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Perspectives on the use of bacteria in the protection of apple

and pear against fire blight (Erwinia amylovora)

Perspektywy zastosowania bakterii w ochronie jabtoni i grusz

przed zarazg ogniowg (Erwinia amylovora)

Artur Mikicinski, Piotr Sobiczewski*

Summary

Protection of plants against fire blight (FB) caused by Erwinia amylovora includes the integration of various methods aimed at pre-
venting their infection and elimination of FB disease. Copper containing plant protection products are the only compounds registered
in Poland. However, various limitations associated with use of these pesticides increased interest in application of alternative methods,
including antagonistic bacteria, which occur in natural conditions and have ability to protect plants from FB. The studies in various
countries have demonstrated that the species Pantoea agglomerans and Pseudomonas fluorescens, as well as Bacillus subtilis and Lac-
tobacillus plantarum are the most effective. The commercialy available bioproducts are based on the first three species. They are mainly
used in apple and pear production at blooming period and in programs integrated with chemical pesticides. The results of the research
conducted in Poland provide the basis for the development of a biopreparat containing one of the two prospective strains: 48M (Pantoea
agglomerans) and 59M (Pseudomonas protegens).
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Streszczenie

Ochrona roslin przed zaraza ogniowa obejmuje integracje réznych metod ukierunkowanych na zapobieganie ich porazeniu oraz wy-
niszczanie choroby. Spos$réd chemicznych srodkéw ochrony roslin do walki z zarazg zarejestrowane sg w Polsce prawie wyfacznie prepara-
ty miedziowe. Jednak rézne ograniczenia zwigzane z ich stosowaniem spowodowaty wzrost zainteresowania metodami alternatywnymi,
w tym metodq biologiczng z wykorzystaniem bakterii. Stwierdzono, ze w warunkach naturalnych wystepuja bakterie dziatajagce antago-
nistycznie wobec sprawcy zarazy ogniowej oraz majgce zdolnosci ochrony roslin przed chorobg. Badania prowadzone w réznych krajach
wykazaty, ze najbardziej skuteczne sg bakterie gatunkéw Pantoea agglomerans i Pseudomonas fluorescens, a takze Bacillus subtilis i Lac-
tobacillus plantarum. Na bazie wyselekcjonowanych szczepdw trzech pierwszych z wymienionych gatunkdw produkuje sie biopreparaty.
S3 one stosowane gtéwnie w okresie kwitnienia jabtoni i grusz, a takze w programach integrowanych ze srodkami chemicznymi. Wyniki
badan przeprowadzonych w Polsce daja podstawe do opracowania biopreparatu, ktérego sktadnikiem czynnym moze by¢ jeden z dwdch
perspektywicznych szczepow: 48M (Pantoea agglomerans) i 59M (Pseudomonas protegens).

Stowa kluczowe: jabton; grusza; zaraza ogniowa; biologiczna ochrona; skutecznosc

Instytut Ogrodnictwa
Konstytucji 3 Maja 1/3, 96-100 Skierniewice
*corresponding author: piotr.sobiczewski@inhort.pl

The Polish Society of Plant Protection
The Institute of Plant Protection — National Research Institute



Progress in Plant Protection 58 (1) 2018

69

Wstep / Introduction

Zaraza ogniowa nalezy do najbardziej szkodliwych cho-
rob jabloni i grusz. W Polsce wystepuje od ponad 50 lat
i corocznie wyrzadza szkody o znaczeniu gospodarczym,
zwlaszcza w sadach. Dotychczas zostata wykryta w prawie
wszystkich rejonach uprawy ro$lin sadowniczych. Wielolet-
nie obserwacje wskazuja jednak na znacza nieregularnosc¢
wystgpowania choroby, i to zardowno w aspekcie jej nasile-
nia w rejonach, w ktdrych jest notowana od lat, jak i niespo-
dziewanego pojawu w rejonach, w ktorych nigdy nie byta
wykrywana. Zmienno$¢ wystepowania zarazy ogniowej
wigze si¢ glownie z przebiegiem warunkoéw atmosferycz-
nych decydujacych o przezywalno$ci jej sprawcy — bak-
terii Erwinia amylovora, w porazonych organach roslin-
-gospodarzy, ktorych zakres jest szeroki i obejmuje ponad
130 gatunkow, gtdwnie z rodziny rozowatych. W Polsce,
obok jabloni (Malus) i gruszy (Pyrus), porazane s3: gltog
(Crataegus), pigwa (Cydonia), pigwowiec (Chaenomeles),
ognik (Pyracantha), irga (Cotoneaster), jarzab (Sorbus)
i swidosliwa (Amelanchier).

Ochrona roslin przed zaraza ogniowa, ukierunkowana
zardwno na zapobieganie ich porazeniu, jak i zwalczanie
choroby, obejmuje wykorzystanie metod: chemicznej, agro-
technicznej, mechanicznej, biologicznej, hodowlanej i kwa-
rantannowej. Ze wzgledu na to, ze zadna z tych metod nie
jest w pelni skuteczna duza uwagg zwraca si¢ na ich odpo-
wiednig integracje. Ponadto, wedlug przepiséw obowigzu-
jacych w Unii Europejskiej, bakteria E. amylovora ma sta-
tus organizmu kwarantannowego, gdy wystapi na materiale
rozmnozeniowym okre$lonych gatunkow roélin (Dyrek-
tywa 2000/29/EC). Wskazuje to na ustawowy obowigzek
zwalczania zarazy ogniowej w szkdtkach, matecznikach,
zraznikach, a takze na roslinach-gospodarzach rosnacych
w bezposrednim sasiedztwie tych upraw oraz w tzw. stre-
fach buforowych i chronionych.

