PROGRESS IN PLANT PROTECTION DOI: 10.14199/ppp-2015-049
Published online: 16.04.2015

ISSN 1427-4337

Received: 07.07.2014 / Accepted: 05.03.2015

Occurrence of the pathogenic bacteria Pantoea agglomerans
in soybean cultivation

Wystepowanie bakterii fitopatogenicznej Pantoea agglomerans
W uprawie soi

Wotodymyr Patyka', Tetiana Gnatiuk’, Natalia Zhytkevych?,
Antonina Kalinichenko®*, Krzysztof Fraczek®

Summary

The results of monitoring of soybean crops in Ukraine revealed the occurrence of numerous pathogens. Along with the typical
and common bacterial diseases of soybean, the facultative plant pathogen Pantoea agglomerans is becoming more active. In some
years the pathogen is widespread and damaging, whereas in the others its development was restrained.
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Streszczenie

Monitorowanie wystepowania choréb bakteryjnych w uprawach soi na Ukrainie wykazato réznorodny sktad gatunkowy czynnikéw
chorobotwdrczych. Stwierdzono, ze wraz z typowymi i powszechnymi chorobami bakteryjnymi soi aktywizuje sie fakultatywny
fitopatogen Pantoea agglomerans. W niektorych latach patogen wystepuje powszechnie i powoduje znaczace straty, w innych latach
jego rozwdj jest ograniczony.

Stowa kluczowe: Pantoea agglomerans; fitopatogen; monitoring; wiasciwosci biologiczne
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Wstep / Introduction

Rozprzestrzenianie chordb bakteryjnych soi zalezy od
czynnikow klimatycznych i rolno-ekologicznych (Gerhardt
1983). Z badan prowadzonych w ostatnich dziesigcio-
leciach fitopatolodzy wyciagaja wniosek, ze w rolnictwie
Ukrainy choroby wywolywane przez bakterie sg rownie
wazne jak choroby powodowane przez grzyby (Gorlenko
1966), a nawet w niektorych przypadkach przekraczaja
poziom ich wystgpowania. Jednoczesnie zaobserwowano
wzrost porazenia ro$lin patogenami bakteryjnymi zaréwno
przez polifagi, jak i monofagi. W tym samym czasie
odnotowano wzrost poziomu agresywnosci mikro-
organizméw, ktére wczesniej byly uznawane za fakulta-
tywnie patogeniczne dla roslin (Dankevich i wsp. 2010).
Jednym z takich patogendw jest Pantoea agglomerans,
ktéry w ciagu catego okresu wegetacji jest czeScig meta-
genomu populacji rodzimej mikroflory ro$lin, zwlaszcza
bakterii chorobotwdrczych. W niektorych przypadkach
moze powodowaé porazenie lodygi i ogonkéw: soi, fasoli,
grochu i innych roélin straczkowych. P. ag-glomerans jest
tez stalym sktadnikiem ryzosferowe;j, epifitycznej i endo-
fitycznej mikroflory ro$lin (Gerhardt 1983; Zhytkevych
i Zhmurko 2005). Zasugerowano, ze wszystkie zoltopig-
mentowe objawy bakteriozy roslin uprawnych pochodza
od P. agglomerans, co moze by¢ spowodowane stopnio-
wym przystosowaniem si¢ jej do pasozytnictwa (Zhytke-
vych i wsp. 2009).

P. agglomerans moze tez wptywac na proces zakazenia
spowodowany innym fitopatogenem, powodujac wowczas
ograniczenie objawow chorobowych wywotanych przez
tego patogena (Gerhardt 1983). Wyniki badan sa zbiezne
z danymi dotyczacymi skutkéw konkurencji miedzy P. ag-
glomerans 1 czynnikami glownych bakterioz soi (Zhyt-
kevych i Zhmurko 2005). W 2003 roku na Ukrainie (ob-
wod Kijowski) zaobserwowano masowe porazenie lodyg
spowodowane przez tego fakultatywnego patogena.

Celem pracy bylo monitorowanie porazenia upraw soi
na Ukrainie przez P. agglomerans oraz zbadanie jego
wiasciwosci biologicznych.

