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SCHEa.

BAKTERIE USZKADZAJACE OWOCE LESZCZYNY
(Corylus avellana L.) UPRAWIANE]J W POLUDNIOWO-
-WSCHODNIEJ POLSCE

Ewa Krol, Zofia Machowicz-Stefaniak, Ewa Zalewska

Akademia Rolnicza w Lublinie

Streszczenie. Celem pracy byto poznanie bakterii zasiedlajacych orzechy laskowe od-
miany Olbrzymi z Halle z objawami czarnej plamisto$ci owocni oraz ciemnienia i roz-
migkczenia jadra, a takze sprawdzenie zdolno$ci patogenicznych wytypowanych izolatow
bakterii w stosunku do tych organéw. Obiektem badan w latach 2000-2002 byty orzechy
z wymienionymi objawami pochodzace z plantacji produkcyjnych leszczyny w Motyczu
i Konskowoli. W czerwcu i sierpniu kazdego roku izolowano bakterie z chorych orze-
chéw, sposrdd ktérych wybrano 42 reprezentatywne izolaty. Testy fizjologiczne, bioche-
miczne i testy patogeniczno$ci wykazaty, ze 3 izolaty Erwinia spp., 4 izolaty Bacillus spp.
i 3 izolaty Pseudomonas fluorescens z grupy powodujacych migkkie zgnilizny mogty
uszkadza¢ zawigzki i owoce leszczyny. Efektywnos$¢ zakazen byla znacznie wyzsza po
inokulacji organéw mtodych i zranionych. Za potencjalny patogen owocéw uznano bakte-
rie Erwinia spp. Wydaje sig, ze pektolityczne szczepy Bacillus spp. Pseudomonas fluore-
scens mozna uzna¢ za fakultatywne pasozyty posiadajace zdolno$¢ do uszkadzania orze-
chow w sprzyjajacych warunkach.

Stowa kluczowe: orzechy leszczyny, bakterie, patogeniczno$¢

WSTEP

Choroby leszczyny powodowane przez bakterie moga przyczynia¢ si¢ do ogranicza-
nia uprawy tej roéliny w wielu krajach Europy i USA [Psallidas i Panagopoulos 1977;
Granata 1985; Mechlenbacher 1991; Psallidas 1993]. Za najgrozniejsze uwaza si¢ bak-
teryjna zgorzel leszczyny powodowana przez Xanthomonas campestris pv. corylina
(Xanthomonas arboricola pv. corylina) [Psallidas i Panagopoulos 1979; Granata 1985;
Mechlenbacher 1991] oraz raka bakteryjnego powodowanego przez Pseudomonas sy-
ringae pv. avellana [Psallidas 1993]. Wymienione bakterie porazajq przede wszystkim
pedy i odrosty leszczyny, powodujac ich zamieranie, ale stwierdzono, ze we Wtoszech
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X. c. pv. corylina (X. a. pv. corylina) przyczyniata si¢ takze do nekrozy pakéw i brunat-
nej plamistosci owocé6w [Granata 1985]. W literaturze znajduja si¢ takze doniesienia
o bakteryjnej plamistosci lisci leszczyny wywolanej przez Pseudomonas colurnae
i o bakteriozie pedéw powodowanej przez Bacterium (Pseudomonas) coryli [Psallidas
i Panagopoulos 1979; Psallidas 1993 wg. cyt. lit.].

Badania prowadzone w ostatnich latach w potudniowo-wschodniej Polsce wykazaty
duza szkodliwo$¢ grzybéw dla zawiazkéw owocowych i owocédw tej rosliny. Wsréd
nich znalazty si¢ gatunki patogeniczne, jak Monilia coryli Schellenb., Botrytis cinerea
Pers. Gloeosporium coryli (Desm.) Sacc. i inne [Zalewska 1999; Machowicz-Stefaniak
i Zalewska 2000].

W ostatnich latach zaobserwowano na plantacjach leszczyny orzechy z czarnymi,
rozmytymi plamami na owocni oraz ciemnym, rozmigkczonym i skurczonym jadrem.
Z owocow takich uzyskiwano liczne kultury bakterii, co zainspirowato do zaintereso-
wania si¢ ta grupa mikroorganizméw.

Celem obecnej pracy bylo poznanie bakterii zasiedlajacych orzechy z opisanymi obja-
wami i sprawdzenie, czy wsrdd nich znajduja si¢ gatunki zdolne do powodowania choroby.

