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Patogenicznos¢ izolatow Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus wzgledem
baktazana (Solanum melongena) 1 ziemniaka

(Solanum tuberosum)

Pathogenicity of the Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus isolates to eggplant
(Solanum melongena) and potato (Solanum tuberosum)

Celem przeprowadzonych badan bylo sprawdzenie patogenicznosci 10 izolatdow Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus (Cms), sprawcy bakteriozy pier§cieniowej ziemniaka, uzyskanych z
ekstraktow bulw ziemniaka porazonych latentnie choroba. Wyosobniono 10 izolatow C. michiganensis
subsp. sepedonicus i badano ich chorobotwdrczos¢ w stosunku do baktazana (Solanum melongena) i
ziemniaka (Solanum tuberosum). Wykazano, ze badane izolaty sa patogeniczne w réoznym stopniu
wzgledem ziemniaka i baktazana.

Stowa kluczowe: Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus, ziemniak, baklazan, patogenicznos¢

The aim of the study was testing of pathogenicity of 10 isolates of Clavibacter michiganensis ssp.
sepedonicus (Cms) — causal agent of potato bacterial ring rot. The isolates were collected from tissue
extracts of tubers with latent form of the disease and were tested for pathogenicity to eggplant (Solanum
melongena) and potato (Solanum tuberosum). Differences related to the eggplant or potato tester
species were observed in the pathogenicity of the isolates.

Key words: Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus, eggplant, pathogenicity, potato

WSTEP

Bakterioza pier§cieniowa ziemniaka powodowana przez Clavibacter michiganensis
subsp. sepedonicus (Cms) jest choroba, ktéra stanowi powazne zagrozenie dla upraw
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ziemniaka. W krajach cztonkowskich UE sprawca choroby ma status organizmu objetego
kwarantanng i jest zwalczany z urzedu.

Glownym zrodtem rozprzestrzeniania Cms sg porazone sadzeniaki, w ktorych po wy-
sadzeniu bakterie rozmnazajg si¢ i przemieszczajg systemem wigzek przewodzacych do
todyg i ogonkow lisciowych, stad do korzeni i bulw potomnych. Patogen moze zakazi¢
i zasiedla¢ tkanke naczyniowg todyg i bulw ziemniaka nie wywotujgc objawdw i nie by¢
wykrytym na podstawie obserwacji w ciggu kilku rozmnozen wegetatywnych bulw
(Sletten, 1985; De Boer i Mc Cann, 1990; Kawchuk i in., 1998; Pastuszewska i Junosza
Kisielewski, 2002, 2004; Pastuszewska, 2008).

Wystapienie objawdw choroby zalezy od odmiany ziemniaka, wielko$ci populacji
patogena w wigzkach przewodzacych i jego wirulencji oraz warunkéw $rodowiska, przy
czym objawy te rozwijaja si¢ szybciej przy temperaturze 18-25°C, a optimum temperatury
dla odmian rézni si¢. Na cze$ciach nadziemnych roslin ziemniaka objawy chorobowe
ujawniaja si¢ zwykle po kwitnieniu lub nawet wtedy, gdy rosliny koncza wegetacj¢. Z tego
powodu choroba moze by¢ trudna do wykrycia lub mylona z innymi chorobami
infekcyjnymi, skutkami suszy, objawami starzenia si¢ ro§liny i uszkodzeniami
mechanicznymi. We wczesnych stadiach choroby na todygach ziemniaka moze pojawié
si¢ wiedniecie brzegow listkow, a w pozniejszym okresie pomiedzy nerwami rozwijaja si¢
plamy chlorotyczne, potem nekrozy i nastgpuje usychanie lisci (De Boer i Slack, 1984).
Moga by¢ zaatakowane liScie z jednej strony todygi lub listki z jednej strony liscia.
Wigdnigcie calych pedow wystepuje wyjatkowo przy silnym porazeniu. Wczesne objawy
choroby bulw moga by¢ obserwowane po ich przekrojeniu w czg$ci przystolonowej.
Tkanka przewodzaca poczawszy od stolonu staje si¢ szklista i ciemniejsza, pozniej objawy
te rozszerzaja si¢ stopniowo na caly pierscien. Po Scisnigciu bulwy z wiazek
przewodzacych wydziela si¢ serowaty, kremowo-bialty wyciek bakteryjny.
W zaawansowanym stadium porazenia na powierzchni bulw mozna obserwowac spgkania.