Materialy i metody / Materials and methods

Monitorowanie wystepowania i rozprzestrzeniania si¢
chordb porazajacych todygi soi prowadzono przez okres
10 lat (2003-2013) na polach doswiadczalnych oraz
w uprawach produkcyjnych. Do$wiadczenia prowadzono
w regionach: Kijowskim, Winnickim, Czerkaskim, Ro-
wienskim i Chersonskim. Badanie roslin soi oraz izolacje
patogenu P. agglomerans przeprowadzono w fazie od
kietkowania do kwitnienia oraz podczas wypetniania i doj-
rzewania nasion. Analiz¢ porazenia roslin soi wykonano
w warunkach terenowych metoda liniowa. Linie wyzna-
czono prostopadle do krawedzi pola; linia zaczynata si¢
15 metrow od krawedzi pola. W punktach badawczych (od
3-5) oceniano populacje patogenow wystepujaca na
réznych czgsciach roélin lub istnienie objawdéw choroby
(Iwanow 2001).

W doswiadczeniach dotyczacych patogenicznosci
P. agglomerans obiektem byly izolaty bakteryjne
(185 szczepow) wyizolowane z uszkodzonych tkanek soi
pochodzacych z do$wiadczen i upraw produkcyjnych.
Wytypowano pedy roslin z objawami uszkodzen bakteryj-
nych, ktdre nastepnie poddano analizie bakteriologiczne;.

Wiasciwosci chorobotworcze wybranych izolatow bak-
teryjnych okreslono w warunkach terenowych. W dos-
wiadczeniu zastosowano cztery powtdrzenia. Sztuczne
zakazenie ro$lin soi (5 roslin dla kazdego izolatu) prze-
prowadzono wstrzykujac bakteryjna zawiesing komorek
w ich lodygi i liscie. Ggsto$¢ zawiesiny wynosita
1 x 10° jtk/em’. Na kazdej roslinie iniekcjami zaszczepio-
no trzy poziomy lisci w czterech powtoérzeniach na kazdym
lisciu, jak réwniez todygi i nasiona. Grupa kontrolng byto
5 roslin soi, ktére zaszczepiono sterylng woda. Odczyt
zakazenia sztucznego wykonano po 10-14 dniach w skali
5-punktowej (Patyka i wsp. 2007).

W badaniu wlasciwoséci biologicznych jako gatunki
testowe wykorzystano 5 szczepdw P. agglomerans (tab. 1)
oraz Xanthomonas axonopodis pv. glicynes (3 szczepy),
uzyskane z kolekcji kultur mikroorganizméw z Dzialu

Tabela 1. Kolekcyjne szczepy P. agglomerans wykorzystane w badaniach

Table 1. Strains of P. agglomerans — used in the study

Izolat Pantoea agglomerans
Isolate of Pantoea agglomerans

Pochodzenie szczepu — Origin of strain

kraj pochodzenia,
roslina-gospodarz
country of origin host-plant

kolekcja
collection

P. agglomerans 8490

Szkocja, owies — Scotland, oat

Wyadziat fitopatogenicznych bakterii IMW PANU
Department of phytopathogenic bacteria IMVNASU

P. agglomerans 7695

Ukraina, fasola — Ukraine, beans

Wydzial fitopatogenicznych bakterii IMW PANU
Department of phytopathogenic bacteria IMVNASU

P. agglomerans 8456

Rumunia, fasola — Romania, beans

Wyadziat fitopatogenicznych bakterii IMW PANU
Department of phytopathogenic bacteria IMVNASU

P. agglomerans 8508

Potudniowa Afryka, mango — South
Africa, mango

Wydzial fitopatogenicznych bakterii IMW PANU
Department of phytopathogenic bacteria IMVNASU

P. agglomerans UKM V-1089'

Belgia, owies — Belgium, oat

Ukrainska Kolekcja Mikroorganizmow (typowy szczep)
Ukrainian colection of microorganisms (typical strain)
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Fitopatogenicznych Bakterii Instytutu Mikrobiologii i Wi-
rusologii im. D.K. Zabolotnogo Panstwowej Akademii
Nauk Ukrainy (IMW PANU) (D.K. Zabolotny Institute of
Microbiology and Virology of the National Academy of
Science of Ukraine — IMVNASU).

Cechy morfologiczne, fizjologiczne i biochemiczne
wyizolowanych izolatéw bakterii badano metodami opisa-
nymi w pracach Klementa (1963) i Gerhardta (1983).
Aktywnos$¢ oksydazy okreslono wedhug Kovacsa (1956).
Identyfikacje wyizolowanych bakterii przeprowadzono
przez poréwnanie ich wlasciwosci z charakterystyka
kolekcyjnych szczepow P. agglomerans (BSMB 2005).

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Objawy choroby przejawiajace si¢ porazeniem todyg
u soi w fazie kwitnienia roslin (do 60% roslin na polach)
zaobserwowano po raz pierwszy w kilku regionach
Ukrainy w roku 2003 (rys. 1). Z tego powodu zdecy-
dowano si¢ na przeprowadzenie systematycznych badan
w wielu doswiadczalnych i produkecyjnych uprawach soi
potozonych w strefie laso-stepowej, w celu identyfikacji
patogenu P. agglomerans oraz miejsca jego rozprzestrze-
niania si¢ wérdd innych patogendéw bakteryjnych soi jako
czynnika chorobotworczego.

