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Rak bakteryjny na winorosli

Agrobacterium tumefaciens Agrobacterium (Allorhizobium) vitis

90 % infekcji' na swiecie

Fapwright @ APS Prass

Szeroki zakres zywicieli > 140 gatunkow Waski zakres zywicieli — praktycznie tylko V. vinifera




Rak bakteryjny (Agrobacterium vitis) - nomenklatura

Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens biovar 3 (1977)

Agrobacterium vitis (1990)

Rhizobium vitis (Allorhizobium vitis!!!)

Jest to gatunek dominujacy, jakkolwiek izolowane
sg szczepy tumorgeniczne Agrobacterium tumefaciens




Rak bakteryjny (Agrobacterium vitis) - nomenklatura

Najnowsze badania genetyczne (Kuzmanowicz et al., 2022) wskazujg, ze w

rzeczywistosci jest to kompleks co najmniej 2 gatunkdéw, wtacznie z ostatnio
wykrytym Allorhizobium ampellinum sp nov

Allorhizobium vitis sensu stricto
Klad 1: Obejmuje szczep typowy K309T.

Allorhizobium ampelinum sp. nov.
Klad 2: Obejmuje szczep typowy S4T.

Roéznica metaboliczna

Szczepy All. vitis sensu stricto posiadajg
unikalng zdolnos¢ do degradacji
4-hydroksyfenylooctanu.




Rak bakteryjny — schemat infekg;ji.

= Zraniona roslina wydziela substancje pobudzajgce Agrobacterium

» Nastepuje aktywacja plazmidu indukujgcego guzy (Ti), ktory zawiera dwa =
kluczowe regiony:

= T-DNA: jednoniciowy fragment DNA , ktéry integruje sie z genomem
komarki roslinnej

* Koduje on geny odpowiedzialne za synteze hormonodw roslinnych (auksyn i __
cytokinin), co prowadzi do niekontrolowanej proliferacji komoérek i formowania\
guzow, a takze geny syntezy opin — unikalnych zwigzkow wykorzystywanych
przez bakterie jako Zrodto wegla i azotu

= Region vir (wirulencji): zestaw genéw, ktérych produkty biatkowe s3
niezbedne do wyciecia, ochrony i transportu T-DNA do komarki gospodarza

/' T DNA jest transportowany przez specjalny kanat kontaktujacy sie z komorka \
roslinna.

* Opakowujace T-DNA biatka zawierajg w swej strukturze zakodowany adres, pod
ktory nalezy je dostarczy¢, T-DNA w komarce roslinnej kierowany jest do jadra;

= Tam wigcza sie do materiatu genetycznego komaorki i uruchamia produkcje opin
\ oraz hormondw roslinnych j




Inne czynniki wirulencji (enzymy) — poza plazmidem Ti

= Chociaz plazmid Ti jest niezbedny do indukcji guzow, inne czynniki bakteryjne
przyczyniajg sie do petnej patogenicznosci A. vitis

= Poligalakturonaza (PG): Kodowana przez gen pehA, jest enzymem degradujgcym
pektyny w $cianie komaérkowej roslin.

v Jest to wazny czynnik wirulencji, ktéry przyczynia sie do powstawania
nekrotycznych zmian na korzeniach winorosli, co jest objawem
charakterystycznym dla A. vitis, a takze do zwiekszonej tumorgenicznosci.

= Katalaza: Gen kodujgcy katalaze zostat zidentyfikowany jako czynnik wirulencji
Zaangazowany w proces tworzenia guzow.




Objawy raka bakteryjnego

= Gtownym objawem choroby s3 guzy, ktore najczesciej tworza sie w
miejscach zranien:

* na pniu w poblizu powierzchni gleby,
® na ramionach oraz w miejscu szczepienia.

= Poczatkowo guzy sa miesiste i biatawe. Z czasem stajg sie twarde,
zdrewniate i przybieraja ciemna, korkowatg strukture

= Rozrastajgce sie guzy niszczg tkanke naczyniowa, utrudniajac transport
wody i sktadnikéw odzywczych, co prowadzi do ostabienia wzrostu
winorosli, spadku plonéw (nawet o 40%) i w skrajnych przypadkach do
zamierania catych roslin.