Celem badan bylo poroéwnanie 10 izolatéw Cms uzyskanych z bulw ziemniaka,
pochodzacych z réznych regiondw kraju, pod wzgledem patogeniczno$ci w stosunku
do baktazana i ziemniaka.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono w latach 2008-2009 w IHAR — PIB, Oddziat w Bydgoszczy
i w Radzikowie. W 2008 roku nawigzano wspotprace z Panstwowsg Inspekcjg Ochrony
Roslin i Nasiennictwa, dzigki ktorej uzyskano z kilku laboratoriow WIORIN ekstrakty z
tkanki bulw réznych odmian ziemniaka, porazonych latentnie przez sprawce bakteriozy
pier§cieniowej. Ekstrakty stanowily material do wyosobnienia czystych kultur bakterii,
ktore przeprowadzono przez bezposredni posiew ekstraktow i ich rozcienczen na pozywki
polselektywne MNTA oraz NCP 88, badz posrednio przez inokulacje siewek baktazana
pozyskanym ekstraktem Cms, w celu rozmnozenia populacji patogena. Nastepnie
przeprowadzono identyfikacj¢ bakterii Cms w izolowanych kulturach bakteryjnych w
oparciu o metode serologiczna (test IF z zastosowaniem przeciwciat poliklonalnych i
monoklonalnych) i metod¢ molekularng (reakcja PCR). Kultury bakteryjne, dla ktorych we
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wszystkich przeprowadzonych testach uzyskano wynik pozytywny zostaly uznane za
izolaty Cms.

Uzyskano w ten sposéob 10 izolatdow Cms (o numerach: I/ Biatystok 2408, 11/ Biatystok
2389, 111/ Biatystok 2440, IV/ Krakow 4398, V/ Krakow 4711, VI/ Warszawa 70, VII/
Warszawa 11, VIII/ Wroctaw 2470, IX/ Wroctaw 2409, X/ Wroctaw 2313). Izolaty uzyto
do badan w 2009 roku, oceniono ich patogeniczno$¢ w stosunku do baktazana w tescie
laboratoryjnym oraz do ziemniaka w do§wiadczeniu polowym. Jako wzorzec zastosowano
szczep Cms BPR IOR 527.

Test patogenicznosci wzgledem baktazana przeprowadzono inokulujac rosliny
wysadzone w skrzynkach w pokoju wegetacyjnym. Siewki baklazana (odmiana Black
Beauty) w stadium trzeciego liscia inokulowano w todyge zawiesinami pieciodniowych
kultur izolatébw o poziomie 10® jtk/ml. Badania przeprowadzono na pieciu ro§linach dla
kazdego izolatu. Zakazone siewki inkubowano w temperaturze 21°C, przy 14 godzinnym
o$wietleniu, przez 25-40 dni. Od 5 dnia po inokulacji prowadzono obserwacje roslin.
Objawy choroby oceniono wedtug skali zaproponowanej przez Stead 1 Janse
(http://www.fera.defra.gov.uk) i zamieszczono w tabeli 1.