Z uszkodzonych tkanek réznych odmian soi izolowano
czyste kultury bakterii, nastgpnie badano ich wlasciwosci
chorobotworcze (tab. 2). Stwierdzono, ze wystgpujace
u nich cechy morfologiczne byly typowe dla gatun-
ku P. agglomerans, a mianowicie: Gram-ujemne, ruchliwe,
asporogeniczne pateczki tworzace zolte, lekko wypukte,
polprzezroczyste, btyszczace kolonie o gladkiej po-
wierzchni. Wykazano, ze zarowno kolekcyjne, jak i wyizo-
lowane w doswiadczeniu wirulentne szczepy okazaly sig¢

60

wysoko 1 $rednio agresywne dla soi. Izolaty P. agglo-
merans porazaty liScie i nasiona soi, a wickszo§¢ wyizo-
lowanych szczepdw nie tracila swojej wirulentnosci nawet
po dluzszym ich przechowywaniu (tab. 2).

Wykazano rowniez, ze badane szczepy nie sg zdolne do
wytworzenia siarkowodoru, indolu, oksydazy i azotanow,
lecz koaguluja mleko, rozcienczaja zelatyne i tworza
alkalia na lakmusowej serwatce. Wytypowane przez auto-
row niniejszej publikacji szczepy bakteryjne, jak i kolek-
cyjne, wykorzystywaly jako jedyne zrdédlo pozywienia
szereg alkoholi i cukréw, z wylaczeniem laktozy
(tab. 3). W przeciwienstwie do gldwnego patogenu, jakim
jest X. axonopodis pv. glycines, bakteria P. agglomerans
fermentuje w warunkach anaerobowych glukoze do
kwasow. Jest rowniez wysoko aktywna podczas wzrostu
na podtozach diagnostycznych, z wylaczeniem laktozy, co
jest charakterystyczne dla rodziny Enterobacteriaceae.
Przeprowadzona analiza wykazata, ze na podstawie
stwierdzonych wlasciwosci morfologiczno-kulturowych
i biochemicznych, nowo wyizolowane szczepy sg typo-
wymi przedstawicielami gatunku P. agglomerans.

Obecnie w diagnostyce mikrobiologicznej sktad kwa-
sow thiszczowych lipidow komoérkowych uwazany jest za
wazng chemotaksonomiczng wilasciwos¢ przy rodzajowej
i gatunkowej identyfikacji drobnoustrojow. Stwierdzono
znaczng zmienno$§¢ skladu ilosciowego, a w niektorych
przypadkach i sktadu jakosciowego kwaséow thiszczowych
lipidow komoérkowych, nowo izolowanych i kolekcyjnych
szczepOw P. agglomerans, co moze wskazywaé ze ten test
nie pozwala na skuteczng chemotaksonomiczng identyfi-
kacje gatunkowa (BMSB 2005; Petrychenko i wsp. 2013).
Dlatego okreSlenie przynaleznosci izolatow Dbakterii
P. agglomerans do gatunku, powinno by¢ identyfikowane
za pomoca zestawu innych cech genotypowych (Hvozdyak
i wsp. 2011; Petrychenko i wsp. 2013).
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Rys. 1. Porazenie roslin soi przez P. agglomerans w latach 2003-2013
Fig. 1. Infection of soybean crops by P. agglomerans in 2003-2013
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Tabela 2. Wirulentne wilasciwosci wyizolowanych szczepdw izolatow gatunku P. agglomerans przy sztucznej inokulacji odmiany soi
Kijowska-27
Table 2. Virulent properties of isolated strains type P. agglomerans during artificial inoculation of soybean variety Kyivska-27

Tzolaty - Tsolates Inokulacja — inoculation
fodyga — stem liscie — leaves nasiona — seeds
2003
15 szczepow — 15 strains 34 - -
14 szczepdw — 14 strains 3 + 2
18 szczepodw — 18 strains 34 2 2-3
20062007
12 szczepow — 12 strains 3-4 + +
2008-2009
12 szczepdw — 12 strains 3-4 - -
10 szczepoéw — 10 strains 3-4 + +
27 szczepow — 27 strains 34 2+ 2-3
2010
25 szczepOw — 25 strains 3-4 2 2
17 szczepow — 17 strains 3-4 2 2-3
20112012
12 szczepow — 12 strains 3-4 2 2
8 szczepow — 8 strains 3-4 + +
2013
15 szczepoéw — 15 strains 3-4 + 2