= Oprocz guzow, A. vitis wywotuje rowniez zlokalizowane, wkleste
nekrozy na korzeniach.

= Patogen moze przetrwac systemicznie wewnatrz rosliny, nie dajac
zadnych objawow, co przyczynia sie do jego rozprzestrzeniania na
catym swiecie wraz z zakazonym materiatem rozmnozeniowym




Rak bakteryjny — cykl rozwojowy

Bakterie sg izolowane w soku komorkowym winorosli
A. vitis zimuje przede wszystkim w systemie korzeniowym

Wiosnag w warunkach duzej wilgotnosci nastepuje
transport bakterii wraz z woda

Podczas ,wedrowki” bakterie dostajg sie w obreb ran
powstatych najczesciej po zimie

Do tegorocznych pedow dostajg sie w fazie uzaleznionej
od rozwoju naczyn pomiedzy zdrewniatymi pedami, a
fozami

W badania nie izoluje sie bakterii w fozach, az do poczatku
ich lignifikacji

Nie stwierdza sie bakterii w wierzchotkach pedow

Bakterie sg transportowane przez ksylem, ale ich obecnos¢
stwierdza sie w tkance bezposrednio pod korg

Infekcja Systemiczna

tatwiejsza migracjaw
zdrewniatych pedach

Obecnosc w calym
systemie
naczyniowym




Rak bakteryjny — rola klimatu

Najpowazniejsze problemy bakteria wywotuje
w chtm:.lnvch rejt_:nach kl_imatvcznvch choé¢ ma
Mrozne i regularnie wystepujace zimy predysponujg rowniez znaczenie w regionach
winorosl do czestszego i silniejszego wywotywania srédziemnomorskich

ob;awow chnrpbowych Winnice czesto sg pozbawione:guzow

o bakteryjnych nawet przez kilka lat, az do
wystapienia warunkow sprzyjajacych infekcjom
(gtéwnie uszkodzenia mrozowe)

We Wioszech pojawienie sie guzow byto
Zwigzane z ostrymi zimami jakie miaty miejsce
w latach 1984-1985

Mré w stopniu

; zdecydowanie wigkszym niz w przypadku uszkodzeri & W Stanach Zjednoczonych nie obserwowano
&= mechanicznych Z wiekszych uszkodzen, az do momentu
e Ry W e T . rozszerzenia produkcji na obszary, gdzie winoros|
BN B T o s s o A 199 byta wystawiona na uszkodzenia mrozowe.
Wtedy liczba objawow dramatycznie wzrosta




Wrazliwos$¢ odmian i podktadek winorosli na porazenie
rakiem bakteryjnym w réznych krajach

Wrazliwe Oporne Kraj Wrazliwe Oporne

Chardonay, Potudniowa 110-Richter, 99-Richter, Jacques,
Semill#h, Riesling, Afryka Ramsey
Cagienan

. . - Hiszpania 161-49
Pumard, Pais, Pedro limenez, /Regina P
Torontel, Muscatel negra Wiochy

Mgt, Kober 5BB

Merlot, Lambrusco,%, Regina Kober 5BB
Italia Wegry Kober 5BB, Teleki 5C, Teleki 88,  Riparia Gloire, 101-14

Muscat d'Aleksandrie, Dabuki Paulsen 775, 287C Mgt
Izrael Ruggeri 140 1103 Paulsen

Chardop{y, Merlot, Wiekszos¢ odmian i
Riesling, cabernet krzyzéwek Vlabrusca (| ysa 110-Richter, Teleki 5C Couderc 3309, Riparia
sauvignion




Najwazniejsze czynniki infekcyjne

= Chemotaksja bakterii do ran na winorosli

= Szczegdlne powinowactwo bakterii do ran spowodowanych przez mroz

= |Indukcyjne wtasciwosci fenoli i innych zwigzkéw pojawiajgcych sie w miejscu zranienia

