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Wprowadzenie i cel badan

Bakteryjna kanciasta plamistos¢ to jedna z grozniejszych chorob w uprawie polowej ogorka, a jej sprawcg sg bakterie
nalezgce do gatunku Pseudomonas syringae. W Polsce choroba ta powoduje gtdwnie uszkodzenia lisci, co sprzyja wtornemu
porazeniu rodlin przez maczniaka rzekomego, prowadzac do strat plonéw. Zrédtem pierwotnych infekcji sa resztki porazonych
roslin i nasiona, a nasileniu choroby sprzyja duza wilgotnos¢ powietrza.

Celem badan byto ocena kolekcji szczepodw Pseudomonas syringae patogenicznych dla ogérka pod wzgledem stopnia
wirulencji i zréznicowania genetycznego.

Badania realizowano w ramach dziatania naukowego MINIATURA 3 numer 2019/03/X/NZ9/00890.
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Fig. 1. Objawy kanciastej plamistosci na roslinach odpornej linii Gy14 (z lewej) i podatnej linii B10 (z prawej).



Kolekcja 30 szczepow P. syringae

szczepy wyizolowane z lisci roslin ogorka gruntowego rosngcego
w Polsce (4 szczepy)

szczepy pozyskane z europejskich bankéw patogendw

(26 szczepow) CCM2858 W385
DSI-2.5 DSI-3.3

Testy patogenicznosci na roslinach ogorka

- inokulum OD,,,= 0,05

- oprysk na roslinach w fazie 2-3 lisci

- wykonano dwa niezalezne testy w warunkach fitotronowych

- podczas kazdego testu oceniano po 24 rosliny dla kazdego szczepu CCM2857
(4 powt. — po 6 roslin na powtdrzenie) DSI-3.9

- 9-stopniowa ocena objawow i DSI (disease severity index)
po 7 dniach od inokulacji

Wyniki
Pod v.vzgle;dem sto.pnla nasilenia objawoyv tes’Fovyane §zczepy B121/11 837/09 3108/11
podzielono na dwie grupy, charakteryzujgce sie srednim DSI-4.7 DSI-5.6 DSI-5.3

(DSI 4.5-6.0) i wysokim stopniem wirulencji (DSI<4.5) (Fig. 2).

Fig. 2. Objawy kanciastej plamistosci na roslinach podatnej linii B10 po 7 dniach
od inokulacji spowodowane przez wybrane szczepy P. syringae.



Analiza loci MLST

7 loci: acn, cts, gapA, gyrB, pgi, pfk, rooD

przyrownanie sekwencji MLST do genomoéw P. syringe dostepnych

w bazach NCBI, JGI, Pseudomonas DB i ustalenie przynaleznosci gatunkowej
i patowarowej szczepow

filogenetyka bayesowska

Wyniki

Przyrownujac sekwencje MLST do genomow P. syringae dostepnych

w bazach stwierdzono, ze 15 szczepow wykazuje podobienstwo

do pv. lachrymans (grupa filogenetyczna 3), 12 do pv. syringae (grupa
filogenetyczna 2), a trzy szczepy do innych patowardéw nalezgcych

do grupy filogenetycznej 1. Wszystkie szczepy wyizolowane z lisci ogorka
gruntowego rosngcego w Polsce wykazaty najwieksze podobienstwo

do szczepdw pv. syringae (Fot. 3).

Sekwencjonowanie de novo wybranych genomoéw

wybrano 10 reprezentatywnych genomoéw (8 szczepow nalezgcych do

pv. lachrymans, 2 szczepy nalezgce do pv. syringae)

sekwencjonowanie hybrydowe genomow

sktadanie de novo odczytow pochodzgcych z Oxford NanoPore MiniON
ztozone sekwencje skorygowano odczytami lllumina Miseq (Unicycler 0.4.7,
Canu 1.7)

charakterystyka wybranych rejondw réznicujgcych badane szczepy

(analiza bioinformatyczna — CLC Genomics, weryfikacja rejondw — PCR)
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Fot.3. Zréznicowanie genetyczne kolekcji szczepow P. syringae — analiza
bayesowska. W analizie uwzgledniono rowniez sekwencje innych szczepow
wiasnych i sekwencje genomow dostepnych w publicznych bazach danych.



Tab. 1. Podstawowe parametry ztozenia 10 zsekwencjonowanych genomow szczepdw P. syringae. ®
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Status L. kontigéw L.
Wielkos¢ kontigu 22 2% 9 L
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4 Psl W386 6 091 058 kompletny 6091 058 58,15 8 (7) 6020 z wybranymi parami FtsY
5 Psl W387 5 588 704 kompletny 5583 704 58,25 7 (4) 6012 starteréw specyficznymi ’fgpi syrB
500p
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Fig. 4. Heatmapa podobienstwa genetycznego szczepdw P. syringae utworzona
w oparciu o analize ANI catych genomoéw. W analizie uwzgledniono rédwniez genomy
dostepne w publicznych bazach danych.

3)

plamistosci na ogorku, natomiast szczepy pv. lachrymans

z PG3, ktére powodujg typowe objawy kanciastej plamistosci
na ogorku sg dos¢ jednolite genetycznie (Fig. 4).
Zidentyfikowano réznice miedzy patowarami lachrymas

i syringae, a wyniki zweryfikowano laboratoryjnie, dzieki
czemu wytypowano kilka loci, ktére mogg byc¢ przydatne

w diagnostyce P. syringae (Fig. 5).