Podstawowym elementem programu integrowanej och-
rony roslin przed zaraza ogniowa sa lustracje. Porazone
czeéei lub nawet cate drzewa czy krzewy powinny by¢ jak
najszybciej usuwane. W rejonach zagrozonych zaleca si¢
opryskiwania preparatami miedziowymi, ktore sa jedynymi
chemicznymi $rodkami ochrony roslin zarejestrowanymi
w naszym kraju przeciwko chorobie. Maja one do$¢ dobre
dziatanie zapobiegawcze, ale nie lecza roslin juz porazo-
nych. Moga takze powodowa¢ dziatanie uboczne w postaci
ordzawien li§ci i owocow, zwlaszcza jabloni. Ochrone ja-
btoni i grusz przed zaraza ogniowa moga wspomoc srodki
indukujace odpornosc.

Niewielki asortyment chemicznych $rodkéw ochrony
ro$lin przeciwko chorobie oraz rézne ograniczenia zwigza-
ne z ich stosowaniem spowodowaly wzrost zainteresowa-
nia metodami alternatywnymi, w tym metoda biologiczng
z wykorzystaniem bakterii. Pierwsze prace poswiccone
bakteriom antagonistycznym wobec E. amylovora zosta-

ly podjete w Stanach Zjednoczonych, niejako przy okazji,
w ramach badan nad etiologig nekroz i zgorzeli wystepuja-
cych na jabtoniach i gruszach. W wyniku izolacji na pozyw-
ki mikrobiologiczne stwierdzono wowczas, ze obok bakterii
patogenicznych powodujacych nekrozy i zgorzele wystgpu-
ja rowniez inne bakterie, a niektore z nich mialy zdolnos¢
silnego ograniczania wzrostu E. amylovora. Obecno$¢ tych
bakterii wykazano nawet wowczas, gdy patogen zamart
w chorej tkance. Pionierskie badania ukierunkowane na za-
stosowanie bakterii do ochrony jabtoni przed zaraza ognio-
wa w sadach przeprowadzono w latach 1928—1931, réwniez
w Stanach Zjednoczonych (Parker 1936). Bakterie wyosob-
niano ze $rodowiska roslin, a ich selekcje oparto na wyni-
kach oceny zdolno$ci do ograniczania wzrostu E. amylovora
na pozywce agarowej. Wybrane izolaty testowano nastep-
nie na drzewach jabtoni w okresie kwitnienia opryskujac
je wodna zawiesing potencjalnych antagonistow, a nastep-
nie zakazajac w ten sam sposdb patogenem. Stwierdzono
znaczne ograniczenie porazenia kwiatow w poréwnaniu
z kombinacja kontrolna, w ktorej drzewa przed zakazaniem
opryskiwano tylko woda. W pozniejszych latach Stessel
1 wsp. (1953) przeprowadzili szerokie badania przesiewowe
testujac okoto 70 000 izolatow bakterii pozyskanych z gle-
by. Ich celem byla ocena inhibicyjnej aktywnosci nie tylko
wobec E. amylovora, ale takze innych bakterii patogenicz-
nych dla roslin. Trzy sposrod nich wyréznity si¢ skuteczno-
$cig przeciwko sprawcy zarazy ogniowe;j.

Bakterie gatunku Pantoea agglomerans | Bacteria
of the species Pantoea agglomerans

Prace nad poszukiwaniem skutecznych bakterii prze-
ciwko zarazie ogniowej, kontynuowane w Stanach Zjed-
noczonych wykazaty, ze w zgorzelach powodowanych
przez chorobe na jabloniach i gruszach czesto wystepowaty
niepatogeniczne bakterie, tworzace zo6lto zabarwione ko-
lonie (Farabee i Lockwood 1958). Z utworzonej kolekcji
wyselekcjonowano 35 izolatow, ktére hamowaty wzrost
E. amylovora na agarze z ekstraktem drozdzowym powodu-
jac zakwaszenie tej pozywki. Bylo to pierwsze doniesienie
o mozliwym mechanizmie dziatania ,,z60ttych bakterii”
przeciwko E. amylovora. Uzyskane wyniki zainicjowaly
dyskusje skutkujaca podjeciem szerszych badah nad ich
rola w patogenezie zarazy ogniowej. Pomimo, ze wiele
cech fenotypowych tych bakterii bylo podobnych do tych
jak u E. amylovora, to jednak bardziej szczegdtowe badania
wykluczyly m.in. ich zdolnosci chorobotwoércze dla drzew
owocowych. Wykazano takze, ze ,,z6tte bakterie” miaty naj-
wigcej cech wspolnych z dwczesng jednostka systematycz-
ng — Bacterium herbicola, ktorej nazwe zmieniono pdzniej
na Erwinia herbicola (Dye 1964). Szczepy nalezace do tego
gatunku obejmowaly szeroka grupe bakterii wystgpujacych
w réznych $srodowiskach, podobnych do siebie pod wzgle-
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dem cech fenotypowych i genetycznych. W grupie bakterii
podobnych do E. herbicola znalazly si¢ rowniez patogeny
ludzi i zwierzat z gatunku Enterobacter agglomerans (Starr
1981). W oparciu o wyniki analiz obejmujacych podobien-
stwo DNA bakterii oraz ich elektroforetycznych wzorow
biatkowych, zaproponowano wlaczenie szczepow E. herbi-
cola 1 E. agglomerans do nowego gatunku Pantoea agglo-
merans (Gavini 1 wsp. 1989). W dalszej czesci przegladu
beda jednak stosowane takie nazwy bakterii, jakie wystgpo-
waly w oryginalnych pracach.