Do testow na ziemniaku uzyto trzech odmian Annabelle, Benek i Felka, ktore
we wezesniejszych doswiadczeniach przeprowadzonych w IHAR — PIB, Oddziat
w Bydgoszczy charakteryzowaly si¢ zrdéznicowang podatnoS$cig na porazenie przez
Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus. W dniu 28 kwietnia 2009 roku bulwy
inokulowano zawiesinami badanych izolatow i szczepu BPR IOR 527 o koncentracji
10%jtk/ml i wysadzono do gruntu, na polu do$wiadczalnym w Bydgoszczy. Badania
wykonano w 10 powtdrzeniach dla kazdego izolatu i kazdej odmiany. Zbidr bulw
przeprowadzono 23 wrzesnia. Liczb¢ uzyskanych bulw potomnych, a nast¢pnie obser-
wowanych pod wzglgdem objawow makroskopowych przedstawiono w tabeli 2.
Ze zbiorczych prob bulw spod jednego krzaka (bez bulw z objawami) wykonano testy
serologiczne metodg immunofluorescencji posredniej (test IF). Na podstawie wynikow
testu IF okreslono porazenie bulw wedtug skali 8-stopniowej: 8 — $rednio powyzej 500
komoérek Cms w polu widzenia preparatu; 1 — $rednio od 1-20 komoérek Cms w pre-
paracie, a nastepnie wykorzystujac wzor podany przez Townsenda i Heubergera (Golenia,
1972), obliczono ogdlny stopien porazenia bulw wyrazajacy si¢ procentowym stosunkiem
porazonych bulw, w ktorych stwierdzono obecno$¢ komorek Cms do ogolnej liczby bulw
mogacych by¢ maksymalnie porazonymi (tab. 2).

WYNIKI I DYSKUSJA

Diagnostyka bakteriozy piercieniowej ziemniaka ze wzgledu na zasiedlenie przez
sprawce wewngtrznych czgsci rosliny, jest trudna. Szczegdétowe metody wykrywania
i identyfikacji sprawcy choroby, stosowane rutynowo przez laboratoria Panstwowej
Inspekcji Ochrony Roslin i Nasiennictwa, sg zamieszczone w Dyrektywie Komisji
2006/56/WE z dnia 12 czerwca 2006 roku. Polegaja one na laboratoryjnej analizie proby
200 bulw reprezentujacej partic 25-tonowa. Probe ocenia si¢ wizualnie, nastepnie
przeprowadza si¢ ekstrakcje bakterii z tkanki bulwy, pobranej z okolicy przystolonowe;j
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i wykrywa komorki Cms za pomoca testow identyfikacyjnych, wykorzystujacych rozne
cechy biologiczne bakterii (IF, FISH, PCR). Pozytywne wyniki testow potwierdza si¢
w teScie biologicznym na baklazanie oraz przez izolacj¢ na selektywne podtoza
mikrobiologiczne.

Test na baktazanie, do wykrywania Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus —
sprawcy bakteriozy pier$cieniowe]j ziemniaka, opisali Olsson (1976) oraz Lelliott i Sellar
(1976). Autorzy ci w tescie na baklazanie wykrywali jedng porazong latentnie bulwe,
zmieszang z 99 zdrowymi bulwami. Podali objawy choroby wywotanej przez Cms
w postaci wigdnigcia, ktore moze rozpoczynac si¢ od brzegdw lisci lub przestrzeni miedzy
nerwami. W fazie poczatkowej zwiednigte fragmenty tkanki moga by¢ ciemniejsze niz
tkanka otaczajgca oraz sa lekko blyszczace i nasaczone woda. Wigdnigcie poczatkowo
moze ogranicza¢ si¢ do centralnej cze¢$ci blaszki liSciowej, pdzniej rozprzestrzenia si¢ na
caty lis¢. Nastepnie mogg wystapi¢ plamy nekrotyczne. Objawy choroby na baklazanie
opisali rowniez inni autorzy. Janse i Vaerenbergh (1987) podaja jako pierwsze objawy
wigdnigcie brzegow lisci z jednej lub dwoch stron liscia i srebrzyste do ciemnozielonych
plamy na powierzchni lub na czubku liscia. W p6zniejszych stadiach czubki lisci wydaja
sie pomarszczone i zOtkng. Przy uzyciu inokulum o wyzszej koncentracji (10° jtk/ml - 108
jtk/ml) wigdnigcie objeto wszystkie liscie infekowanej rosliny, podczas gdy przy nizszej
tylko pojedyncze liScie. Autorzy zanotowali roznice w czasie pojawienia si¢ objawow w
réznych temperaturach, w temp. 21°C pomig¢dzy 6 do 8 dnia, podczas gdy w temp. 28°C
pomiedzy 6 a 23 dniem testu. Pastuszewska i Brzozowski (2006) obserwowali objawy
bakteriozy pierScieniowej na ro$linach baklazana inokulowanych zawiesinami o
zroéznicowanej liczebno$ci komodrek Cms. Najwczesniejsze objawy, w postaci lekkiego
wigdnigcia tkanki blaszek lisciowych, przy czym zwigdle tkanki byty ciemnozielone i
wygladaty na natluszczone i nawodnione, zaobserwowano po uptywie 7 dni od zakazenia
na 4 z 10 ro$lin zakazonych inokulum o koncentracji 9,1 x 10° jtk/ml. Na ro$linach
zakazonych zawiesinami 9,1 x 10°- 9,1 x 107 jtk/ml objawy zanotowano po odpowiednio
111 14 dniach. Zadnych objaw6w nie obserwowano na roslinach inokulowanych zawiesing
Cms ponizej 10° jtk/ml. Bishop i Slack (1987) jako pierwsze objawy po infekcji
obserwowali wiedniecie brzegéow lub sektorowe, pierwszego lub drugiego liscia
wlasciwego. Stead i1 Janse (http://www.fera.defra.gov.uk) oraz Dyrektywa Komisji
2006/56/WE mowia o wiednieciu lisci oberzyny, ktore moze rozpoczynac si¢ od brzegdéw
lub przestrzeni migdzy nerwami. Zwiednigte tkanki moga by¢ poczatkowo ciemnozielone
lub plamiste, jasniejsze przed znekrotyzowaniem. Wiedngce tkanki mi¢dzy nerwami
wygladajg na oleiste i nasgczone woda.

