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Diagnostyka latentnej formy bakteriozy
pierscieniowe]j ziemniaka (Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus
[Spieckermann & Kotthoff] Davies et al.).
Test patogenicznosci na baktazanie
(Solanum melongena L.)

The diagnosis of latent form of potato ring rot (Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus).
Pathogenicity test on eggplants (Solanum melongena L.)

Obserwowano rozw0j objawow bakteriozy pierscieniowej na roslinach baktazana inokulowanych
zawiesinami o zréznicowanej liczebnosci komorek Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus
(Cms) oraz oceniono przydatnos¢ testu biologicznego na baklazanie do potwierdzania pozytywnych
wynikow testu immunofluorescencyjnego (IFAS). Przez caly okres trwania testu, na roslinach
inokulowanych zawiesing bakterii zawierajaca od 10! jtk-ml' do 4,8 x 102 jtk-ml-'(jednostki tworzace
kolonie-ml"), nie zaobserwowano zadnych objawéw choroby. Natomiast test IFAS potwierdzit
porazenie latentne ro$lin (tab. 1 i2). Objawy obserwowano na ro$linach inokulowanych zawiesing
bakterii Cms na i powyzej poziomu 9,1 x 10° jtk-ml!. Pierwsze objawy porazenia zaobserwowano na
roélinach inokulowanych zawiesing bakterii o najwyzszym poziomie inokulum réwnym 9,1 x 10°
jtk-ml": po uptywie 7 dni od momentu zakazenia, 4 z 10 ro$lin miaty typowe objawy, natomiast po
uptywie 13 dni objawy wystapity na wszystkich roslinach.

Stowa kluczowe: baklazan, bakterioza pierscieniowa ziemniaka, test biologiczny, test IFAS

The development of bacterial ring rot symptoms was observed on eggplants which were inoculated
with different amounts of Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus (Cms) and usefulness of the
bioassay in eggplant seedlings was assessed for wverification of the results of indirect
immunofluorescence antibody staining (IFAS). Plants infected with the suspensions of bacterial cells
which contained from 10 colony forming units (cfu)-ml' to 4.8 x 102 cfu'ml! not show any disease
symptoms for over 40 days. In all cases the IFAS-test confirmed the latent infection (Table 1 and 2).
The symptoms were observed on plants infected with the Cms suspension in the concentration above
9.1 x 103 cfu'ml™. The first symptoms were observed 7 days after inoculation, on 4 from 10 plants
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inoculated with the highest concentration inoculum (9.1 x 10° cfu-ml'): however 13 days later the
symptoms were visible on all eggplants.

Key words: bacterial ring rot of potato, bioassay, eggplant, [FAS-test
WSTEP

Bakteria Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus (Spieckermann & Kotthoff)
Davies et al (Cms) jest sprawcg jednej z wazniejszych chordb ziemniaka — bakteriozy
pierScieniowej. Cechy epidemiologiczne choroby, takie jak: rozwdj w systemie naczynio-
wym roslin, powolny rozwoj objawdéw na roslinie i w bulwach, ich podobienstwo do
objawow powodowanych przez inne czynniki, zarowno biotyczne jak i abiotyczne oraz
czgsto bezobjawowe porazenie przez Cms bardzo utrudniaja diagnostyke choroby
(Dykstra, 1941, 1942; Slack, 1987). Infekcja i zasiedlenie przez Cms roslin i bulw
ziemniaka moze by¢ niewykryte nawet przez kilka rozmnozen wegetatywnych (De Boer
i McNaughton, 1986; Slack, 1987; Manzer i in., 1987; De Boer i in., 1992; Pastuszewska,
1999; Pastuszewska i in., 2004).