MATERIAL IMETODY

Obiektem badan prowadzonych w latach 2000-2002 byty orzechy odmiany Olbrzy-
mi z Halle wykazujace objawy czarnej plamisto$ci owocni oraz ciemnienia i rozmigk-
czenia jadra, pochodzace z plantacji produkcyjnych w Motyczu i Kofiskowoli (fot. 1).

I .

Fot. 1. Orzechy z objawami ciemnienia i rozmigkczenia jadra
Photo 1. Hazel-nuts with symptoms of darkening and softening of the pericarp
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Izolacje bakterii prowadzono w czerwcu i sierpniu kazdego roku wg metody opisa-
nej przez Sobiczewskiego i in. [1996]. Do badan laboratoryjnych przeznaczano kazdo-
razowo po 10 chorych orzechéw. Orzechy tupano i oddzielano owocnig od tkanek jadra.
Nastgpnie wydzielone z pogranicza zdrowej i chorej tkanki fragmenty gnieciono na
mate kawatki, umieszczano w 250 ml kolbach Erlenmayera zawierajacych 100 ml roz-
tworu fizjologicznego i wstrzasano przez 30 min. Uzyskany macerat nanoszono na
Nutrient agar (NA, bioMérieux) w szalkach Petriego i rownomiernie rozprowadzano na
jego powierzchni za pomoca glaszczki szklanej, uwzgledniajac po kilka rozcienczen. Po
48 godzinach inkubacji w temp. 24°C liczono wyroste kolonie.

Identyfikacja bakterii. Czterdziesci dwa izolaty reprezentujace rézne grupy morfo-
logiczne i pochodzace z réznych terminéw izolacji uwzgledniono w testach fizjologicz-
no-biochemicznych wg Bradburego [1988] i Lelliott i in. [1966], w celu poznania naj-
wazniejszych rodzajéw bakterii kolonizujacych chore owoce.

Testy patogenicznos$ci. W przypadku bakterii zakwalifikowanych do rodzaju Pseu-
domonas spp. wykonano test nadwrazliwosci na lisciach tytoniu wg Klement i in.
[1964]. Ponadto wszystkich izolatéw uzyto do inokulacji krazkéw ziemniaka w celu
sprawdzenia ich uzdolnien pektolitycznych. Nastgpnie izolaty bakterii wykazujace silne
wlasciwosci pektolityczne przebadano pod katem ich uzdolnien do zakazania orzechéw
odmiany Olbrzymi z Halle. Testy patogenicznos$ci przeprowadzono w laboratorium,
w komorach wilgotnosciowych.

Uwzgledniono inokulacje zawiazkéw owocowych o $rednicy ok. 5 mm, owocéw
o $rednicy 10-15 mm oraz owocéw w fazie dojrzatosci zbiorczej, przy czym te ostatnie
dzielono na pét. Na odkazone powierzchniowo organy (1 min w 50% C,HsOH i 3x3
min w sterylnej wodzie destylowanej) nanoszono krople¢ wodnej zawiesiny bakterii
z 24-godzinnych hodowli wzrastajacych na pozywce NA z dodatkiem 1% glukozy.
Komérkami bakterii pobranymi ze wzrostu kolonii inokulowano zaréwno naktuta, jak
i nienaktuta owocnig, a w przypadku przepotowionych, dojrzatych orzechéw oprécz
owocni inokulowano powierzchni¢ jadra. W kontroli w taki sam sposéb nanoszono
krople wody destylowanej. W kazdej kombinacji do§wiadczenia uzyto 16 organéw
(4 badane organy x 4 powtdrzenia). Materiat roslinny inkubowano w termostacie,
w temp. 24°C. Obserwacje prowadzono po 24, 48 i 72 godzinach inkubacji.

WYNIKI

Badania wykazaly, ze liczebno$¢ populacji bakterii zasiadajacych orzechy z obja-
wami chorobowymi byla zréznicowana (tab. 1). W Motyczu uzyskiwano od 1110 do
282 000 izolatéw bakterii, a w Konskowoli od 2100 do 294 000 i w kazdym terminie
obserwacji pochodzily one czgséciej z owocni niz z jadra (tab. 1). Wykonane testy fizjo-
logiczne i biochemiczne pozwolity ustali¢, ze chore orzechy kolonizowane byly przez
rézne rodzaje bakterii, wéréd ktérych dominowaly bakterie rodzajéow Pseudomonas,
zaréwno z grupy fluoryzujacych, jak i niefluoryzujacych, oraz Bacillus spp. (tab. 3).