W tabeli 1 przedstawiono wyniki testu patogenicznosci izolatow Cms na roslinach
baktazana. Wyniki wskazuja, ze badane izolaty z wyjatkiem Cms VI/ Warszawa 70 sa
patogeniczne i to w roéznym stopniu, w stosunku do siewek baktazana, wywolujac
wigdnigcie lisci i plamistosci.
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Tabela 1
Objawy choroby na liSciach baklazana (Solanum melongena odmiana Black Beauty) w teScie
patogenicznosci izolatow Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus
Symptoms of disease on eggplant leaves (Solanum melongena cv. Black Beauty) in pathogenicity test
with Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus isolates

Plamy, nekrozy — Patches, necrosis Wigdniecie — Wilting
liczba ro$lin z liczba roélin z
Nrizolatu objawami/liczba roélin |ostro§¢ objawow w skali| objawami/liczba roslin o )
Isolate No. badanych 1-5 o badanych Wle;.dn.lc;(n.e w skali 1-5
number of plants symptoms severity in number of plants wilting in scale 1-5
showing symptoms/ scale 1-5 showing symptoms/
number of tested plants number of tested plants

1/5 1 2/5 1
I/ Biatystok 2408 2/5 2 1/5 2
2/5 4 2/5 3
2/5 2 1/5 1
1I/ Biatystok 2389 3/5 4 3/5 2
1/5 3
1/5 1 1/5 1
111/ Biatystok 2440 3/5 2 3/5 2
1/5 4 1/5 1
IV/ Krakow 4398 ig § ig §
. 3/5 3 3/5 2
V/ Krakéw 4711 2/5 4 2/5 3
VI/ Warszawa 70 5/5 1 5/5 1
4/5 3 5/5 3

VII/ Warszawa 11 /5 4
VIII/ Wroctaw 5/5 4 2/5 2
2470 3/5 3
1/5 2 1/5 2
IX/ Wroctaw 2409 4/5 4 1/5 3
3/5 4
1/5 2 5/5 2

X/ Wroctaw 2313 4/5 4
1/5 3 2/5 1
Contro 4/5 4 1/5 2
Crms BPR IOR 527 15 3
1/5 4

Nasilenie objawow; Symptoms severity:

1.Brak objawow; No symptoms

2.Lekkie, oleiste plamy; Light patches

3. Wyrazne, oleiste plamy; Pronounced oily patches

4. Chlorozy; Chlorosis,

5. Nekrozy; Tissue death/necrosis

Skala wigdniecia lisci; Wilting:

1.Brak; None

2.Lekkie wigdnigcie brzegdéw blaszki; Small marginal wilting
3.Czesciowe wiegdnigceie lisci; Sectored wilting

4.Wyrazne, rozszerzajace si¢ wiednigcie, kurczenie lisci; Pronounced extender wilting and collapse of leaf
5.Caly 1i$¢ zwigdnigty; Whole leaf wilted

Notowano lekkie oleiste, ciemne plamy (2 w skali), poprzez wyrazne oleiste plamy (3) do
chloroz (4) obserwowanych na roslinach infekowanych izolatami nr I, 11, III, V, VII, VIII,
IXi X. W przypadku dwoch izolatow nr 1 1 Il plamisto$ci wystapily na 4 z 5 testowanych
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ro§lin, a pozostate izolaty wywolaly objawy na 5 z 5 badanych roslin. Zaobserwowano
lekkie wiednigcie liSci od brzegdw blaszki (2 w skali wiednigcia), poprzez czesciowe (3)
do rozszerzajacego si¢ na catg blaszke (4). Sze$¢ izolatow nr IV, V, VII, VIIL, IX i X
wywotalo wiednigcie lisci na wszystkich pigciu testowanych roslinach, izolat II na
czterech, za$ izolaty I i Il na trzech ro$linach.

Z badanych 10 izolatoéw Cms, jeden (VI/Warszawa 70) nie wywotywatl objawoéw na
baktazanie, co mozna tlumaczy¢ obnizong patogeniczno$cig spowodowang by¢ moze
dhuzsza hodowlg na sztucznym podtozu.

Odmiany ziemniaka r6znig si¢ podatnos$ciag na porazenie przez sprawce bakteriozy
pier$cieniowej ziemniaka (Sletten, 1985; De Boer i Mc Cann, 1990, De Boer i in., 1992;
Nelson i in., 1992; Pastuszewska i Junosza Kisielewski, 2002, 2004). Kawchuk i wsp.
(1998) w wieloletnich obserwacjach, zauwazyli malg korelacj¢ pomigdzy objawami
choroby na cze$ci nadziemnej i bulwach. Pojawienie si¢ objawow na roslinach na plantacji
jest zmienne i nie zawsze widoczne, czg¢sto moze by¢ maskowane przez objawy starzenia
si¢ roslin, a takze obecno$¢ innych patogenow (Slack, 1987).

W tabeli 2 zamieszczono porazenie bulw potomnych roéznych odmian ziemniaka,
wyrostych z sadzeniakow infekowanych badanymi izolatami Cms. Wyniki wskazuja, ze
odmiana ziemniaka miala wpltyw na porazenie bulw potomnych przez Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus. Sposrod badanych odmian ziemniaka wysoka
podatnos¢ w przypadku inokulum sporzadzonego z wigkszoSci izolatow, wykazaty
odmiany Felka i Benek, a niska odmiana Annabelle. W potomstwie wszystkich odmian
stwierdzono bulwy z objawami bakteriozy pierScieniowej. W przypadku odmiany
Annabelle podczas obserwacji wykonanych po zbiorze stwierdzono 1 bulwe w potomstwie
bulw inokulowanych izolatem X, po przechowaniu — 4 bulwy w potomstwie bulw
inokulowanych izolatami: II, VII, VIII i IX. W odmianie Benek odpowiednio po zbiorze
— 3 bulwy, po jednej w potomstwie bulw infekowanych izolatami: I, V i X, a
po przechowaniu 36 bulw: 1 w potomstwie bulw infekowanych izolatami Il i VI, 2 bulwy
— izolatem I, 3 bulwy — izolatem V, 4 bulwy izolatem VIII, po 6 bulw izolatem III, IX
i X oraz 7 — izolatem IV. Natomiast w odmianie Felka po zbiorze zanotowano 2 bulwy
z objawami, w przypadku inokulum sporzadzonego z izolatu VI, po zbiorze — 20 bulw,
w tym 1 bulwe w potomstwie bulw infekowanych izolatem III, po 2 bulwy izolatami IV,
V i VIII; 4 bulwy — izolatem I oraz 9 bulw w przypadku zakazenia izolatem VI. Stopien
porazonych latentnie bulw byt zréznicowany dla wszystkich odmian w zaleznosci od za-
stosowanego izolatu, dla odmiany Felka wahat si¢ w granicach od 1,45%—89,55% (dla 8
izolatow wyniost powyzej 50%), dla odmiany Benek od 24,12%—-87,50% (dla 7 izolatow
wyniost powyzej 50%). Znacznie nizszy stopien zanotowano dla odmiany Annabelle.
Porazenie latentne ksztattowato si¢ od 0%—43,81%, przy czym dla 6 izolatdéw wyniosto
ponizej 10%.
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Tabela 2
Liczba zebranych bulw potomnych i ich porazenie w do§wiadczeniu infekcyjnym z izolatami
Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus na odmianach ziemniaka Annabelle, Felka, Benek
Number of progeny tubers and their infection in pathogenicity test with Clavibacter michiganensis
subsp. sepedonicus isolates on potato cultivars Annabelle, Felka, Benek