Wsrod prekursorskich badan nad biologiczna ochro-
ng jabtoni 1 grusz przed zaraza ogniowa na podkreslenie
zashuguja prace prowadzone pod kierunkiem profesora
E.J. Klosa na Uniwersytecie stanu Michigan w East Lansing.
Obok potwierdzenia, ze E. herbicola zasiedlajg te same ni-
sze co E. amylovora oraz, ze nie sa patogenami, zajeto sie
zagadnieniem ich wystgpowania w drewnie jednorocznych
i starszych pedow gruszy udowadniajac, ze czgsciej byly
obecne w tkankach mtodszych. E. herbicola wystgpowata
takze w duzych ilo§ciach na powierzchni lisci jabloni, cze-
re$ni i moreli, natomiast zdecydowanie w mniejszej liczeb-
nosci na lisciach gruszy. Odkrywczym byto stwierdzenie
obecnosci tych bakterii w okresie zimy w pakach réznych
odmian jabtoni, ale jednoczesnie ich braku w pakach mo-
reli, czere$ni, brzoskwini i gruszy (Riggle i Klos 1972).
W badaniach przeprowadzonych w warunkach szklarnio-
wych i w sadzie wykazano, ze opryskiwanie grusz w okre-
sie kwitnienia wodng zawiesing E. herbicola na 24 godziny
przed zakazeniem patogenem, spowodowalo istotne ogra-
niczenie nasilenia choroby na kwiatach. Wysuni¢to wnio-
sek, ze efekt ochronny mogt by¢ zwigzany z wytwarzaniem
przez antagoniste toksycznej substancji, albo tez moze za-
chodzi¢ wspotzawodnictwo z patogenem o pokarm.

Rozlegte badania nad zastosowaniem E. herbicola do
walki z zarazg ogniowa przeprowadzono w latach 80. ubie-
glego wieku pod kierunkiem prof. S.V. Beera na Uniwer-
sytecie Cornella, w stanie Nowy Jork (Beer i wsp. 1980;
Rundle i Beer 1987). Do wstgpnej oceny skuteczno$ci
izolatow opracowano test z wykorzystaniem zawigzkoéw
owocodw gruszy, dzigki czemu wyselekcjonowano bardzo
skuteczny szczep Eh252. Wprowadzenie zawiesiny tego
szczepu na kwiaty jabtoni na dzien przed lub trzy dni po in-
okulacji E. amylovora wykazato, ze odpowiednio 52 i 25%
kwiatow bylo zewnetrznie zdrowych. Podobna skuteczno$é
(52% kwiatow bez objawdw) odnotowano po zabiegu strep-
tomycyng. Jednocze$nie udowodniono, ze opryskiwania
zawiesing antagonisty o wyzszej koncentracji zwigkszaty
skuteczno$¢ zabiegu. Przeprowadzono takze badania nad
mechanizmem dziatania Eh252, jego przezywalno$cig na
kwiatach jabtoni w warunkach naturalnych oraz innymi
cechami zwigzanymi z antagonizmem wobec E. amylovo-
ra. W podsumowaniu sformutowano wniosek, ze ochrong
jabloni przed zaraza ogniowa z zastosowaniem E. herbi-
cola w okresie kwitnienia, mozna uzna¢ za nowa metode

zwalczania tej choroby, majaca perspektywe zastosowania
w praktyce (Beer i wsp. 1980). Jednak dalsze badania pro-
wadzone w warunkach polowych na skale produkcyjna, za-
rowno w Stanach Zjednoczonych, jak i Nowej Zelandii wy-
kazaty, ze Eh252 nie zawsze dawat zadowalajace wyniki.