Testy nadwrazliwo$ci na lisciach tytoniu wykazaly, ze zaden z badanych izolatéw
Pseudomonas spp. nie byl zdolny do spowodowania nekrozy lidci. Okazato si¢ jednak,
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ze 10 izolatéw, tj. 4 izolaty Bacillus spp., 3 izolaty Pseudomonas fluorescens i 3 izolaty
Erwinia spp., wykazywalo silne wtasciwos$ci pektolityczne na krazkach ziemniaka, gdyz
juz po 24 godzinach powodowalo rozlegte rozmigkczenie tkanek (tab. 3). Wszystkie
wymienione izolaty pochodzily z jadra chorych orzechéw i w réznym stopniu uszkadza-
ly inokulowane owoce leszczyny. Powodowaty one nekrozg i rozmigkczenie od 9 do 13
ranionych i od 1 do 3 nie ranionych zawiazkéw owocowych (tab. 2).

Tabela 1. Liczba bakterii przypadajaca na chory organ w latach 2000-2002
Table 1. Number of bacteria on diseased organ in the years 2000-2002

Plantacja ~ Miesiac - 2000 g . 2001 i i 0 j
Plantation Month owocnia jadro owoena jadro . jadro
pericarp nucleus pericarp nucleus pericarp nucleus
CZ}*;‘[’:;CC 2980 1110 3 800 1900 25000 20 600
Motycz S
Sgg;i‘t‘ 65 000 43 000 112000 58000 230000 282000
CZ?‘[’IV;CC 3510 2480 4370 2 100 28 500 22 600
Kofiskowola . une
Xillg)l‘]‘:’t‘ 48 350 37 600 228 000 72 300 294 000 258 000

Efektywno$¢ inokulacji owocéw o §rednicy 10-15 mm oraz owocéw w fazie dojrza-
losci zbiorczej byla nizsza niz zawiazkéw owocowych (tab. 2). Obserwowano bowiem,
w zaleznos$ci od rodzaju bakterii uzytych do zakazenia, od 1 do 6 orzechéw z objawami
nekrozy owocni oraz ciemnienia i rozmigkczania jadra, o ile inokulacj¢ bakteriami
poprzedzito zranienie tkanki (tab. 2). Natomiast owoce nieranione byly zakazane spora-
dycznie. Zwykle po 24 godzinach od inokulacji orzechéw nekroza i towarzyszace jej
gnicie tkanek pojawiaty si¢ woko6t miejsca inokulacji, a po 48 godzinach znacznie sig
powigkszatly. Po 72 godzinach jadra orzechow byly migkkie, btyszczace, ciemnoszare,
gumowate i odstawaty od owocni. Objawy te byty bardzo podobne do obserwowanych
wczesniej na owocach w sadzie. Ponadto zaobserwowano, Ze objawy na orzechach
inokulowanych bakteriami Erwinia spp., Bacillus spp., Pseudomonas spp. byly niespe-
cyficzne. Z chorych orzechéw reizolowano bakterie uzyte do sztucznego zakaZzenia.
Zawiazki i owoce kontrolne nie wykazywaly zadnych objawéw chorobowych poza
niewielka nekroza w miejscu naktucia, ktéra byta szczegélnie widoczna na zawiazkach.
Jednak miejsca te byly suche i nie powigkszaty si¢. Z organéw kontrolnych nie izolo-
wano kultur bakterii.

DYSKUSJA

Uzyskane wyniki pozwolity ustali¢, ze wéréd populacji bakterii zasiedlajacych chore
orzechy znajdowaly sig izolaty zdolne do ich uszkadzania. Tylko niektdre z nich naleza-
ly do rodzaju Erwinia spp., z grupy powodujacych migkkie zgnilizny, znanego
z patogenicznych uzdolnien w stosunku do wielu gatunkéw roélin [Bogatko i Sobiczew-
ski 1989; Monnet 1994; Arsenijevic i Obradovic 1996; Kuropatwa i in. 1997]. Sposréd
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Tabela 2. Wyniki inokulacji zawiazkéw owocow i owocow leszczyny wybranymi izolatami bakterii
Table 2. Results of fruitlets and fruit inoculation with selected isolates of bacteria

