obszarach jej wystêpo-
wania, niezwykle istotnym jest szybkie i wiarygodne
wykrywanie tego fitopatogena. Opracowano wiele
metod spe³niaj¹cych te za³o¿enia.

Do identyfikacji Cms za pomoc¹ techniki PCR wy-
korzystuje siê oligonukleotydowe sekwencje startero-
we homologiczne do genu koduj¹cego 16S rRNA oraz
sekwencji insercyjnej IS1121, obecnej w wielu pow-
tórzeniach zarówno na plazmidzie, jak i genoforze. Ten
drugi rodzaj starterów pozwala na specyficzne wykry-
wanie i identyfikacjê bakterii z podgatunku Cms, tak¿e
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 identyfikacjê patogena ziemniaka w�ród
pozosta³ych podgatunków C. michiganesis. Niestety
nawet tak czu³a metoda jak¹ jest reakcja PCR nie
zawsze pozwala na wykrycie niewielkiej liczby ko-
mórek patogena. Zastosowanie metody Nested � PCR
i dwóch par starterów pozwala na zwiêkszenie czu-
³o�æ analizy, w efekcie mo¿liwe jest wykrywanie Cms
na ro�linach niewykazuj¹cych objawów infekcji. Taka
modyfikacja klasycznej procedury PCR, pozwala na
tysi¹ckrotne zwiêkszenie czu³o�ci testu; mo¿liwe jest
wykrycie patogena w przypadku obecno�ci w miesza-
nie reakcyjnej 100 komórek [41].

W przypadku wykrywania komórek patogena
w tkance ro�linnej pojawiaj¹ siê jednak dodatkowe
trudno�ci zwi¹zane z hamowaniem aktywno�ci poli-
merazy DNA przez niektóre sk³adniki homogenatu
komórek ziemniaka. W efekcie mo¿na uzyskaæ wy-
niki fa³szywie negatywne. Problem ten mo¿na roz-
wi¹zaæ przy pomocy wewnêtrznej kontroli. W tym
przypadku oprócz specyficznych starterów warunku-
j¹cych amplifikacjê fragmentów materia³u genetycz-
nego patogena, wprowadza siê tak¿e oligonukleotydy
pozwalaj¹ce na powielenie sekwencji homologicznych
do fragmentów genomu ziemniaka (Multiplex PCR).
Nie uzyskanie produktów amplifikacji DNA ziem-
niaka wskazuje na obecno�æ w mieszaninie reakcyjnej
inhibitorów reakcji PCR [51].

Znacznie szersze mo¿liwo�ci zastosowania reakcji
PCR, bez pó�niejszej identyfikacji produktów ampli-
fikacji w ¿elu agarozowym, daje zastosowanie ampli-
fikacji DNA w czasie rzeczywistym (Real-Time PCR).
W tym przypadku do przeprowadzenia reakcji ampli-
fikacji i wykrycia jej produktów niezbêdny jest termo-
cykler sprzêgniêty z fluorometrem. Produkty reakcji
mog¹ byæ wykrywane dziêki zastosowaniu barwników
takich jak bromek etydyny lub barwników fluorescen-
cyjnych (np. SYBR Green) interkaluj¹cych z amplifiko-
wanym, dwuniciowym DNA. W innych modyfikacjach

