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Woda jako potencjalne zrodto
rozprzestrzeniania si¢ bakterii
Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus

Water as a potential source of Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus
dissemination

Badano czas przezycia Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus (Cms) w Srodowisku sterylnej
wody pochodzacej z jeziora, stawu i rzeki oraz wody destylowanej jako kontroli, przechowywanych w
réznych temperaturach. Wykonano izolacj¢ bakterii z zawiesin wodnych oraz test biologiczny na
ro§linach baklazana (Solanum melongena). Wyniki badan wykazaty, ze Cms moze przezyc¢ przez dlugi
okres czasu w 4°C w $rodowisku sterylnej wody z jeziora, stawu i rzeki oraz wody destylowane;j,
zachowujac zdolno$¢ do wywotania objawdéw chorobowych u roslin baktazana. Podwyzszenie
temperatury do 21°C spowodowato zarowno spadek liczebnosci bakterii w zawiesinach wodnych jak i
obnizenie infekcyjno$ci w stosunku do roslin baktazana.

Stowa kluczowe: baktazan, Clavibacter — michiganensis  ssp. sepedonicus, infekcyjnos¢,
przezywalno$¢ w wodzie

The survival period of Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus (Cms) in the environment of
sterile water originating from a lake, pond and a river and maintained at different temperatures was
assessed. Distilled water was used as a control variant. Isolation of bacteria from the suspensions and
biological test with the use of eggplant (Solanum melongena) assay plants were done. The results of
the study indicated that Cms was able to survive for a long time in the water from lake, pond or river
kept at 4°C. The bacteria retained the ability to cause infection in S. melongena. The increase in
environmental temperature up to 21°C resulted both in the decrease in Cms density in water suspensions
and in the diminished infectivity to eggplant plants.
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WSTEP

Bakterioza pier§cieniowa ziemniaka wywolywana przez Clavibacter michiganensis ssp.
sepedonicus (Spieckermann & Kotthoff) Davis et al. (EPPO/CABI, 1997) jest powaznym
zagrozeniem dla upraw ziemniaka w panstwach UE. Choroba ma status choroby
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kwarantannowej, wigc podlega zwalczaniu z urzedu, co reguluja odpowiednie akty prawne.
Wystapienie choroby moze powodowal powazne straty gospodarcze, zwigzane z
obnizeniem plonu na skutek zamierania roslin i gnicia bulw oraz dyskwalifikacjg plantacji
i natozeniem kwarantanny.

Za gtowne zrodto rozprzestrzeniania patogena uwaza si¢ porazone sadzeniaki. Oprocz
typowych objawow w bulwach, patogen moze porazaé¢ i zasiedla¢ ziemniaki w formie
bezobjawowej 1 w ten sposob przetrwac nie wykryty przez kilka rozmnozen wegetatyw-
nych (Boer i McNaughton, 1986; Manzer i in., 1987; Slack, 1987; Boer i in., 1992;
Pastuszewska i in., 2004, Pastuszewska, 2008).

Bakteria Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus jest organizmem biotroficznym,
czerpiagcym pokarm z zywych komorek rosliny zywiciela, ktorym jest ziemniak (Solanum
tuberosum). Patogen jest odporny na wysuszenie 1 z tego powodu moze zachowac
zywotno$¢ przez dluzszy okres czasu na skazonych powierzchniach. Nelson (1980)
dowiddt dtugotrwala zdolnos$¢ do przezycia na maszynach, powierzchniach produkcyjnych
i przechowalniczych oraz odziezy, podkreslajac znaczenie takich czynnikéw jak
temperatura i wilgotnos$¢, determinujgcych dlugos$é przezywania Cms. Patogen utrzymat
zywotno$¢, przez co najmniej 24 miesigce na jucie, papierze i plastiku, przechowywany w
warunkach niskiej wilgotnosci wzglednej 12% 1 w temperaturach 5°C lub 20°C. Przy
podwyzszonej wilgotnosci wzglednej do 94% 1 w tych samych temperaturach, przezyt
krocej niz 14 miesiecy. Temperatury ponizej 0°C raczej wydtuzaja okres przezywania
bakterii Cms (Slack, 1987). Wyniki badan prowadzonych w ostatnim czasie w Wielkiej
Brytanii (Elphinstone, 2004) wskazuja, ze przezywalno$¢ Cms ulega znacznemu obnizeniu
na mokrych powierzchniach lub na suchych powierzchniach, ale w wilgotnych warunkach.