Na szczegolng uwage zasluguje szczep C9-1 wyizolo-
wany ze zgorzeli na pniu jabtoni w stanie Michigan, poczat-
kowo zidentyfikowany jako E. herbicola, a nastepnie jako
P agglomerans. Jednak badania przeprowadzone w ostat-
nich latach, obejmujace m.in. sekwencjonowanie genu gyrB
tego szczepu oraz zastosowanie metody spektrofotometrii
masowej MALDI-TOF MS, wskazaly na konieczno$¢ prze-
klasyfikowania C9-1 i zaliczenia go do gatunku Pantoea
vagans (Rezzonico i wsp. 2010). Szczep ten wykazat wy-
soka skutecznos¢ przeciwko zarazie ogniowej w roznych
doswiadczeniach prowadzonych w warunkach polowych na
zachodnim wybrzezu Stanéw Zjednoczonych. Jedna z gtow-
nych jego zalet jest wysoka zdolno$¢ kolonizacji kwiatow
jabloni i grusz, a zwlaszcza znamienia stupka. Traktowanie
jabtoni i grusz zawiesing C9-1 w okresie kwitnienia ogra-
niczalo wystgpowanie zarazy ogniowej o 50-80% i bylo
podobnie skuteczne, jak zabieg siarczanem streptomycyny.
Z tego wzgledu Amerykanska Agencja Ochrony Srodowi-
ska zainicjowata dzialania nad jego komercjalizacja. Na ba-
zie szczepu wyprodukowano biopreparat przeciwko zarazie
ogniowej o nazwie BlightBan C9-1 (Johnson i Stockwell
2000). Ze szczegdtowych badan wynika, ze skutecznosé
preparatu zalezata gtownie od wielkosci potencjatu inoku-
lacyjnego E. amylovora oraz warunkéw pogodowych.

Dalsze badania nad poszukiwaniem skutecznych bak-
terii zaowocowaly wyselekcjonowaniem innych perspek-
tywicznych szczepdw E. herbicola, np. Eh318, Eh325,
Eh112Y (USA), Eh1087 (NZ). Ich skuteczno$¢ byta prawie
taka sama, jak C9-1. Na wyrdznienie zastuguje takze szczep
P10c P. agglomerans wyizolowany w Nowej Zelandii, wy-
kazujacy skuteczno$¢ zblizong do streptomycyny i bardzo
dobrze kolonizujacy kwiaty jabtoni. W doswiadczeniach
polowych jako wektory bakterii wykorzystywano pszczoty.
Na bazie zliofilizowanych bakterii szczepu P10c, oporne-
go na streptomycyne, rifampicyneg i kilka bakteriofagow,
opracowano preparat BlossomBless, ktory sadownicy no-
wozelandzcy stosuja w okresie kwitnienia jabtoni i grusz,
réowniez w sytuacjach, kiedy istnieje potrzeba wykonania
dodatkowych zabiegdw preparatami zawierajagcymi wymie-
nione antybiotyki (Vanneste i wsp. 2002).

W Europie pierwsze prace nad wykorzystaniem bakterii
przeciwko zarazie ogniowej przeprowadzono w Niemczech.
Testy ze szczepami C1 i C81 gatunku E. herbicola wykona-
no na wysoce podatnych odmianach irgi (Cotoneaster bul-
latus). Bakterie aplikowano w warunkach laboratoryjnych
na kwiaty irgi 24 godziny przed inokulacja E. amylovora
uzyskujac skutecznosc¢ taka sama, jak w kombinacji z zasto-
sowaniem streptomycyny. Jednak w warunkach polowych
skuteczno$¢ tych szczepdw w ochronie kwiatow irgi wynio-
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sta zaledwie 20%. Szczep C81 stabo sprawdzit si¢ rowniez
w ochronie pedow gruszy w warunkach polowych wyka-
zujac skuteczno$¢ zaledwie na poziomie 37%. Natomiast
zastosowany dla poréwnania szczep Eh112Y E. herbico-
la pochodzacy z USA ochronit ponad 86% pedow (Zeller
i wsp. 1984). Rowniez Zeller i Wolf (1996) izolowali
bakterie z réznych roslin-gospodarzy E. amylovora, selek-
cjonujac je testem na zawigzkach owocdéw gruszy. Na uwa-
ge zastuguje szczep Eh89, ktorego skutecznos¢ w ochronie
kwiatow irgi oceniono na 70%. Byta ona podobna do zasto-
sowanej dla poréwnania streptomycyny. W dalszych bada-
niach pozyskano szczep Pa21889, zaliczony juz wowczas
do gatunku P. agglomerans, powodujacy istotne zmniej-
szenie nasilenia zarazy ogniowej na kwiatach réznych od-
mian jabtoni (Laux i wsp. 2003). Podobnie, jak w innych,
wspomnianych wyzej doswiadczeniach obserwowano jed-
nak zmienng skutecznos$¢ badanych bakterii, spowodowana
m.in. r6znymi warunkami pogodowymi.

Prawie w tym samym czasie co w Niemczech, Wilson
i wsp. (1990) w Wielkiej Brytanii wyizolowali z kwiatéw
i lisci glogu kilka szczepow E. herbicola nieposiadajacych
zdolno$ci biosyntezy zottego pigmentu. Ocena przepro-
wadzona w warunkach szklarniowych wykazata, ze jeden
z tych szczepow, oznaczony symbolem EhWHLY, ogra-
niczal nasilenie choroby na kwiatach glogu w 80% i to
w takim samym stopniu, jak uzyty dla poréwnania siarczan
streptomycyny. Prace nad poszukiwaniem skutecznych
szczepdw E. herbicola prowadzono roéwniez w innych kra-
jach Europy. W Republice Czeskiej, z réznych roslin be-
dacych gospodarzami sprawcy zarazy ogniowej, m.in. ja-
btoni, gruszy, irgi i glogu, wyosobniono kilkaset izolatow
P agglomerans, sposréd ktorych wyselekcjonowano cztery
charakteryzujace si¢ wysoka aktywnosécia w hamowaniu
wzrostu E. amylovora in vitro oraz wysokimi zdolnoscia-
mi ochronnymi na zawigzkach owocow gruszy (Kokoskova
1995). Jednak w badaniach na r6znych gatunkach roslin nie
potwierdzono ich zadawalajacej skutecznosci.