Real-Time PCR wykorzystuje siê ró¿nego rodzaju
sondy znakowane barwnikami fluorescencyjnymi (np.
sondy TaqMan PCR, Molecular Beacon). Ogólna za-
sada polega na wykrywaniu obecno�ci znakowanej
sondy, a nie produktu reakcji PCR. Sondy typu TaqMan
PCR, Molecular Beacon (tzw. latarnia molekularna)
znakowane s¹ dwoma barwnikami; pierwszy zwykle
fluoresencencyjny pe³ni funkcjê �sygnalizatora� (re-
porter), drugi �wyciszacza� (quencher). Je¿eli znajdu-
j¹ce siê w mieszaninie reakcyjnej DNA matrycowy
hybrydyzuje ze znakowan¹ sond¹ TaqMan PCR to
polimeraza DNA maj¹ca równocze�nie w³a�ciwo�-
ci nukleazy dobudowuj¹c komplementarny ³añcuch
DNA degraduje sondê. W efekcie degradacji sondy
nastêpuje od³¹czenie �sygnalizatora� od �wyciszacza�.
Obecno�æ �sygnalizatora� rejestrowana jest za pomo-
c¹ fluorometru. W przypadku maj¹cej kszta³t spinki
sondy Molecular Beacon, w której sygnalizator i wy-
ciszacz zlokalizowane s¹ na przeciwleg³ych, komple-
mentarnych do siebie koñcach sondy, hybrydyzacja
sondy z produktami reakcji PCR powoduje �rozwiniê-
cie� spinki i �wiecenie sygnalizatora. Real-Time PCR
pozwala na skrócenie czasu analizy (nie ma potrzeby
wykonywania elektroforezy) ale tak¿e na monitorowa-
nie przebiegu reakcji oraz ilo�ciowe oznaczenie pro-
duktu amplifikacji. Dodatkow¹ zalet¹ tego typu testu
jest mo¿liwo�æ prowadzenia ca³ego procesu ampli-
fikacji w jednej, zamkniêtej od momentu dodania
wszystkich sk³adników mieszaniny reakcyjnej, pro-
bówce. Ten sposób prowadzenia testu pozwala w za-
sadzie wyeliminowaæ fa³szywie pozytywne wyniki,
których przyczyn¹ w te�cie PCR jest kontaminacja
próby przez DNA niewiadomego pochodzenia.

W ostatnich latach opracowane zosta³y systemy
tzw. Smart Real-Time PCR, pozwalaj¹ce na prowadze-
nie wykrywania i identyfikacji Cms, bezpo�rednio na
polu, lub w laboratoriach zlokalizowanych w punktach
kontroli granicznej (Port Check 5th FP Project).

Jedn¹ z najnowszych metod, opartych na amplifi-
kacji kwasów nukleinowych w czasie rzeczywistym,
jest AmpliDet RNA. Jest to po³¹czenie izotermalnej
amplifikacji nukleotydów NASBA (Nucleic Acid
Sequence Based Amplification) oraz detekcji tego pro-
cesu przy pomocy sond Molecular Beacon). Synteza
RNA jest mo¿liwa przy zastosowaniu trzech enzy-
mów: odwrotnej transkryptazy AMV, 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, i¿ metoda ta mo¿e byæ wykorzysta-
na nie tylko w celach diagnostycznych, ale tak¿e do
badania ¿ywotno�ci komórek. Teoretycznie, AmpliDet
RNA pozwala na wykrycie takich ilo�ci 16S rRNA,
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które odpowiadaj¹ obecno�ci w mieszaninie reakcyj-
nej jednej komórki bakteryjnej. W praktyce jednak
wymagana jest obecno�æ 10 komórek zdolnych do
tworzenia kolonii, gdy¿ czê�æ RNA ulega degradacji
podczas izolacji [62].

Nie tylko metody biologii molekularnej okazuj¹
siê warto�ciowymi, je�li chodzi o diagnostykê Cms.
Nadal prowadzone s¹ do�wiadczenia nad wykorzys-
taniem testów biochemicznych, pozwalaj¹cych na wy-
krywanie charakterystycznej dla patogena aktywno�ci
enzymatycznej. Testy API 50CH zawieraj¹ pod³o¿a
z dodatkiem wielu wêglowodanów, rekomendowa-
nych do wykrywania Cms. Test API ZYM pozwala
na identyfikacjê 20 egzoenzymów. Zastosowanie API
50CH wymaga przygotowania zmodyfikowanego
pod³o¿a YMA (Yeast Mannitol Agar) poniewa¿ bak-
terie z gatunku C. michiganensis nie rosn¹ na wielu
standardowych po¿ywkach. Testy typu API, stosuje
siê w przypadku wykrywania wielu gatunków mikro-
organizmów. Jednak, ze wzglêdu na bardzo wolne
podzia³y komórkowe w przypadku Cms metoda ta
nie jest u¿yteczna. Rozwi¹zaniem jest wprowadzanie
indykatorów zmian pH. Test API 50CH pozwala na
rozró¿nienie bakterii z podgatunku Cms od innych
bakterii z gatunku C. michiganensis oraz patogenów
ziemniaka, z rodzaju Pectobacterium i Ralstonia.
Identyfikacjê mo¿na wykonaæ tak¿e stosuj¹c API
ZYM, w te�cie tym bakterie z podgatunku Cms ró¿-
ni¹ siê co najmniej jedn¹ aktywno�ci¹ enzymatycz-
n¹ od bakterii z pozosta³ych podgatunków C. michi-
ganensis [50].