= Rosliny wydzielajg chemoatraktanty acetolosyringon (tez A. tumefaciens) syrynian metylu
= Indukcja onkogendw

A. vitis zawiera
y (B - . specjalne enzymy
= UTYLIZACJA OPIN . P umotliwiajace rozkfad
T Tl opin i ich
wykorzystywanie

= Produkcja auksyn i cytokinin

OPINY - s3 to zwigzki niskoczasteczkowe wydzielane przez tkanki roslinne,
wytacznie pod wptywem bakterii zawierajacych plazmid Ti, ktore stanowig dla
bakterii nisze pokarmowa




Proces infekcyjny

Krok 1:
Rana jako sygnat

Proces infekcji rozpoczyna sie
od zranienia roéliny (np. przez
mroz, grad, uszkodzenia
mechaniczne).

Krok 2:
~»  Woyciek sygnatéw
chemicznych

Zranione komarki roslinne
uwalniaja specyficzne zwiazki
fenolowe, takie jak
acetosyringon.

—>

Krok 3:

Chemotaksja -
ruch do celu

Zwiazki te dziatajg jak
chemoatraktanty. Bakterie
wykrywaja je i rozpoczynaja

ukierunkowany ruch
(chemotaksje) w strone rany.

Krok 4:
Przytaczenie
i transformacja

Po dotarciu do rany, bakterie
przyczepiaja sie do komorek
roslinnych, co aktywuje geny
vir i rozpoczyna proces
transferu T-DNA.




Rak bakteryjny — cykl rozwojowy

:. Infetcia e Na korzeniach brak jest
owych korzeni typowych guzéw natomiast

1. Zainfekowana wystepuja lokalne zranienia

winoro$l z guzami

| /j
2. Przetrwaniew 3.Sadzenie nowej
glebie (resztki winorosliw
korzeni, tkanki) Q skazonej glebie




Rak bakteryjny — cykl rozwojowy

Bakterie A.vitis moga porazac takze inne rosliny niz winorosl| jednak w jakis szczegdlny sposob
wykazujg powinowactwo przede wszystkim do krzewéw winnej latorosli

Moga co prawda rozwija¢ w obrebie ryzosfery innych roslin niz winorosl, ale jest to rozwagj
nieporownywalnie stabszy od tego jaki odbywa sie w sasiedztwie korzeni winorosli

Bakterie A. vitis “czujq sie” zdecydowanie lepiej w obecnosci korzeni winorosli niz w przypadku innych
roslin

Raz porazone krzewy stajg sie bowiem zrodtem porazenia dla nowych nasadzen praktycznie tak diugo,
jak dtugo szczatki roslinne nie zostang catkowicie roztozone

0 il

Rola mikrobiomu gleby w infekcji nie jest
\ dobrze poznana

/RYZOSFERA
Strefa pierwotnego oddziatywania korzeni w glebie o
zasiggu zmiennym w czasie i przestrzeni.

Rézni sie sktadem od innych czesci gleby i wplywa
na obieg azotu.

Stymuluje rozwéj bakterii, zarowno pod wzgledem
ilosci, jak i zroznicowania, natomiast wplywa
ograniczajaco na zréznicowanie grzyboéw /




Rak bakteryjny — zréznicowanie genetyczne

= Biotypy nietumorgeniczne znaleziono w glebie wsrod dzikich odmian
winorosli

= Biotypy tumorgeniczne znaleziono w glebach praktycznie wytacznie wsrod
odmian uprawnych

(KONKLUZ.IA:

Na glebach, na ktérych od lat nie uprawiano winorosli, istnieje
niewielkie ryzyko wystepowania biotypow wywotujacych guzy

Podstawowym czynnikiem odpowiedzialnym z pojawienie sie A. vitis
\ na plantacjach winorosli jest zainfekowany materiat szkotkarski

/




POZYSKIWANIE SADZONEK WOLNYCH OD A. VITIS

= Uwalnianie sadzonek od bakterii przy pomocy
gorgcej wody

* Hodowla z sadzonek z merystemow
wierzchotkowych

= Selekcja negatywna

" Wczesne wykrywanie

- detekcja patogena




Tworzenie matecznikdow wolnych od infekc;j

Istota tej metody jest pozyskiwanie szczytowych (0,1 - 1,0 mm)
fragmentow pedow, zawierajacych tylko merystem
wierzchotkowy pedu i ewentualnie kilka najmtodszych
zawigzkow lisciowych.