Na Wegrzech pierwsze prace zwigzane z zastosowa-
niem pozytecznych bakterii wyselekcjonowanych z lisci
i owocow jabtoni, przeprowadzono stosujac testy in vitro,
dzigki czemu pozyskano szczep HIP32, ktory zidentyfiko-
wano jako P. agglomerans. Aplikowany w formie wodnej
zawiesiny na kwiaty jabloni znacznie ograniczat nasilenie
zarazy ogniowej (Hevesi i wsp. 2006).

W Turcji pierwsze badania nad ochrong jabtoni i grusz
przed zaraza ogniowa z wykorzystaniem bakterii antago-
nistycznych przeprowadzili Ulke i Cinar (1999). Sposrod
250 izolatéw pozyskanych z lisci, pgdow i kwiatow jabtoni
i gruszy, 9 wykazato aktywnos$¢ przeciwko E. amylovora
w tescie in vitro. W kolejnym etapie, polegajacym na selek-
cji izolatow testem na zawigzkach owocow gruszy, wyty-
powano sze$¢ najbardziej skutecznych szczepow z gatun-
ku E. herbicola, ktore w ochronie pedow gruszy wykazaly
skuteczno$¢ wynoszaca 80% — porownywalng ze strepto-

mycyng. Efektem badan prowadzonych w regionie Aegan
byto wyselekcjonowanie, sposrod 160 izolatdw bakterii
epifitycznych, 13 z gatunku E. herbicola, o wysokich zdol-
no$ciach ochronnych, zarowno na zawigzkach owocow, jak
i kwiatach gruszy. Ich skuteczno$¢ wynosita od 82 do 98%
(Benlioglu i Erdogan 1999). Badania nad opracowaniem
biopreparatu na bazie szczepu E. herbicola wykazaly, ze
formulacja z zastosowaniem talku jako no$nika byla bar-
dziej skuteczna w poréwnaniu z uzyciem bakterii zliofili-
zowanych czy zawieszonych w serwatce. Rowniez w talku
bakterie przezywaly lepiej niz na innych no$nikach (Ozak-
tan i wsp. 1999).

Bakterie z rodzaju Pseudomonas / Bacteria
of the genus Pseudomonas

Wielu badaczy analizujac sktad gatunkowy bakterii za-
siedlajacych fylosfer¢ roznych roslin wykazato powszech-
no$¢ wystepowania fluoryzujacych bakterii z rodzaju
Pseudomonas. We Francji stwierdzono, ze bakterie te byty
dominujacym sktadnikiem populacji zasiedlajacych zarow-
no zdrowe, jak i chore jabtonie, grusze i glogi oraz, ze wiele
z nich wykazywato zdolnos$¢ ograniczania wzrostu E. amy-
lovora in vitro (Paulin 1978). W Kalifornii Thomson i wsp.
(1976) wyselekcjonowali 3 izolaty fluoryzujacych Pseu-
domonas, ktére w ochronie kwiatéw grusz byly tak samo
skuteczne, jak streptomycyna. Podobne wyniki uzyskano
w Anglii z dwoma izolatami Pseudomonas fluorescens
w ochronie kwiatéw 1 pedow glogu (Wilson i1 wsp. 1992).
Badania przeprowadzone w Niemczech i Turcji, obejmujace
skryning na pozywkach mikrobiologicznych i zawigzkach
owocOw gruszy oraz testy na roslinach irgi i jabloni wy-
kazaly skuteczno$¢ izolatu R1 w ochronie kwiatéw gruszy,
wynoszacg odpowiednio 62 i 50% w warunkach sztucznej
inokulacji patogenem, a w sadzie w warunkach infekcji na-
turalnej — 64%.

W potowie lat 80. ubieglego wieku wyizolowano z lisci
gruszy w Kalifornii szczep A506 P. fluorescens wyrdzniaja-
cy si¢ aktywnos$cig w ograniczaniu wzrostu E. amylovora na
pozywce mikrobiologicznej oraz zdolnosciami ochronnymi
jabtoni i grusz przed zaraza ogniowa (Lindow i wsp. 1996).
Na bazie tego szczepu opracowano biopreparat BlightBan
A506, dostepny na rynku od 1996 roku. W wielu do$wiad-
czeniach prowadzonych w stanach Kalifornia, Oregon i Wa-
szyngton wykazano przydatno$¢ tego preparatu w réoznych
programach ochrony jabtoni i grusz (Johnson i Stockwell
2000). Stwierdzono rowniez, ze dodanie do biopreparatu
BlightBan A506 chelatowych zwigzkéw zelaza stanowi
zrodlo tego pierwiastka tylko dla bakterii antagonistycz-
nych, co podwyzszyto skuteczno$¢ jego dziatania.