5.2. Wykrywanie C. m. subsp. michiganensis

Patogen pomidora nale¿y do organizmów podlega-
j¹cych obowi¹zkowemu zwalczaniu. O ka¿dym podej-
rzeniu wyst¹pienia Cmm nale¿y powiadomiæ organy
Pañstwowej Inspekcji Ochrony Ro�lin i Nasiennictwa.
Podobnie jak w przypadku Cms, nie ma metod zwal-
czania choroby po wyst¹pieniu symptomów. Ochrona
ro�lin ogranicza siê do wysiewania sprawdzonego,
wolnego od patogena materia³u, dezynfekcji sprzêtu,
stosowania p³odozmianu oraz usuwaniu resztek ro�lin-
nych pozosta³ych w glebie po uprawach. Je¿eli po-
twierdzona zostanie obecno�æ Cmm, miejsce uprawy
podlega izolacji, a uzyskane plony � zniszczeniu [48].

Procedura diagnostyczna dotyczy: izolacji mikro-
organizmu z pora¿onych tkanek, zidentyfikowania
gatunku patogena i okre�lenia stopnia wirulencji. Ist-
niej¹ odrêbne metodyki wykrywania patogena w ro�-
linach i nasionach [48]. Je¿eli wynik przynajmniej
jednego testu wstêpnego jest pozytywny musi zostaæ
zweryfikowany w testach patogeniczno�ci prowadzo-
nych z wykorzystaniem ro�lin wska�nikowych i w tes-
tach serologicznych: aglutynacja, IF lub ELISA [48].

N a j n o w s z e  m e t o d y  w y k r y w a n i a  C m m
Wykrywanie i identyfikacja Cmm stanowi powa¿-

ny problem, w szczególno�ci je¿eli komórki patogena
wystêpuj¹ w ma³ej liczbie. Dlatego te¿, prowadzone
s¹ intensywne badania pozwalaj¹ce na opracowanie
efektywnych metod jego wykrywania [16]. Posiewy
na specyficzne pod³o¿a mikrobiologiczne, zalecane
jako jedna z metod identyfikacji, charakteryzuj¹ siê
stosunkowo nisk¹ czu³o�ci¹, ze wzglêdu na wolny
wzrost Cmm i mo¿liwo�æ zaciemniania obrazu przez
bakterie saprotroficzne [20].

Sortowanie immunomagnetyczne komórek bakte-
rii IMS (Immunomagnetic Separation) pozwala na
ominiêcie tego problemu. Kulki magnetyczne op³asz-
czone specyficznymi przeciwcia³ami, pozwalaj¹ na
wybiórcz¹ izolacjê komórek Cmm z badanej próby.
Wyizolowane w ten sposób komórki wysiewane s¹ na
pod³o¿a selektywne. IMS mo¿e byæ tak¿e technik¹
poprzedzaj¹c¹ przeprowadzenie reakcji PCR ze star-
terami specyficznymi dla Cmm [16]. Po³¹czenie IMS
i reakcji PCR jest metod¹ czu³¹, poniewa¿ umo¿liwia
specyficzne wykrywanie 10 j.t.k. patogena w 1 ml za-
wiesiny. Zastosowanie IMS pozwala na wyizolowanie
90% komórek Cmm z mieszaniny, w której obecne jest
jest tysi¹ckrotnie wiêcej komórek bakterii z rodzaju
Pseudomonas sp. Stosowanie w procedurze IMS prze-
ciwcia³ poliklonalnych daje bardzo dobre rezultaty.
Najprawdopodobniej ich ni¿sza specyficzno�æ, pro-
wadz¹ca do tworzenia mniej stabilnych kompleksów
z antygenem, u³atwia uwalnianie komórek z komplek-
sów, które tworz¹ z mikrokulkami [16].

