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Z pogranicza zamartych 1 zdrowych fragmentow pedow lisciowych
wykonano izolacje na pozywke NAS (nutrient agar z 5% sacharoza) a nast¢pnie
sposrod wyrostych kolonii wyosobniono 18 1zolatow bakterii.

Alokazja amazonska — zdrowa roslina

Na mtodych roslinach alokazji (odm. Dwarf), importowanych z
Chin obserwowano objawy chorobowe w postaci bezowych,
nekrotycznych, uwodnionych plam, zlokalizowanych u
podstawy pedow lisciowych.
Rozprzestrzeniaty si¢ one w kierunku blaszek lisciowych,
powodujgc ich maceracje a nast¢pnie zamieranie catych roslin. pedow lisciowych

Objawy rozpoczynaty si¢
od maceracji podstawy

Z.amarla roslina
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Testy patogenicznosci

W kolejnym etapie podjeto badanie zdolnosci wyosobnionych
18 bakterii do maceracji tkanek bulw ziemniaka oraz wywotania
reakcji nadwrazliwosci na tytoniu (HR).

Dziesie¢ 1zolatow posiadato obie cechy (I grupa), jeden
powodowato tylko reakcje HR (II grupa), a pozostale siedem nie
miato zadnej z tych zdolnosci.

— Wynik reakcji nadwrazliwosci
po wprowadzeniu zawiesin bakterii
do mezofilu liscia tytoniu.

Rozktad tkanek ziemniaka w tescie plastrowym.
Z lewej kontrola (wyschnieta powierzchnia plastra ziemniaka).
Z prawej izolat AL1a (powierzchnia uwodniona - nastepstwo rozktadu tkanek).

Test patogenicznosci na odcietych ogonkach lisciowych |1 liSciach alokazji przeprowadzono z izolatami ALla 1 ALS,
nalezacymi do I grupy izolatow, uzyskujac objawy chorobowe obserwowane wczes$niej na chorych roslinach.

Z porazonych tkanek reizolowano bakterie o tej samej morfologii, co uzyte do inokulacji.

Odcigte liscie umieszczano na wilgotnej bibule
w szalkach Petriego, a nastepnie wykonywano
zranienie sterylng iglg na ktore wprowadzano wode
destylowana (kontrola) lub zawiesine bakterii [108 jtk/ml]

Konce fragmentow ogonkow lisciowych zanurzano w sterylne;
wodzie destylowanej (kontrola) lub w zawiesinie bakterii [108 jtk/ml],
a nastepnie umieszczano w probowkach w warunkach wysokiej wilgotnosci.

__ Miejsce
Inokulacji

|zolat AL8
(48 godz.)

Izolat ALla
po 48 godz.

Izolat AL la
po 48 godz.

Kontrola Kontrola
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\ ldentyfikacja bakterii \

Patogeniczne izolaty identyfikowano na podstawie analizy sekwencji 16S rRNA.

Dziesig¢ izolatow, w tym AL1la i AL8, zaklasyfikowano do rodzaju Pectobacterium spp., a jeden (AL5b) jako Pseudomonas protegens.
Dla izolatéw Pectobacterium, sekwencjonowano geny acnA i proA i ich potaczone sekwencje uzyto do analizy filogenetyczne;j

z sekwencjami szczepow typowych innych gatunkéow Pectobacterium.

Alla
100

98 || AL8

** |l pectobacterium aroidearum SCR11097

Pectobacterium colocasium U1T

Y
—

Pectobacterium betavasculorum NCPPB 27957

28

7 { f f T
Pectobacterium zantedeschiae 9M

—— Pectobacterium fontis M0227

- Pectobacterium aguaticum A212-5S19-A167

- Drzewo maximum likelihood przedstawiajgce stopien pokrewienstwa
filogenetycznego pomiedzy szczepami ALla oraz AL8 i szczepami typowymi innych
gatunkoéw Pectobacterium. Analiza wykonana w oparciu o potgczone sekwencje
dwodch gendw metabolizmu podstawowego acnA oraz proA. Podane wartosci
liczbowe przy weztach oznaczajg wspdtczynnik poparcia — bootstrap (wyrazone jako
procent z 500 powtdrzen). Skala umieszczona w lewym dolnym rogu oznacza

— dtugosé gatezi odpowiadajgca 0,1 podstawienia nukleotydowego na jedng zasade
010 porownywanych sekwencji

“ Pectobacterium quasiaguaticum A477-51-1177

- Pectobacterium actinidicge KKH3T

Erwinia amylovora ACW56400"

Podsumowanie: Pierwszy raz wykazano aby bakterie z gatunku Pectobacterium aroidearum i Pseudomonas protegens byly czynnikiem sprawczym miekkiej zgnilizny alokazji
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