We Witoszech oraz w Nowej Zelandii przeprowadzo-
no badania nad przydatno$cia innych szczepéw z rodzaju
Pseudomanas, oznaczonych symbolami BO 3371 i BO G19
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(Galasso i wsp. 2002). W warunkach szklarniowych wyka-
zaly one wysoka skuteczno$¢ zarowno w ochronie kwiatow,
jak 1 pedoéw jabtoni i grusz, ktéra oszacowano nawet na
87%. Jednak uzyskiwane wyniki nie zawsze byly jednolite,
co mogto by¢ zwigzane z podatnosciag kwiatow zwigzang
z dlugoscia okresu od ich otwarcia do zakonczenia kwit-
nienia. W Nowej Zelandii szczep BO G19 ochronit 79%
kwiatoéw jabtoni w warunkach polowych. W dalszych bada-
niach odnotowano takze wysoka zdolno$¢ obu szczepow do
kolonizacji kwiatow jabtoni i pedéw grusz, co pozytywnie
korelowato z poziomem skutecznosci ochrony kwiatow ja-
btoni (Biondi i wsp. 2006).

W Hiszpanii szczep EPS62e P. fluorescens istotnie ogra-
niczal zaraz¢ ogniowg w testach na oderwanych kwiatach,
zawigzkach owocow oraz na drzewkach gruszy w warun-
kach szklarniowych. Jego skuteczno$¢ osiggata nawet 87%,
jednak roznita si¢ ona w zaleznosci od testu. Przezywalnosc¢
bakterii tego szczepu monitorowano na kwiatach jabtoni sto-
sujac m.in. technikg real-time PCR oraz metode posiewow
na pozywke. Nie stwierdzono réznic w liczebnosci popula-
cji tych bakterii co sugeruje, ze nie wystepowaty one jako
»Zywe, ale nie dajace si¢ hodowaé” (Pujol i wsp. 2006).

Inne gatunki bakterii / Other species of bacteria

W trakcie prowadzonych badan nad poszukiwaniem
bakterii antagonistycznych wobec E. amylovora i jednocze-
$nie skutecznych przeciwko zarazie ogniowej, obok bakterii
z rodzajow Pantoea i Pseudomonas, pozyskiwano roéwniez
izolaty nalezace do innych taksonow. W Niemczech wyosob-
niono szczep Ra39 Rahnella aquatilis (Laux 1 wsp. 2003),
szeroko badany w latach 1998-2000 pod katem mozliwosci
ochrony kwiatow jabtoni. W warunkach szklarniowych jego
skuteczno$¢ wynosita od 58 do 63% i byta prawie taka sama,
jak streptomycyny. Podobne efekty uzyskano w warunkach
polowych. Zabieg wykonany w okresie kwitnienia w wa-
runkach polowych ograniczal nasilenie zarazy ogniowej na
kwiatach jabtoni o 68—77%, co odpowiadato skutecznosci
streptomycyny (Zeller i Laux 2006).

Rowniez bakterie Bacillus subtilis wykazaty zdolno$¢
ograniczania wzrostu E. amylovora. Pierwsze doniesienie
na ten temat pochodzi z Egiptu (Abo-El-Dahab i El-Goora-
ni 1964). Pozniejsze prace prowadzone ze szczepem BS-F3
w warunkach polowych we Wloszech wykazaty jego sku-
teczno$¢ w ochronie kwiatow gruszy na poziomie 60% po
traktowaniu jednokrotnym i 75% po dwukrotnej aplikacji
(Alexandrova i wsp. 2002). Takze wsrod szczepow z ro-
dzaju Bacillus wyizolowanych w Republice Poludniowej
Afryki znaleziono antagonistoéw wobec E. amylovora (Jock
1 wsp. 2002). Wigkszos¢ z nich zaklasyfikowano do gatunku
B. megaterium.

W Turcji pozyskano szczepy BB-2 i AB-27 B. subtilis,
ktore ograniczaty nasilenie zarazy ogniowej w 82% na pe-
dach grusz (Basim i wsp. 2002). Natomiast wyizolowany

w Niemczech szczep BS BD-170 wykazat skuteczno$¢
w ochronie kwiatow jabtoni w szklarni na poziomie
52-55%, a w warunkach naturalnych nawet 71%. Badania
prowadzone w sadach jabtoniowych w Szwajcarii wyka-
zaty dobre zdolnos$ci kolonizacji kwiatow przez bakterie
tego szczepu, a takze ich rozprzestrzenianie si¢ na sg-
siednie kwiaty. Skuteczno$¢ zabiegu zalezala od terminu
jego wykonania (Broggini i wsp. 2005). Ze wzgledu na
zadawalajaca skuteczno$é szczep ten skomercjalizowano
rejestrujac biopreparat o nazwie Biopro jako stymulator
wzrostu. Byt on dostepny na rynku od 2001 roku. Jed-
nak testy w sadach potozonych w potudniowo-zachod-
nich Niemczech nie daty jednoznacznych wynikéw, co
do jego skutecznosci.