Ocena agresywnosci przedstawiona w 5-punktowej skali (0:4), 0 — brak infekcji, 4 — porazenie najwigksze
The evaluation of the aggressiveness presented in a S5-point scale (0:4), 0 — no infection, all plants disease free, 4 — severe plant infection

Tabela 3. Fizjologiczno-morfologiczne i biochemiczne wiasciwosci izolatow P. agglomerans
Table 3. Physiological, morphological and biochemical properties of the isolates of P. agglomerans

Izolaty — Isolates
Wiasciwosci fizjologiczno-biochemiczne kolekcyjne szczepy B-10897, 8490, szczepy X. axonopodis pv.
Physiological and biochemical properties 7695, 8456, 8508 1 szczepy typu P. agglomerans glycines 3, 8562, 9075
collection strains B-1089", 8490, 7695, 8456, 8508 | strains X. axonopodis pv. glycines
and strains type P. agglomerans 3,8562,9075

1 2 3
Ruchliwo$¢ — Motylity + +
Barwienie metodg Grama — Gamma - -
staining
Oksydaza — Oxidase - -
Redukcja mitratow — Nitrates reduction - —
Lakmusowa syrow — Lit mus test A K
Wykorzystanie mleka — Milk use Z Z/P
Powstawanie H,S — Formation of H,S - +
Hydroliza zelatyny — Hydrolysis of gelatin + -
Wykorzystanie: — Use of:
Glukozy w warunkach tlenowych K —/+
Glucose in anaerobic conditions
Glukozy w warunkach beztlenowych K -
Glucose in aerobic conditions
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1 2 3
Sacharozy — Saccharose K
Laktozy — Lactose - K
Maltozy — Maltose K K
Ramnozy — Ramnose K -
Galaktozy — Galactose K —/K
Arabinozy — Arabinose K K
Ksylozy — Xylosis K K
Mannitol — Mannitol K -/K
Dulcitol — Dulcitol - -
Pigment — Pigment z0tty — yellow 70ty — yellow

— brak oznak, P — peptonizacja, Z — krzepnigcie, K — powstanie kwasu, A — powstanie alkalia
— no signs, P — peptonization, Z — coagulation, K — acid formation, A — creation of alkali

Przeprowadzona w niniejszej pracy systematyczna kon-
trola postepu procesu zakazenia podczas okresu wegetacji
pozwolita na okreslenie ogdlnych wzorcow rozprzestrze-
niania si¢ patogenu porazajacego fodygi soi w zaleznosci
od fazy rozwoju rosliny. Stwierdzono, ze w okresie do
kwitnienia, na ogonkach, zytkach lisci i todyg wystegpo-
waly na badanych roslinach brazowe lub czarne podiuzne
plamy i krotkie smugi. W fazie kwitnienia, formowania si¢
stragkéw 1 poczatku wypelnienia nasion obserwowano na
dolnej czgsci todygi czerwonobrazowe, fioletowe, czasami
mokre, wydluzone plamy i paski, natomiast od poczatku
nalewania ziarna do konca dojrzewania powszechnie
wystepowaly nekrotyczne, podluzne, czarnobrazowe paski
na calej todydze.

P. agglomerans porazal glownie todygi roslin. Inten-
sywne porazenie roslin soi przez P. agglomerans bywa
opdznione przez rozwdj populacji innych, wysoko szkodli-
wych patogendéw bakteriozy soi (Gerhardt 1983), co moze
by¢ wykorzystywane do biokontroli (Vanneste i Beer
1992; Volksch i wsp. 1996).

Podczas wczesnych etapdw rozwoju procesow
zakazenia soi najbardziej rozpowszechnione sg patogeny
bakteriozy soi: P. savastanoi pv. glycinea (katowa pla-
mistos$¢), X. axonopodis pv. glycines (bakterioza pustutko-
wa) oraz P. agglomerans wywolujace bardzo podobne
objawy chorobowe, tj. bardzo drobne, czarnobragzowe
plamy 1 suche, bragzowoczekoladowe lub czerwonawe
kroétkie przebarwienia (3—4 mm) (Shkalykov i wsp. 2004).
W pewnych fazach rozwoju choroby pojawia si¢ wiele
podobnych objawow porazenia pochodzacych od rdéznych
patogenoéw. W naturalnych warunkach, w niektoérych przy-
padkach, objawy choroby mogg by¢ maskowane dziata-
niem czynnikow biotycznych i abiotycznych.
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