Hodowle merystemow bywajg najczesciej taczone z innymi
metodami zwalczania bakterii i wirusow: termoterapia,
chemioterapia, krioterapia, czy nawet - stosunkowo rzadko
spotykana — elektroterapia.

Pozyskiwane w ten sposob sadzonki sa nastepnie wysadzane w
matecznikach, z reguty w takich miejscach, gdzie wczesnie
winorosl nigdy nie rosta.

Dla pewnosci tak pozyskane rosliny mateczne i tak sa, co roku
sprawdzane na obecnosc bakterii.

Sadzonki pozyskiwane metodg kultur tkankowych z merystemow

wierzchotkowych wykazujg brak objawéw chorobowych nawet

po 7 latach od ich posadzenia w warunkach klimatu chtodnego, Testowanie Zatozenie Produkcja

ktdry sprzyja aktywizacji bakterii w tkankach. rosliny czystego sadzonek monitoring

matecznej matecznika




Metody wykrywania DNA bakterii w tkankach roslinnych

= PCR (reakcja tanncuchowa polimerazy) dla plazmidu Polimeraza
Ti— jako metoda podstawowa (szybka i praktyczna),
ale niska czutos¢ szczegolnie w przypadku badan
gleby

= Pozwala odrozniac szczepy patogeniczne i
niepatogeniczne

MNukleotydy

= Ostatnio opracowano nowe wysoce specyficzne
startery PCR ('repa’ i 'virD3cons’) do badania
powszechnosci patogenu — 10-krotnie wieksza
czutosc detekg;ji

Prébki gleby z winnic Prébki t6z z winnic

* Testy dowodzg, ze patogen jest szeroko
rozpowszechniony w tkankach, nawet bez
widocznych objawow (uspiony). Wczesne wykrywanie
w materiale przeznaczonym do sadzenia jest wiec
kluczowe

Whkryto DNA plazmidu Ti Wykryto DNA plazmidu Ti




Ochrona biologiczna

= Wyizolowano szczepy rodzaju Bacillus o silnych wtasciwosciach antagonistycznych.
Zidentyfikowano kilka gatunkow: B. amyloliquefaciens, B. velezensis, B. halotolerans, B.
subtilis i B. anthracis.

v'Szczepy te wykazywaty zdolnosé do inhibicji wzrostu patogenu in vitro (do 39,6%) oraz
redukcji wielkosci guzdéw in planta. Konsorcja mikrobiologiczne ztozone z réznych
kompatybilnych szczepow Bacillus w badaniach réowniez wykazywaty wysoka
skutecznosé

= Paraburkholderia phytofirmans PsJN: wykazuje dziatanie antagonistyczne,

= Pseudomonas fluorescens '1100-6": wykazat zdolnos$¢ do redukcji wielkosci guzow i
populacji patogenu na roslinach.

= Agrobacterium radiobacter K84: Jest to komercyjny bio-pestycyd skuteczny przeciwko
wielu szczepom Agrobacterium, jednak generalnie nieskuteczny wobec A. vitis ze
wzgledu na opornosc tego patogenu na produkowang przez K84 agrocyne 84




Ochrona biologiczna

= Antagonistyczne szczepy Agrobacterium
v'Szczep K84 (Polargocyna) — brak efektywnosci
v'Szczep F2/5

v'Szczep CG1077 (mutant F2/5 pozbawiony mozliwosci
wytwarzania agrocyny)

v'Szczep VAR 03-1
v'Szczep ) 73

[Patogen K308] + [Rana] = [Guz]