Zdolnos¢ do przezywania Cms w glebie nie zostata jeszcze jednoznacznie okreslona.
Bakteria moze przezy¢ krocej w glebie wilgotnej, a dtuzej w niektorych gatunkach gleb, w
warunkach matej wilgotno$ci. Ryzyko zwigzane z potencjalng przezywalno$cig patogena
w glebie jest stabo okreslone i zwykle uwaza si¢ je za niskie. Sadzi si¢, ze przenoszenie
choroby poprzez bakterie znajdujace si¢ w glebie ma mate znaczenie w epidemiologii
bakteriozy pierscieniowej. Jest kilka doniesien o braku mozliwosci przeniesienia Cms na
polu, z chorych roslin na zdrowe (Dykstra, 1942; Sletten, 1985), chociaz w warunkach
stabego odwodnienia moze wystapi¢ potencjalne ryzyko porazenia roslin (Dykstra, 1941).
Wedlug Nelsona (1980; 1985) bakteria moze przezy¢ w suchych, zainfekowanych
lodygach ziemniaka przez 26—63 miesigcy. W glebie o wilgotnosci odpowiadajacej
wspotczynnikowi wiedniecia i w niskiej temperaturze (0°C — 10°C) patogen utrzymat
zywotno$¢ przez 278 dni, podczas gdy w tej samej glebie, ale w warunkach wodnej
pojemnosci polowej i przy 20°C bakteria przezyta tylko 6 dni (Nelson, 1979). W kolejnym
eksperymencie bakteria zachowata zywotno$¢ w sterylnej glebie, w 3°C przez 135 dni, a
znacznie krocej przezywala w niesterylnej glebie lub w wyzszych temperaturach (Dykstra,
1942). W doswiadczeniach polowych nie stwierdzono porazenia roslin uprawianych w
uprzednio silnie skazonej glebie, nawet, kiedy sadzeniaki przed wysadzeniem krojono
(Bonde, 1942; Dykstra, 1941, 1942).

Okres przezycia bakterii Cms w $rodowisku wodnym réwniez nie jest do konca
wyjasniony. Uwaza si¢, ze ryzyko rozprzestrzeniania Cms poprzez wode uzywang do
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nawadniania upraw jest nizsze, niz w przypadku bakterii Ralstonia solanacearum (R. sol.),
sprawcy choroby zwanej $§luzakiem. Nie znaleziono dotychczas innych roslin bytujacych
w ciekach wodnych, ktére moglyby by¢ potencjalnym zywicielem dla Cms, natomiast w
przypadku Ralstonia solanacearum taka rosling jest psianka stodkogorz (Solanum
dulcamara).

Celem badan bylo okreslenie czasu przezycia Clavibacter michiganensis ssp.
sepedonicus w skontaminowanej wodzie i ustalenie ewentualnego ryzyka rozprzestrze-
niania si¢ Cms za posrednictwem $rodowiska wodnego.

MATERIAL I METODY

Do badan wykorzystano polski szczep Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus BPR
IOR 527, pochodzacy z Banku Patogenow Roslin Instytutu Ochrony Ro$lin w Poznaniu.
Prowadzono hodowle czystych kultur szczepu, na podtozu statym YPGA (agar drozdzowo-
peptonowo-glukozowy).

Jako material badawczy wykorzystano 4 Zzrodta wody: z matych zbiornikow stawu i
jeziora, z rzeki Wisty oraz wod¢ destylowana. Proby wod przefiltrowano przez sterylne
membrany bakteriologiczne o $rednicy poréw 0,2 um. W kazdym ze zZrddet wody
sporzadzono zawiesiny bakteryjne szczepu Cms BPR IOR 527 i umieszczono je w
zamykanych, sterylnych pojemnikach bakteriologicznych w temperaturach: 4°C, 21°C,
35°C (woda z jeziora, stawu i rzeki, woda destylowana nr 1, woda destylowana nr 2), oraz
30°C (woda destylowana).

Jednoczesnie, w celu okreslenia liczebnosci bakterii w momencie rozpoczecia
doswiadczenia, wykonano posiew zawiesin na szalki Petriego z podtozem mikrobiolo-
gicznym YPGA. Przeprowadzano kontrole przezycia bakterii w poszczegdlnych rodzajach
wody irdéznych warunkach temperatury, w odstepach czasowych 1 miesigca dla 4°C (przez
okres 10 miesigcy) i 21°C (przez 3 miesigce), natomiast dla 30°C w odstepach 4 dni, a dla
35°Cw 61 8 dniu.