Odmiany — Cultivars
Annabelle Felka Benek
liczbabulw z | stopien liczba bulw z stopien liczba bulw z .
. . . . . . . . stopien
objawami porazo- objawami porazo- objawami orazo-
liczba |[number of tubers| nych | liczba | number of tubers | nych liczba | number of tubers pn ch
Nr izolatu bulw | with symptoms | latentnie| bulw with symptoms | latentnie| bulw | with symptoms late}rll tnie
Cms potom- bul\y potom- bul\y potom- bulw
Isolate No nych o (testif) | nych o (testif) | nych o latent
| ogétem | po P latent |ogétem| po P latent | ogolem | po P
: przecho : przecho- : przecho| form
no. of |zbiorze . form | no.of |zbiorze . form no.of |zbiorze . .
progeny | after w&%nlu disease |progeny| after w?tmru disease | progeny | after wz::[mu ig:;:;i)e
tubers |harvest| *'or |index by| tubers | harvest atte index by| tubers [harvest atier Y
storage | . storage | . storage | IF test
if test if test %)
(%) (%) ’
g 41(3)?*y5t°k 144 0 0 17,53 113 0 4 5044 73 1 2 49,14
IV Bialystok 7 0 1 4381 19 0 0 21,05 39 0 1 52,56
2389
1/
Biatystok 109 0 0 0,00 177 0 1 87,71 88 0 6 67,9
2440
gg{;mkow 110 0 0 716 110 0 2 89,55 66 0 7 7595
X;ﬁrakow 115 0 0 000 93 0 2 6774 T3 1 3 6644
\%1%
Warszawa 132 0 0 2,65 109 2 9 77,18 52 0 1 41,35
70
VI
Warszawa 111 0 1 7,32 30 0 0 1,25 71 0 0 24,12
11
VIII/
Wroctaw 107 0 1 17,52 83 0 2 85,09 69 0 4 79,35
2470
IX/
Wroctaw 98 0 1 8,42 43 0 0 1,45 84 0 6 56,85
2409
gg roclaw 106 1 0 2205 30 0 0 8458 60 1 6 8750
Kontrola
g;ﬁ:rgi,R 126 0 0 18,35 114 4 3 61,07 46 0 0 31,76
IOR 527
WNIOSKI

1. Badane izolaty Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus (z wyjatkiem izolatu
VI/Warszawa 70) okazaly si¢ patogeniczne wzgledem baktazana, wywolujgc wied-
nigcie 1 plamistosci migdzy nerwami lisci.
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2. Wykazano, ze wszystkie badane izolaty Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus
byly patogeniczne w stosunku do ziemniaka, o czym $wiadczy wysoki procent bulw
potomnych porazonych latentnie oraz odnotowane bulwy z objawami, ktorych liczba
byta jednak mata, mimo sztucznego zakazania bulw matecznych.
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