Izolacja sprawcy bakteriozy pierscieniowej i jego identyfikacja metodami tradycyjnymi
sg czasochtonne itrudne, ze wzglgdu na powolny metabolizm ipowolny wzrost na
podtozach. W wykrywaniu 1iidentyfikacji bakterii Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus w laboratoriach fitopatologicznych najszersze zastosowanie maja metody
serologiczne, aws$rdd nich test immunoenzymatyczny (ELISA) oraz test
immunofluorescencyjny (IFAS). W Polsce obowigzuje Rozporzadzenie Ministra
Rolnictwa i Rozwoju Wsi z 13 kwietnia 2004 r. (Dz.U. Nr 75, poz. 709) w sprawie
szczegotowych sposobow postgpowania przy zwalczaniu i zapobieganiu rozprzestrze-
niania si¢ bakterii Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus, ktore jest dostosowaniem
Dyrektywy EEC (Nr 93/85) do prawa polskiego. Jest ona zgodna zprocedura
rekomendowang przez Europejska i Srodziemnomorska Organizacje Ochrony Roslin
(EPPO; Anonim, 1990). W pierwszym etapie wizualnie ocenia si¢ 200 bulw z partii 25-
tonowej. W kolejnym etapie przeprowadza si¢ ekstrakcje bakterii ztkanki, pobranej
z cze$ci przystolonowej bulwy, zaggszcza si¢ zawiesing bakterii przez wirowanie
i nastepnie identyfikuje si¢ patogena za pomoca testu IFAS, stosujac przeciwciala poli- lub
monoklonalne. Brak objawow typowych dla infekcji przy jednoczesnych pozytywnych
wynikach w tescie IFAS, $wiadcza o bezobjawowym porazeniu przez Cms. Wynik ten
nalezy jednak potwierdzi¢ w tescie biologicznym. Najlepsza rosling testowg i swoistym
podtozem umozliwiajacym zwigkszenie populacji Cms sg rosliny baklazana, odmiana
Black Beaty. W stadium trzeciego liScia rosliny zakaza si¢ ekstraktem ztkanki bulw
ziemniaka. Po 40. dniach wzrostu ro§lin, ze zmacerowannej tkanki baktazana, mozna
izolowa¢ bakterie na podtoza mikrobiologiczne, najlepiej potselektywne (de la Cruz i in.,
1992; Jansing i Rudolph, 1998). Przez kolejne pasaze mozna uzyskac czyste kultury Cms.

Celem pracy bylo §ledzenie rozwoju objawow bakteriozy pier§cieniowej na roslinach
baktazana inokulowanych zawiesinami o réznej liczebno$ci bakterii Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus oraz ocena przydatnosci testu biologicznego na
baktazanie do potwierdzania pozytywnych wynikéw testu immunofluorescencyjnego.
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MATERIAL I METODY

Uprawa oberzyny

Nasiona oberzyny (Solanum melongena L, odmiana Black Beauty) przed wysiewem do
pasteryzowanego kompostu, zaprawiono preparatem Funaben. Siewki 14-dniowe, w fazie
rozwinigtych liscieni, wysadzono po 5 sztuk w podiuznej doniczce o wymiarach 40 cm x
16 cm x 13 cm (d}. x szer. x wys.) napelnionej pasteryzowanym kompostem. Po uptywie
okoto 14 dni od przesadzenia, gdy co najmniej dwa, lecz nie wigcej niz trzy liscie byty
w pelni rozwinigte, rosliny zakazano. Przez caly czas trwania do$wiadczenia rosliny
hodowano w pokoju wegetacyjnym w temp. 21-24°C, przy 14 godz. oswietleniu
o natezeniu 2000 lux.

Kultura bakterii i sporzadzenie inokulum bakteryjnego

Badania prowadzono na szczepie Cms BPR IOR 529, hodowanym przez 5 dni na agarze
drozdzowo-peptonowo-glukozowym (YPGA). Przygotowano zawiesing czystej kultury
bakterii Cms w sterylnej wodzie destylowanej i ustalono spektrofotometrycznie (Shimadzu
UV — 2100), przy dtugosci fali 600 nm, zmetnienie odpowiadajace okoto 108 jtk-ml™!
Wykonano serig, dziesi¢ciokrotnych rozcienczen inokulum, az do uzyskania zawiesiny
zawierajacej 10 jtk-ml ™.

Inokulacja roslin testowych

Siewki baktazana w stadium trzeciego liScia, inokulowano zawiesinami bakterii Cms.
W tym celu na kazdej ro$linie pomigdzy liScieniami i pierwszym lisciem, za pomocg
sterylnego skalpela wykonywano podtuzne lub lekko ukosne nacigcie o dlugosci 0,5-1,0
cm i glgbokosci srednio trzy czwarte $rednicy todygi. W nacigcie odygi wprowadzano za
pomocg mikropipety 5 ul inokulum bakteryjnego (o poziomie od 10 jtk-ml"! do 10® jtk-ml™).
Rane¢ zabezpieczano sterylng wazeling. Wykonano jednocze$nie kontrole, w ktorej za
pomoca mikropipety wprowadzono sterylng wode destylowang. Ro$liny inkubowano przez
40 dni. Od 5. dnia rozpoczeto codzienne obserwacje roslin.