Wykonano izolowanie bakterii sporzadzajac szereg 10-krotnych rozcienczen zawiesiny
w 0,9% NaCl i posiewajac powierzchniowo na plytki Petriego z podtozem YPGA. Po
uplywie 3, 5,7, 10 i 14 dni oceniono wzrost kolonii Cms.

Przeprowadzono 3 testy baktazanowe dla oceny patogeniczno$ci bakterii Cms, wedtug
nastepujacej procedury. W tym celu siewki baklazana (Solanum melongena L), odmiana
Black Beauty, w stadium trzeciego liScia inokulowano zawiesinami badanych wod.
Inokulacje roslin (po 5 roslin dla kazdego rodzaju wody) przeprowadzano przy pomocy
igly do iniekcji 23 G (0,6 x 25) i strzykawki (2 ml), pomiedzy liscieniami i pierwszym
lisciem. Do eksperymentu dotaczano kontrolg negatywng (sterylny bufor PB) i pozytywna
(zawiesina Cms szczep BPR IOR 527). Zakazone ro$liny baktazana inkubowano w pokoju
hodowlanym, w 21°C, przy 14. godz. o$§wietleniu przez okres 40. dni. Poczawszy od 7.
dnia trwania testu notowano wystgpowanie objawow.
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WYNIKI

Cms wyizolowano po 10 miesigcach utrzymywania w zawiesinie wody destylowanej nr
1 w temperaturze 4°C (rys. 1). Liczebnos¢ bakterii w badanej zawiesinie zmniejszyla si¢ z
2,2 x 10® do 2,3 x 10° jednostek tworzacych kolonie w ml (jtk/ml). Po 8 miesigcach
utrzymywania Cms w wodzie destylowanej nr 2 (rys. 1) liczebno$¢ bakterii zmniejszyta
sie z 1,6 x 10° jtk/ml do 9 x 10*jtk/ml, natomiast w wodzie z jeziora (rys. 1) z 7 x 107
jtk/ml do 6 x 10° jtk/ml. Brak danych w kolejnych miesigcach byt spowodowany konta-
minacjg zawiesiny niepozadanym gatunkiem bakterii, uniemozliwiajagcym identyfikacje
kolonii Cms. W pozostatych rodzajach wdd (staw i rzeka) Cms nadal utrzymuje zywotnos$¢,
stwierdzono jednak wyrazna redukcje liczebnos$ci kolonii bakteryjnych (rys. 1).

1,00E+10

1,00E+09

1,00E+08 N—= a(\

1,00E+07 AR\ \

' AY \

1,00E+06 AN 75 —
\N <

o0 \:/9—@

liczebnos¢ [jtk/ml] - densities [cfu/ml]

1,00E+04
1,00E+03
1,00E+02 T T T T . . .
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
miesigce - months
—o—w oda dest. 1 - distilled w ater =¥—w oda dest. 2 - distilled w ater

jezioro - lake staw - pond

—e—rzeka - river

Rys. 1. Przezywalno$¢ Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus w zawiesinach wodnych
w temperaturze 4°C (log jtk/ml)
Fig. 1. Survival of Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus in water suspensions at 4°C (log cfu/ml)

W 21°C, do trzech miesi¢cy trwania testu, bakterie Cms izolowano z wszystkich
zawiesin (rys. 2). Najwigkszg redukcje liczebnosci uzyskiwanych kolonii bakteryjnych
zanotowano w wodzie z jeziora, natomiast najmniejszy spadek liczebnosci bakterii wyka-
zano w srodowisku wody destylowane;.