Prawie w tym samym czasie opracowano w Sta-
nach Zjednoczonych technologi¢ produkcji biopreparatu
o nazwie Serenade na bazie szczepu QST-713 B. subtilis.
Pierwsze badania z tym szczepem w ochronie kwiatow
jabtoni wykazaly jego skutecznos¢ na poziomie 64,3%,
ktéra byla poréwnywalna do streptomycyny, jednak
w nastepnym roku badan byla ona znacznie nizsza
(Aldwinckle i wsp. 2002).

Sposéréd innych gatunkdéw bakterii na uwage za-
stuguja rowniez szczepy gatunkéw Erwinia billingiae
i E. tasmaniensis, pozyskane odpowiednio w Republice
Poludniowej Afryki i Australii, ktére wykazaly istotne
zdolnosci ochrony kwiatow jabtoni przed zaraza ognio-
wa (Geider 2006).

Ostatnio opisano skuteczno$¢ bakterii z gatunku Lac-
tobacillus plantarum, wyizolowanych z powierzchni
owocoOw jabtoni i niektorych warzyw (np. safaty), silnie
ograniczajacych rozwdj zarazy ogniowej zard6wno na
kwiatach, owocach, jak i liSciach (Rosello i wsp. 2013).
Wszechstronnie przebadano 4 szczepy, ktéore m.in. do-
brze kolonizowaly kwiaty jabtoni i gruszy. Stabilna li-
czebno$¢ populacji tych bakterii utrzymywata si¢ przez
przynajmniej tydzien w warunkach wysokiej, a takze ni-
skiej wilgotnosci powietrza.

Wilasciwosci antagonistyczne wobec E. amylovora
wykazaly réwniez bakterie z gatunku Serratia marce-
scens, pochodzace ze $liwy. Jednak zastosowane w okre-
sie kwitnienia gruszy ochronity tylko 23% kwiatow (Ge-
rami i wsp. 2013).

Badania w Polsce / Research in Poland

W Polsce, badania nad wykorzystaniem bakterii an-
tagonistycznych do zwalczania zarazy ogniowej podjeto
okoto 20 lat temu w 6wczesnym Instytucie Sadownictwa
i Kwiaciarstwa w Skierniewicach. Poczatkowo obejmo-
waty one izolacje bakterii epifitycznych z kwiatow i lisci
jabloni, grusz oraz glogdow w rejonie Krakowa, okresle-
nie ich wplywu na wzrost E. amylovora na sztucznych
pozywkach oraz oceng zdolno$ci ochronnych na zawiaz-
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kach owocéw gruszy. Sposrod kilkuset wyosobnionych
woweczas izolatow, wickszo$¢ wykazala antagonizm wobec
patogena na pozywkach, a okoto 25% z nich wyroznilo si¢
zdolnoscig do catkowitej lub prawie calkowitej ochrony
zawiazkow owocow gruszy przed choroba. Niektore izo-
laty wykazaly zaréwno te zdolnos¢, jak i antagonizm na
pozywkach, a inne tylko jedna z tych cech. Na podstawie
charakterystyki fenotypowej, najbardziej skuteczne izolaty
zaklasyfikowano do gatunkéw P. fluorescens i P. agglome-
rans oraz rodzaju Xanthomonas (Krupinski 2001). Bardziej
szczegdlowe badania obejmujace wicksza liczbe izolatow
pochodzacych takze z Polski centralnej pozwolity na stwier-
dzenie, ze antagonizm nie jest jedynym, a przynajmniej
nie zawsze najwazniejszym mechanizmem decydujacym
o zdolnosciach ochronnych takich bakterii (Mikicinski
i wsp. 2008). W badaniach na kwitngcych drzewkach jabto-
ni udowodniono takze, ze niektére bardzo skuteczne izolaty
lepiej chronity kwiaty przed zaraza niz zastosowane dla po-
rownania Miedzian 50 WP (tlenochlorek miedzi) czy Aliette
80 WG (fosetyl glinu) (Sobiczewski i wsp. 2008).

W ostatnich latach podjgto szerokie badania nad biolo-
giczng ochrong jabloni przed zaraza ogniowa obejmujace
m.in. pozyskanie 396 izolatow bakterii pochodzacych z fy-
losfery jabtoni i srodowiska glebowego sadu jabtoniowe-
go, selekcje 13 izolatow reprezentujacych rozne taksony
i wyr6zniajacych si¢ zdolnosciami ochronnymi kwiatow
i pedow jabtoni przed choroba, okreslenie przydatnosci roz-
nych nos$nikéw dla bakterii oraz okreslenie potencjalnych
mechanizméw dziatania tych bakterii. Uzyskane wyniki
mogg stanowi¢ podstawe do opracowania biopreparatu na
bazie najbardziej perspektywicznych szczepow: szczepow
48M (P. agglomerans) 1 59M (P. protegens) (Mikicinski
i wsp. 2016a, b; Mikicinski 2017).

Podsumowanie / Summary
W rozwazaniach na temat biologicznej ochrony jabtoni

i grusz przed zaraza ogniowg nalezy rozgraniczy¢ sukces
naukowy od sukcesu komercyjnego. Jesli uwzgledni si¢

liczbe prac opublikowanych w roznych krajach w ciagu
ostatniego potwiecza, to mozna stwierdzi¢, ze jest to duze
osiggniecie. Jednak, jak to zwykle bywa w przypadku me-
tody biologicznej, sukces naukowy nie przeklada si¢ na
zastosowanie w praktyce. Lista wyizolowanych bakterii,
wykazujacych zdolno$ci ochronne przed zaraza ogniowa
nawet w warunkach polowych, jest dluga. Natomiast liczba
opracowanych i zarejestrowanych preparatow na bazie tych
bakterii jest niezwykle uboga (tab. 1).