Liczba orzechéw z objawami migkkiej zgnilizny
Number of hazel-nuts with syptoms of soft rot

kombinacje do§wiadczenia*
combination of experiment

Badane szczepy bakterii zawiazki owocowe o $rednicy i ) owoce w fazie pelnej dojrzatosci
Studied strains of bacteria ok. 5 mm owoce o srednicy 10-15 mm fruit at the stage of full ripeness
. ) fruit about 10-15 mm , . : : -
fruitlets about 5 mm in diameter inokulacja jadra inokulacja owocni
in diameter inoculation of the nucleus inoculation of the pericarp
ranione nieranione ranione nieranione ranione nieranione ranione nieranione
injured uninjured injured uninjured injured uninjured injured uninjured
9] 11 3 1 0 3 0 1 0
107 10 2 3 0 1 0 0 0
Bacillus spp.
147 11 1 4 0 4 0 1 0
167 10 2 4 0 4 0 1 0
391 10 2 1 0 3 0 0 0
Pseudomonas fluorescens 40171 9 1 2 1 1 0 0 0
4171 11 4 2 0 2 0 0 0
271 12 3 5 1 2 0 2 0
Erwinia spp. 2817 13 3 6 0 2 1 0 0
291 11 2 6 2 3 0 0 0

*w kazdej kombinacji do§wiadczenia inokulowano 16 organéw
16 organs where inoculated in each combination of experiment



Tabela 3. Charakterystyka bakterii izolowanych z orzechéw z objawami plamistosci w latach 2000-2002
Table 3. Characterization of bacteria isolated from hazel-nuts with black spotted symptoms in the years 2000-2002

Tworzenie FluOTesCen- Test Test
Kolor - . cjana O/F Dihydroliza Redukacja  pektoli- L Wynik
Nr szczepu .. Barwienie przetrwalni- . . .. ) nadwrazli- . ..
kolonii . King B Oksydaza metabolizm argininy  azotanéw tyczny . Levan  identyfikacji
No. of Grama kéw ? .. . wosci na
. Colour . Fluorescen-  Oxidase O/F Arginine Nitrate Soft rot of . Levan Result of
strain . Gramstain  Spores . . . tytoniu . TS
of colonies . ce on metabolism dihydrolase reduction potato identicifcation
production . . HR
King B tissue
9] + + nt nt nt nt nt + nt nt
107 + + nt nt nt nt nt + nt nt
141 kremowy + + nt nt nt nt nt + nt nt
151 lub biatawy + + nt nt nt nt nt - nt nt .
Bacillus sp.
167 cream or + + nt nt nt nt nt + nt nt
40 whitish + + nt nt nt nt nt - nt nt
60 + + nt nt nt nt nt - nt nt
70 + + nt nt nt nt nt - nt nt
33J - nt + + O + + - - +
347 - nt + + O + + - - +
35] - nt + + (6] + + - - +
360 . - nt + + ] + - - - - Pseudomonas
370 biatawy ¢ o e
whitish : n + + + - - - - fluorescens
380 - nt + + (6] + - - - - group
391 - nt + + (6] + + + - +
401] - nt + + (6] + + + - +
4117 - nt + + (6] + + + - +
10 - nt - - O - + - - -
30 kremowy - nt - - O - + - - -
17] lub bialawy - nt - + (O] - - - - - Pseudomonas
181 cream or - nt - + 0 - - - - - spp-
197 whitish _ nt _ + o) _ - - _ -
2017 - nt - + O - - - - -




21] - nt O/F - - - nt
Enterobacter
227 kremowy - nt O/F + * ) " Citrobacter
230  lub bialawy - nt O/F + + - nt Klebsiell
ebsiella
240 cream or - nt O/F + + - nt Erwinia
hitish
250 wi - nt O/F + + - nt cypripedii
260 - nt O/F + + - nt
277 szarawo- - nt O/F - + + nt Erini
28] bialy - nt O/F _ + " nt rwinia
i (soft rot group)
297 grayish - nt O/F - + + nt
307 - nt O/F - + - nt P
31J yellowish - nt O/F _ + ~ nt antoea
agglomerans
327 - nt O/F - + - nt
20,50
8J,127 biaty nie oznaczono
. - nt o + + - nt AT
111,137 white unidientified
420,