Przygotowanie prob i wykonanie testu immunofluorescencyjnego

Po zakonczeniu testu biologicznego, z wszystkich roslin baktazana, inokulowanych
zawiesing bakterii o tym samym poziomie, wykonano proby zbiorcze, ktére przebadano
testem immunofluorescencyjnym. Rosliny $cinano, pobierano 2 cm fragmenty todyg, tuz
nad rang po inokulacji. Probki tkanki roslin umieszczano w sterylnych, polietylenowych
pojemnikach z przykrywka, zalewano 40 ml buforu fosforanowego do maceracji (PB) 0,05
M, pH 7,0 i wytrzasano przez okres 10 godzin, przy 150 obr./min. Uzyskane w ten sposob
zawiesiny wirowano, aosad zawieszano w 0,5 ml buforu PB 0,01 M, pH 7,2.
Przygotowane w ten sposob ekstrakty rozcienczano dziesigcio- 1 stukrotnie w buforze PB
0,01 M, pH 7,2. Zaréwno ekstrakty, jak irozcienczenia nanoszono na szkietka wielo-
punktowe w ilosci 20 pl na okienko, suszono powietrzem i utrwalano 95% alkoholem
etylowym. Preparaty immunofluorescencyjne wykonano przy zastosowaniu poliklonal-
nych przeciwciat kozich (anty-Cms) i koniugatu kroéliczego firmy Loeve. Preparaty pokryte
przeciwciatami inkubowano przez 30 min. w wilgotnej, ciemne;j (dla koniugatu kréliczego)
komorze. Nastegpnie przeprowadzano dwukrotne ptukanie w buforze PBS 0,01 M, pH 7,2
i suszono. W ostatnim etapie na szkietka podstawowe nanoszono roztwor glicerofosforanu
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i przykrywano je szkietkami nakrywkowymi. Preparaty przegladano w mikroskopie
fluorescencyjnym Jenalumar, przy powigckszeniu 650 razy. W celu okreslenia liczby
komoérek Cms przegladano 40 po6l widzenia mikroskopu, w przypadku kazdego
rozcienczenia.

WYNIKI

Pierwsze objawy porazenia zaobserwowano po uplywie 7 dni od momentu zakazenia,
na 4 z 10 ro$lin inokulowanych zawiesing bakterii 9,1 x 10°jtk-ml'. Na najmtodszych
lisciach, zaobserwowano ,,thuste, ciemne plamy” (rys. 1).

Rys. 1. Ciemna, thusta plama na mlodym lisciu baklazana (Solanum melongena) odmiana Black Beauty,
8 dni po inokulacji zawiesing Cms 9,1 x 10° jtk-ml!
Fig. 1. Glassy, dark spot on young eggplant leaf (Solanum melongena) cv. Black Beauty, 8 days after
inoculation with 9.1 x 10° cfu-ml! of Cms

Tego typu symptomy, na roslinach infekowanych zawiesing bakterii 9,1 x 10% 9,1 x
10* jtk-ml! 19,1 x 10° jtk-ml", zaobserwowano po odpowiednio 11 i14 dniach, od
momentu inokulacji.

W kolejnym stadium porazenia niektore starsze liScie roslin testowych, nie zmieniajgc
barwy blaszek, ulegaty zwiotczeniu (rys. 3), natomiast inne licie na tych samych roslinach,
posiadaly lokalne chlorozy miedzy nerwami (rys. 2). Rozwijajace si¢ mlode liscie, czgsto
ulegaty charakterystycznym, jednostronnym deformacjom, potaczonym z ciemniejszymi
zmianami zabarwienia blaszek, opisywanymi wczesniej jako ,tluste, ciemne plamy”.
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Zmiany chorobowe tego rodzaju przedstawiono na fotografii 4. Takie objawy
obserwowano na ro$linach, ktore inokulowano zawiesing bakterii 9,1 x 103 jtk-ml.

Zaawansowane stadium porazenia objawiato si¢ silnymi chlorozami li§ci, ktore w miare
uplywu czasu poglebiaty sie, a tkanka ulegata lokalnym, nekrotycznym zmianom. W miare
wzrostu zarowno na stabo, jak i silnie porazonych roslinach baktazana, po pewnym czasie
tworzyly sig¢ liscie, bez charakterystycznych objawow. Zaobserwowano, iz przy najwyzszej
liczebnosci bakterii w inokulum 9,1 x 10° jtk-ml!, niektore roliny testowe ulegaty
catkowitej nekrozie (rys. 5).