Zastosowanie do wykrywania Cmm w tkance ro�-
linnej, metody PCR ograniczone jest obecno�ci¹ inhi-
bitorów polimerazy w homogenatach tkanek ro�-
linnych. Efektywno�æ testu PCR mo¿na zwiêkszyæ
poprzez zastosowanie tzw. BIO-PCR, w którym
w pierwszym etapie badania rozmna¿a siê bakterie na
specyficznym, optymalnym dla Cmm pod³o¿u mikro-
biologicznym [10]. W rezultacie nawet je¿eli w orygi-
nalnej próbie by³y tylko pojedyncze komórki bakterii
po etapie �wzbogacenia� mo¿na je ³atwo wykrywaæ.
Tak wiêc Bio-PCR, pozwala na obni¿enie poziomu
wykrywalno�ci komórek mikroorganizmów. BIO-PCR
pozwala na wykrycie jednego zaka¿onego nasiona
w partii 10000 nasion. Jest to bardzo wa¿ne, gdy¿ nawet
bardzo niski procent zainfekowanego materia³u siew-
nego mo¿e prowadziæ do epidemii raka bakteryjnego
w sprzyjaj¹cych warunkach �rodowiskowych [31].

Mimo licznych zalet opisanych powy¿ej innowa-
cyjnych technologii wykrywania i identyfikacji Cmm
i Cms nie mog¹ byæ one stosowane w oderwaniu od
tradycyjnych metod diagnostycznych. Nie mo¿na tak¿e
zapominaæ o fakcie, i¿ bardzo istotny jest sposób po-
bierania prób materia³u ro�linnego do oznaczeñ, czyli
jego reprezentatywno�æ. Uwaga ta dotyczy szczególnie
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materia³u ro�linnego nie wykazuj¹cego objawów cho-
robowych, a podejrzanego o zainfekowanie mikroorga-
nizmami podlegaj¹cymi obowi¹zkowemu zwalczaniu.
Niezale¿nie od czu³o�ci metody, któr¹ zastosujemy do
wykrywania Cms, pobieraj¹c 200 bulw ziemniaka
z partii zawieraj¹cej 25 ton, mamy tylko 96% szans na
wykrycie patogena je¿eli 1% bulw jest nim zainfeko-
wana. W³a�ciwa strategia wykrywania i identyfikacji
czynników chorobotwórczych i ochrony ro�lin wy-
maga zintegrowanego dzia³ania opartego o w³a�ciwe
pobieranie prób, testy biologiczne i immunologiczne
oraz nowoczesne technologie molekularne.

6. Nowe mo¿liwo�ci ochrony ro�lin
przed patogenami z gatunku C. michiganensis

Zwalczanie bakteryjnych patogenów ro�lin �rodka-
mi takimi jak antybiotyki czy zwi¹zki miedzi, nie tylko
nie przynosi po¿¹danych rezultatów, ale stanowi tak¿e
�ród³o zagro¿enia dla �rodowiska. Dlatego te¿ stale
prowadzone s¹ prace nad opracowaniem efektywnych
metod i preparatów. U ich podstawy le¿y zrozumienie
czynników warunkuj¹cych wirulencjê [35].