O - izolaty pochodzace z owocni — isolates orginating from pericarp,
J — izolaty pochodzace z jadra — isolates orginating from nucleus
nt — nie testowano — no data available
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innych rodzajéw bakterii, wystepujacych powszechnie jako epifity lub saprotrofy [Fok-
kema 1993; Psallidas i Panagopoulos 1979], za przyczyng nekrozy owocni oraz ciem-
nienia i rozmigkczenia jadra orzechéw leszczyny mozna uznaé 4 izolaty Bacillus spp.
i3 izolaty Pseudomonas fluorescens. Uszkadzaniu tych organéw sprzyjaly zapewne
wykazane obecnie silne wilasciwosci pektolityczne wymienionych szczepéw bakterii.
W literaturze znajduja si¢ bowiem doniesienia o powodowaniu gnicia réznych czesci
roslin w okresie wegetacji i przechowywania przez pektolityczne gatunki z rodzaju
Bacillus, np. B. polymyxa, B. megaterium, B. macerans, jednakze nie stwierdzono, zeby
gatunki te byty ,,aktywnymi” patogenami [Edelstein-Kosowa 1933; Bradbury 1986].
Pektolityczne uzdolnienia Pseudomonas spp. zwykle sa zwiazane z ich patogeniczno-
Scig [Harling i in. 1994]. Jednak stwierdzony w obecnych badaniach brak zdolnos$ci
3 testowanych izolatéw Pseudomonas fluorescens do wywotania reakcji nadwrazliwo-
$ci na lisciach tytoniu nie pozwala na uznanie ich za patogeniczne.

W dostepnym pismiennictwie nie spotkano informacji o mozliwosci zakazania orze-
chéw przez wymienione rodzaje bakterii, jednak pozytywny wynik sztucznej inokulacji
pozwala przypuszczac, ze w dogodnych warunkach moga one powodowa¢ uszkodzenia
zaréwno zawiazkéw owocowych, jak i owocéw leszczyny. Przedstawione badania wy-
kazaly, ze zranienia tkanki sprzyjaly zakazaniu, co sugeruje fakultatywny sposéb paso-
zytnictwa omawianych izolatéw bakterii. Nalezy wigc przypuszczaé, ze testowane bak-
terie zasiedlaja orzechy i moga sta¢ si¢ wtérnymi patogenami, jesli dojdzie do uszko-
dzenia owocni przez inne czynniki. Przemawia za tym réwniez fakt, ze twarda i nieusz-
kodzona owocnia nie byla zakazana.

Wykazana mozliwo$¢ infekcji przez badane bakterie, zwtaszcza mtodych zawiazkéw
oraz jadra orzechdw, jest zapewne zwiazana ze zdolnoscia bakterii do rozktadu organéw
zbudowanych z licznych warstw tkanki migkiszowej [Edelstein-Kosowa 1933; Bradbu-
ry 1986]. Stwierdzone ponadto pochodzenie badanych izolatéw o wtasciwosciach pek-
tolitycznych z jadra chorych orzechéw sugeruje ich szczegdlne zdolnosci do zakazania
tych organéw.

WNIOSKI

1. Niektdre bakterie wystgpujace na orzechach laskowych moga w sprzyjajacych wa-
runkach spowodowac¢ na nich zmiany chorobowe.

2. Sposréd badanych bakterii towarzyszacych zmianom chorobowym na zawigzkach
owocow i owocach leszczyny Erwinia spp., Bacillus spp. i Pseudomonas fluorescens
wykazaty zdolnosci pektolityczne.

3. Uszkodzenie orzechéw przez bakterie ujawnia si¢ w postaci czarnych, rozmytych
plam na owocni oraz ciemnienia i rozmigkczania jadra.

4. Wywotanie objawéw chorobowych na zawiazkach owocéw i owocach leszczyny
przez niektére z badanych bakterii bytlo uwarunkowane ich wcze$niejszym uszkodze-
niem.
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BACTERIA DAMAGING THE FRUIT OF HAZEL (Corylus avellana L.)
CULTIVATED IN SOUTH-EAST POLAND

Abstract. The purpose of the present paper was to find oud about the population of bacte-
ria collonizing hazel-nuts with black spotted symptoms of the pericarp and darkening and
softening of the nucleus. Moreover, pathogenic abilities of the selected bacterial isolates
towards these organs were estimated. The object of the studies conducted in the years
2000-2002 consisted of hazel-nuts, cultivar Hall’s Gigant, with the above mentioned
symptoms, orginiating from commercial plantations in Motycz and Konskowola. The bac-
teria were isolated from diseased hazel-nuts each year, in June and August, and among the
population obtained, 42 representative cultures were chosen, which were used in physio-
logical, biochemical and pathogenicity tests. It was shown that 3 isolates of Erwinia spp.,
4 isolates of Bacillus spp. and 3 of Pseudomonas fluorescens could damage the fruitsets
and fruit of hazel. The effectiveness of infection was considerably higher after inoculation
of young and injured organs. Erwinia spp. were recognized as a potential pathogen of ha-
zel-nuts. It seems that pectinolytic isolates of Bacillus spp. and Pseudomonas fluorescens
might be recognized as facultative parasites which have the abilities to damage hazel-nuts
in favourable conditions.
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