Po 30 dniach utrzymywania zawiesiny bakterii w wodzie destylowanej, w 30°C (tab. 1),
bakterie nadal byly zywe, chociaz zaobserwowano wyrazny spadek liczebnosci kolonii
Cms z 4,2 x 10° jtk/ml do 1 x 10° jtk/ml. Badajac w 6 i 8 dniu zawiesiny wodne z jeziora,
stawu 1 rzeki oraz z wody destylowanej 1 1 2, utrzymywane w 35°C (tab. 2), nie
odnotowano wzrostu bakterii na pozywce.
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Tabela 1
Przezywalno$¢ Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus w zawiesinie wody destylowanej
w temperaturze 30°C (jtk/ml)
Survival of Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus in distilled water suspension at 30°C (cfu/ml)

Koncentracja
poczatkowa
Initial concentration

4 dzien 8 dzien 12 dzien | 18 dzien | 22 dzien | 26 dzien | 30 dzien
4hday | 8"Day | 12"day | 18%day | 22™day | 26%day | 30" day

Rodzaj wody
Kind of water

Woda
destylowana 4.2x10° 1,03x10°  1,4x10° 6x10* 4x10* 3x10° 4x10° 1x103
Distilled water
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Rys. 2. Przezywalno$¢ Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus w zawiesinach wodnych
w temperaturze 21°C (log jtk/ml)
Fig. 2. Survival of Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus in water suspensions at 21°C (log cfu/ml)

Przeprowadzono 3 testy infekcyjnosci bakterii na baktazanie dla kombinacji
przechowywanej w 4°C (po dwoch tygodniach, po 5 i 10 miesigcach) oraz jeden dla
kombinacji w 21°C (po dwoch tygodniach). Bakterie Cms stracity catkowicie infekcyjnosé
po dwoch tygodniach trwania doswiadczenia, dla kombinacji przechowywanej w 21°C —
w wodzie z jeziora, stawu oraz wody destylowanej; oraz po 10 miesigcach, dla kombinacji
w 4°C, — w zawiesinie wody z jeziora i wody destylowanej nr 2. Bakterie Cms zachowaty
infekcyjno$¢ do konca doswiadczenia, w kombinacji przechowywanej w 4°C, w wodzie ze
stawu i rzeki oraz w wodzie destylowanej nr 1.
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Tabela 2
Przezywalno$¢ Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus w réznych zawiesinach wodnych
w temperaturze 35°C (jtk/ml)
Survival of Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus in different distilled water suspensions at 35°C

(cfu/ml)

Rodzaj wody Koncentracja poczatkowa 6 dzien 8 dzien

Kind of water Initial concentration 6" day 8" day
Woda dest. 1 — Distilled water 1 3x107 0 0
Woda dest. 2 — Distilled water 2 2,6x107 0 0
Jezioro — Lake 4,7x107 0 0
Staw Pond 7x108 0 0
Rzeka — River 2x107 0 0

DYSKUSJA

W celu okreslenia ryzyka rozprzestrzeniania Cms poprzez wody powierzchniowe i
sciekowe oraz porazenia roslin ziemniaka za posrednictwem skazonej wody uzytej do
nawadniania, zbadano wptyw czynnika zrédta wody i temperatury na dtugos¢ okresu
przezywania bakterii. Przeprowadzono izolacj¢ patogena na pozywce mikrobiologicznej i
inokulacje ro$lin baktazana. Ze wzgledu na powolny wzrost Cms na sztucznym podiozu,
niewspdtzawodniczenie z innymi bakteriami patogenicznymi i saprofitycznym oraz brak
pozywki selektywnej, w badaniach ograniczono si¢ do wody sterylizowane;j filtrowane;j
przez membrany bakteriologiczne.

Ryzyko przenoszenia Cms w wodzie powierzchniowej uzywanej do nawadniania,
uwazane jest za mniejsze, niz w przypadku sluzaka (Ralstonia solanacearum). Cms nie jest
patogenem dla Solanum dulcamara, jednym z nielicznych wodnych gatunkow
europejskich, nalezacych do Solanaceae (Knorr, 1948, Wolf i Beckhoven, 2004). Jak
podaje Elphinstone (2004) w Anglii dowiedziono, Ze istnieje ryzyko zakazenia zdrowych
bulw ziemniaka poprzez mycie w wodzie uzytej dwie doby wczesniej do umycia bulw,
porazonych przez Cms. Autor dopatruje si¢, ze w taki sposob, w 2002 roku, w miejscu
pakowania, mogto dojs¢ do zakazenia ziemniakow towarowych, od porazonej przez Cms,
partii ziemniakow, importowanych do Wielkiej Brytanii. Wolf i Beckhoven (2004)
wykrywali zywe komoérki Cms do 7 dnia przechowywania w niesterylnej wodzie
powierzchniowej, wczesniej skazonej Cms, bez wzgledu na zrodto pochodzenia wody.
Autorzy sugeruja, ze w tym czasie, patogen moze by¢ transportowany droga wodna na duze
odleglosci, szczegolnie w rzekach. Zakazone wody stwarzaja pewne zagrozenie dla upraw
ziemniaka, jednak z drugiej strony, by to nastgpito musiatoby istnie¢ state zrédlo
uwalniania bakterii, bowiem w wodzie koncentracja patogena ulega zmniejszeniu.