Z w a l c z a n i e  b a k t e r i o z y
p i e r � c i e n i o w e j  z i e m n i a k a

Jedna z metod ochrony ro�lin przed chorobami
opiera siê na wykorzystaniu czynników biologicznych.
Wykorzystuj¹c antagonizm szczepów bakteryjnych,
zapobiega siê rozwojowi i rozprzestrzenianiu pato-
genów. Podstaw¹ tego zjawiska mo¿e byæ produkcja
przez bakterie antagonistyczne antybiotyków, toksyn,
sideroforów, konkurencja o niszê ekologiczn¹ tak¿e
paso¿ytnictwo [15]. Chc¹c okre�liæ wp³yw wybranych
gatunków mikroorganizmów na Cms, wyizolowano
z ryzosfery ziemniaka antagonistyczne szczepy Pseudo-
monas aureofaciens oraz Pseudomonas fluorescences.
Wszystkie szczepy Pseudomonas silnie hamowa³y
wzrost komórek Cms. Na dalszym etapie badañ spraw-
dzano mo¿liwo�æ wykorzystania wyizolowanych
szczepów do ochrony upraw szklarniowych. Podobnie,
jak w przypadku testu in vitro, wszystkie badane izo-
laty, choæ w ró¿nym stopniu, ogranicza³y rozmna¿a-
nie siê komórek Cms w tkankach ro�lin. Zastosowanie
mieszaniny bakterii antagonistycznych nie wp³ynê³o
znacz¹co na podwy¿szenie skuteczno�ci metody [15].
W wyniku przeprowadzonych badañ stwierdzono, i¿
czynnikiem ograniczaj¹cym wzrost Cms mo¿e byæ
konkurencja o ¿elazo i szybszy wzrost szczepu anta-
gonistycznego zdolnego do efektywniejszej ni¿ Cms
kolonizacji ro�lin [15].

Istotn¹ rolê mog¹ odgrywaæ tak¿e wytwarzane
przez bakterie antagonistyczne bakteriocyny, bêd¹ce
zwi¹zkami bia³kowymi o aktywno�ci bakteriobójczej

lub bakteriostatycznej. Mechanizm ich aktywno�ci jest
ró¿ny, pocz¹wszy od indukcji lizy komórek patogena
do zak³ócenia procesu translacji. Najczêstszym wyni-
kiem dzia³ania bakteriocyn jest indukcja tworzenia por
w b³onie komórkowej [32]. Bakterie z podgatunku
Cmm wytwarzaj¹ liczne substancje o dzia³aniu prze-
ciwbakteryjnym, niektóre dzia³aj¹ antagonistycznie
wzglêdem Cms [33]. Ze szczepów Cmm wyizolowano
metabolity, które scharakteryzowano jako bia³ka bo-
gate w reszty glicyny, alaniny i izoleucyny, o masie
molekularnej 13,7 kDa, których dzia³anie polega na
zak³óceniu syntezy lipidów i peptydoglikanu [33].

W�ród produkowanych przez Cmm metabolitów,
wykryto peptyd okre�lony mianem michiganiny A,
bêd¹cy przedstawicielem lantybiotyków B [32, 33].
Lantybiotyki stanowi¹ grupê bakteriocyn z licznymi
modyfikacjami potranslacyjnymi. Michiganina A wy-
kazuje silne dzia³anie przeciwbakteryjne wzglêdem
Cms. Swoj¹ budow¹ michiganina A przypomina bak-
teriocynê wytwarzan¹ przez promieniowce Actinopla-
nes liguriae. Minimalne stê¿enie hamuj¹ce (Minimum
Inhibitry Concentratin, MIC) michiganiny A, w sto-
sunku do szczepu Cmm 2136 wynosi³o 30 pmol/ml,
co odpowiada 30 nM [32].

Z w a l c z a n i e  r a k a  b a k t e r y j n e g o  p o m i d o r a
Bakterie z podgatunku Cmm mog¹, jak przedsta-