Patogen K308 >

v

==

‘/SZCZEP E 26 Szczep E26] + [Patogen K308] + [Rana) = [Brak guza)

v'Szczep MI15 — nietumorgeniczny A. vitis

}

v'Szczep HLB-2 + fumigant (methyl isotiocyaniate)
(VORLEX)




Ochrona biologiczna

Allorhizobium vitis szczep E26

= Nietumorgeniczny — nie posiada plazmidu Ti

= Produkuje agromycyne — substancje Szczep E26
antybiotykopodobna Ppcrymierzenie]

= Konkurencja o miejsce

= Chemotaksja — wykazuje zdolnos¢ do
aktytwnego ruchu w kierunku ran dzieki

obecnosci genu mcp, co jest kluczowe dla jego
skutecznosci

= Gen mcp jest niezbedny, aby skutecznie znalez¢
rane i zapewnic ochrone.

= Mutanty bez genu mcp traca zdolnosc
efektywnej ochrony

Szczep patogeniczny
(wrég)




Zwalczanie raka bakteryjnego

Kluczowy jest wybor stanowiska: Nalezy unikaé terenéw podmokiych, ciezkich gleb oraz
miejsc narazonych na zastoiska mrozowe, poniewaz uszkodzenia mrozowe pni sg
gtownymi miejscami infekcji

* Ochrona przed mrozem

v'dobdr podktadek (Couderc 3309, 101-14 Mgt,Riparia Gloire) i odmian (Fetaska regala, Pinot
Gris, Muscat Ottonel) odpornych na A. vitis

v'wtasciwe zbilansowane nawozenie jesienne (K,0)

v'unikanie zabiegéw mechanicznych przy sadzonkach tak dtugo, jak dtugo utrzymuje sie mréz i
wszelkich uszkodzen mechanicznych pni

= Unikanie mokrych i ciezkich ziemi
» Unikanie wystawy potnocnej
= Zdrowy materiat rozmnozeniowy

= Zwalczanie szkodliwych nicieni




Zwalczanie raka bakteryjnego cd.

Wtasciwe zbalansowane ciecie
Okopywanie sadzonek w celu ochrony dolnej czesci pni sadzonek (0,25-0,50 m)

Utrzymywanie wtasciwego wigoru roslin, od péznego lata do jesieni dla zapewnienia
wiasciwego zdrewnienia

Mozna prowadzi¢ winoros| na dwa pnie i wybiera¢ mniej chore pedy
W przypadku nagminnych wypadoéw rosliny nalezy karczowaé wraz z korzeniami

Miedz regularnie stosowana do zwalczania maczniaka rzekomego czesciowo chroni przed
infekcja A. vitis

Przy produkcji sadzonek termoterapia

Trwajg badania nad tworzeniem transgenicznych winorosli posiadajacych geny kodujace
peptydy przeciwbakteryjne lub mechanizmy blokujace integracje bakteryjnego T-DNA.




Kluczowe strategie i spojrzenie w przyszlos¢

Kierunki przyszlych badan

MONITORING:

Wykorzystuj <~ * Badania nad ekologig All. vitis

t . - -
mg?e\:ﬂ_fazﬁfe"frrfmg 'g' ¥]  w glebach poza winnicami w
i Leaipdieel , %, celu zrozumienia naturalnych
AKTYWNA OCHRONA: TEEEPALalOw:
Rozwaz,rt stofi(ow?rnnfs rlawdzonych e Okreélenie
dBentow Kon oli bio ogtczne . ) B -
(np. A. vitis E26). tumorogenicznosci szczepow
PREWENCIA: wykrywanych w srodowisku
Stosuj praktyki agrotechniczne naturalnym.
minimalizujace ryzyko zranien i wybieraj ]
odporne odmiany/podktadki. @ » Dalsze doskonalenie szybkich
i optacalnych metod
FUNDAMENT: diagnostycznych dla szkétek

Zaczynaj od bezwzglednie czystego,

i winogrodnikéw.
certyfikowanego materiatu nasadzeniowego. 5