Jednym z waznych powodow utrudniajacych komercja-
lizacje biopreparatow jest zmiennos¢ ich skutecznosci. Nie-
kiedy odzwierciedla ona warunki, w ktorych prowadzone sa
badania, zwigzane np. z terminem wykonania zabiegu lub
czynnikami klimatycznymi wptywajacymi na kolonizacje
chronionego organu rosliny przez bakterie. Duze znaczenie
ma takze formulacja, w tym stezenie czynnika biologicz-
nego w produkcie i sposdb jego wytwarzania. Istotna jest
takze wielkos$¢ potencjatu inokulacyjnego patogena w $ro-
dowisku. Wymienione ograniczenia maja rowniez podtoze
ekologiczne przektadajgce si¢ wprost na odpornosé¢ czyn-
nika biologicznej ochrony na stresy zarowno biotyczne, jak
i abiotyczne wystepujace w danym biotopie. Wigkszos¢
wyselekcjonowanych bakterii nalezy do grupy gramujem-
nych, w zwigzku z czym nietworzacych przetrwalnikow,
a przez to wrazliwych na zmieniajagce si¢ warun-
ki $rodowiska. Perspektywiczny czynnik biologicznej
ochrony musi z jednej strony skutecznie konkurowac
z E. amylovora, a z drugiej musi by¢ zdolny do kolonizo-
wania tych samych nisz na r6znych organach rosliny za-
grozonych przez patogena. W przypadku zarazy ogniowej
sa to praktycznie wszystkie organy nadziemnej czgsci ro-
$lin, na ktérych patogen moze bytowaé, m.in. dzieki doste-
powi do wody i sktadnikéw pokarmowych oraz ochronie
przed promieniowaniem stonecznym. Bakterie ochronne
wytwarzajac metabolity wtérne toksyczne dla patogena
oraz konkurujac o pokarm i miejsce, maja za zadanie nie
dopusci¢ do nawiazania przez E. amylovora patogeniczne-
go stosunku z rosling.

W tej kwestii pomocne wydaja si¢ by¢ metody biotech-
nologii, przy uzyciu ktérych mozliwe jest nadanie bakteriom

Tabela 1. Wykaz komercyjnych biopreparatow na bazie bakterii przeciwko zarazie ogniowej (Vanneste 2011)
Table 1. List of commercial bioproducts containg various bacterium strains against fire blight (Vanneste 2011)

Nazwa Gatunek bakterii i szczep Rok Kraj

Name Species of bacteria and strain Year Country
BlightBan® A506 Pseudomonas fluorescens A506 1995 USA
Blossom Bless™ Pantoea agglomerans P10c 2000 Nowa Zelandia — New Zealand
BlightBan® C9-1 Pantoea vagans C9-1 2007 USA
Bloomtime Pantoea agglomerans E325 2007 USA
Serenade® Bacillus subtilis QST 713 2002 USA, UE
Biopro Bacillus subtilis BD170 bd Szwajcaria — Switzerland
PomaVita™ Pantoea agglomerans P10c bd UE

bd — brak danych — no data, UE — Unia Europejska — European Union
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pozadanych cech. Podj¢to rowniez proby ograniczenia nie-
korzystnego oddziatywania otoczenia na pozyteczne bak-
terie przez dodawanie do ich wodnej zawiesiny substancji
pokarmowych, poprawiajacych ich przezywalno$¢ na chro-
nionej powierzchni roslin, a jednocze$nie niemajacych sty-
mulujacego wplywu na E. amylovora (van der Zwet 1993).
Generalng zasada jest, aby sposob wprowadzenia czynnika
biologicznego sprzyjat utrzymaniu jego zadowalajacej zy-
wotnosci 1 aktywnos$ci. Udowodniono, ze srodowisko takie
jak kwiaty czy pedy jabtoni jest generalnie bardzo ubogie
w sktadniki pokarmowe. Wszystko to uzasadnia prowadze-
nie dalszych poszukiwan skutecznie dziatajacych szczepow
bakterii. Bardzo wazne jest takze okres$lenie warunkow za-
pewniajacych zadowalajacg zywotnosc¢ 1 aktywnosc¢ bakterii
po hodowli i w opracowanym biopreparacie. Konieczna jest
stabilizacja metabolizmu bakterii, ktora mozna osiggnac
przez przechowywanie w niskiej temperaturze, zamrazanie
z uzyciem krioprotektantéw lub liofilizacje.

W opracowaniu biopreparatu na bazie bakterii, podob-
nie zreszta, jak kazdego innego biopreparatu, bardzo wazne
jest dobranie odpowiedniego nosnika. Firmy komercyjne
czesto nie podaja szczegdtow, ale wsrdd najezesdciej sto-
sowanych nalezy wymieni¢: karboksymetyloceluloze, al-
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