wiono powy¿ej, byæ antagonistyczne wzglêdem Cms.
S¹ jednak przede wszystkim organizmami podlegaj¹-
cymi obowi¹zkowemu zwalczaniu, a ich rozprzestrze-
nianie próbuje siê ograniczaæ w oparciu o metodê bio-
logiczn¹ [6]. W trakcie badañ, maj¹cych na celu
identyfikacjê szczepów potencjalnie antagonistycz-
nych, w stosunku do Cmm wyró¿niono bakterie nale-
¿¹ce do czterech grup: fluorescencyjne Pseudomonas,
promieniowce z rodzaju Actinomycetes, bakterie z ro-
dzaju Bacillus sp. oraz niezidentyfikowane bakterie
Gram-ujemne. Wyselekcjonowane szczepy by³y od-
porne na kwas nalidyksowy, ampicylinê oraz chloram-
fenikol a ich rozprzestrzenianie w obrêbie korzeni sa-
dzonek pomidora zachodzi³o z ró¿n¹ intensywno�ci¹
[6]. Wykorzystanie zawiesiny wyizolowanych mikro-
organizmów do ochrony nasion i korzeni sztucznie
inokulowanych ro�lin pomidora skutkowa³o opó�nie-
niem rozwoju choroby, fakt ten ma istotne znaczenie,
gdy¿ starsze ro�liny s¹ mniej podatne na raka [6].

Zastosowanie do ochrony ro�lin mog¹ tak¿e znale�æ
olejki ro�linne, znane z przeciwbakteryjnych i prze-
ciwgrzybicznych w³a�ciwo�ci. W przeciwieñstwie do
�rodków chemicznych, ich stosowanie jest bezpieczne,
zarówno dla konsumenta jak i �rodowiska. Mo¿liwo�æ
tworzenia kolonii przez Cmm zosta³a ca³kowicie za-
trzymana przez olejki wytwarzane przez oregano (Ori-
ganum vulgare), tymianek (Thymus capitatus) i le-
biodkê kreteñsk¹ (Origanum dictamnus) zastosowane
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odpowiednio w stê¿eniach: 100, 85 oraz 100 µg/ml.
Majeranek (Origanum majorana) czy miêta polej
(Mentha pulegium) wywo³ywa³y 80% redukcjê wzros-
tu komórek Cmm przy stê¿eniu 200 µg/ml; lawenda
(Lavandula angustifolia) ca³kowicie hamowa³a rozwój
komórek bakteryjnych w stê¿eniu 600 µg/ml. Oprócz
mniejszej toksyczno�ci, stosowanie olejków ro�lin-
nych nie prowadzi do selekcji patogenów odpornych
na stosowany �rodek [13].

Niektóre odmiany papryki rocznej (Capsicum an-
nuum) charakteryzuj¹ siê wysok¹ odporno�ci¹ na cho-
roby bakteryjne, a jednym z elementów ich mecha-
nizmu obronnego s¹ peptydy wystêpuj¹ce w tkance
li�ciowej. Przeprowadzono badania wp³ywu tych mo-
leku³ na wzrost komórek Cmm. Ekstrakty uzyskane
ze �cian komórkowych odpornych na patogeny bakte-
ryjne odmian papryki hamowa³y rozwój Cmm, a sku-
teczno�æ waha³a siê od 61% do 87%, w zale¿no�ci
od odmiany [60].

7. Podsumowanie

Mimo licznych prowadzonych w wielu krajach
badañ bakterie z gatunku Clavibacter michiganensis
ci¹gle stanowi¹ bardzo powa¿ne zagro¿enie dla ro�lin
ziemniaka i pomidora. Zakoñczenie sekwencjonowania
genomu Cmm (AM711867) oraz Cms (AM849034)
oraz analiza uzyskanych wyników powinny dostar-
czyæ informacji o genach warunkuj¹cych biosyntezê
czynników determinuj¹cych wirulencjê oraz zaan-
ga¿owanych w interakcjê patogen � ro�lina [5, 26].
Z ca³¹ pewno�ci¹ wyniki tych badañ dostarcz¹ infor-
macji o ró¿nicach sekwencji DNA w obrêbie genomu
bakterii obydwu omawianych podgatunków. Tym
samym pojawiaj¹ siê nowe mo¿liwo�ci opracowania
skutecznych metod wykrywania, identyfikacji i zwal-
czania tych patogenów. Uzyskana wiedza mo¿e tak¿e
doprowadziæ do opracowania metod prowadz¹cych do
uzyskania ro�lin odpornych na infekcje wywo³ywane
przez Cmm i Cms.
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