W badaniach nie zaobserwowano wzrostu liczebnosci jednostek tworzacych kolonie
Cms (rys. 1), w zadnym ze zrédet wody uzytych do przygotowania zawiesin bakteryjnych.
Czyste kultury Cms wyosobniono po 10 miesigcach utrzymywania w 4°C w wodzie
destylowanej, oraz w wodzie ze stawu i rzeki. Liczebno$¢ populacji Cms zmniejszyla sig
odpowiednio w wodzie destylowanej nr 1 z 2,2 x 10% do 2,3 x 10°, w wodzie ze stawu z
3,5 % 107C do 2 x 10°, w wodzie z rzeki z 3 x 107 do 3 x 10* jtk/ml. W przypadku wody z
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jeziora i wody destylowanej nr 2, Cms byt izolowany do 8. miesigca, potem nastgpila
kontaminacja wody niepozgdanym gatunkiem bakterii, ktory uniemozliwit identyfikacje
kolonii Cms na pozywce.

Wolf i Beckhoven (2004) zaobserwowany brak wzrostu populacji Cms we wszystkich
zastosowanych rozcienczalnikach tlumaczyli wzglednie niska zdolno$cig patogena do
przezywania w Srodowisku wodnym. Niewielki wzrost liczebno$ci, jaki wystapit w
sterylnej wodzie wodociagowej, przypisali rozdzieleniu si¢ tworzacych agregaty kolonii
Cms. Autorzy uznali 35 dni za maksymalny czas przezywania Cms w sterylnej wodzie z
kranu, w 20°C. Krotszy okres uzyskali dla zawiesiny sterylnej wody MiliQ i sztucznego
ptynu z ksylemu.

Z wszystkich zawiesin utrzymywanych w 21°C, do 3. miesigca trwania badan
izolowano Cms (rys. 2). Najwigksza redukcje w liczebnosci populacji zanotowano w
wodzie z jeziora, najmniejszg w wodzie destylowanej. W 30°C bakteria przezyta w wodzie
destylowanej do 30 dni, chociaz nastgpita znaczna redukcja koncentracji, z 4,2 x 10° do
1 x 10° jtk/ml (tab. 2).

Wykazano, ze patogen utrzymywany w 4°C w sterylnych zawiesinach wodnych wody
destylowanej nr 1 1 2, oraz z jeziora, rzeki i stawu zachowal patogeniczno$¢ przez okres 5
miesiecy, po 10 miesigcach nie obserwowano objawow na roslinach infekowanych woda
destylowang nr 2 oraz wodg z jeziora. Natomiast dla 21°C, po dwodch tygodniach od
rozpoczecia badan objawy choroby uwidocznily si¢ jedynie na roslinach baktazana
inokulowanych zawiesing z rzeki.

WNIOSKI

1. Uzyskane wyniki badan wskazuja na zdolnos$¢ bakterii Clavibacter michiganensis ssp.
sepedonicus do dlugotrwalego przezywania w sterylnej wodzie destylowanej, oraz
pochodzacej z jeziora, stawu i rzeki, przechowywanej w temperaturze 4°C.

2. Stwierdzono istotny wplyw poziomu temperatury na utrzymywanie si¢ przy zyciu
bakterii Cms, temp. 21°C wptyneta na spadek liczebnos$ci bakterii w zawiesinach.

3. Woda o temperaturze powyzej 30°C stanowi niedogodne Srodowisko dla przezycia
bakterii Cms.

4. Przeprowadzone testy biologiczne na baktazanie potwierdzily zachowanie przez Cms
infekcyjnosci w $rodowisku wodnym, w temp. 4°C, po uplywie, co najmniej 10
miesigcy. Uwidocznito si¢ to w postaci typowych objawoéw chorobowych na roslinach
testowych, inokulowanych zawiesing bakterii w wodzie destylowanej nr 1 oraz w
wodzie ze stawu i rzeki.

5. Temperatura 21°C wptyne¢ta na obnizenie infekcyjnosci Cms w stosunku do baktazana.
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