Rys. 2. Lokalne chlorozy mi¢dzy nerwami 20 dni od inokulacji zawiesing Cms 9,1 x 10° jtk-ml!
Fig. 2. Interveinal chlorosis, 20 days after inoculation with 9.1 x 10° cfu-mlI! of Cms

Na roélinach inokulowanych zawiesing komorek Cms 10 jtkxml! do 4,8 x 107 jtk-ml”,
przez caly okres trwania testu, nie zaobserwowano zadnych objawow choroby (tab. 1),
natomiast test IFAS potwierdzit porazenie latentne (tab. 2). W 13. dniu trwania testu na
wszystkich roslinach inokulowanych zawiesing bakterii o najwyzszej liczebnosci, wysta-
pity objawy choroby. Obserwowano roOwniez wyrazng roéznice w intensywnosci porazenia
ro$lin. Przy wyzszej liczebnosci komorek Cms w inokulum obserwowano objawy choroby
na wigkszej liczbie liSci, natomiast na ro$linach zakazanych zawiesing bakterii 9,1 x 103
jtk-ml”!, stwierdzano tylko pojedyncze liScie z objawami.
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Rys. 3. Zwiotczenie liScia w 30 dniu od inokulacji zawiesing Cms 106 jtk-ml!
Fig. 3. Wilting of eggplant leaf, 30 days after inoculation with 9.1 x 10° cfu-ml! of Cms

Rys. 4. Jednostronne deformacje liScia baklazana (Solanum melongena) odmiana Black Beauty
Fig. 4. Secund deformation of eggplants (Solanum melongena) cv. Black Beauty leaf
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Rys. 5. Calkowita nekrotyzacja rosliny baklazana (Solanum melongena) odmiana Black Beauty
Fig. 5. Complete necrosis of eggplant (Solanum melongena) cv. Black Beaty

Test IFAS dla prob zbiorczych (tab. 2), w ktorych obserwowano ro$liny z objawami
bakteriozy pierscieniowej (wykonany z roslin inokulowanych zawiesing komoérek Cms
powyzej 4,8 x 10% jtk-ml™"), potwierdzit we wszystkich 4. zastosowanych poziomach
inokulum, bardzo liczng obecno$¢ komorek Cms w badanej tkance, wynoszaca > 500
jednostek fluoryzujacych w polu widzenia mikroskopu (jf/pwm). W przypadku prob
z ro$lin inokulowanych zawiesing zawierajaca 10 jtk-ml! do 10? jtk-ml!, w preparatach
mikroskopowych zaobserwowano sporadyczne wystepowanie typowych komorek bakterii
Cms, od 1 do 20 jednostek fluoryzujgcych (jf). Natomiast w preparacie z roslin zakazonych
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zawiesing bakterii Cms 4,8 x 107 jtk-ml, stwierdzono powyzej 20 jf w preparacie, co
odpowiada liczebnosci komoérek > 10° jtk-ml™! ekstraktu.

Tabela 1
Rozwdj objawow na roslinach baklazana w zaleznosci od poziomu inokulum Cms (szczep BPR IOR 529)
Symptoms development on eggplants inoculated with different numbers of Clavibacter michiganensis
subsp. sepedonicus (strain BPR IOR 529) cells in inoculum

BPR IOR 529 Liczba roslin Liczba roslin z objawami (dni po inokulacji)
(jtkxml™) Number of Number of plants showing symptoms (days after inoculation)

(cfu x ml™) plants 7 14 [ 21t ] 28 | 35 | 40
10 10 0 0 0 0 0 0
10? 10 0 0 0 0 0 0
4,8 x 10? 10 0 0 0 0 0 0
9,1 x 103 10 0 1 2 5 6 6
9,1 x 10* 10 0 5 8 10 10 10
9,1 x 10° 10 0 3 7 8 8 8
9,1 x10° 10 4 10 10 10 10 10
Kontrola (sterylna H,O) 10 0 0 0 0 0 0

Control (sterile water treated)

Tabela 2
Poréwnanie efektywnosci wykrywania Cms testem biologicznym i immunofluorescencyjnym
w roslinach testowych inokulowanych zawiesing Cms, szczep BPR IOR 529, 40 dni po inokulacji
Results of the bioassay and immunofluorescent tests on plants inoculated with the C. m. subsp.
sepedonicus suspension, the strain BPR IOR 529, 40 days after inoculation

Liczba roslin
Poziom bakterii w inokulum (jtkxml™") Number of plants Wynik testu [FAS
Inoculum concentration(cfux ml™) badanych z objawami IFAS-test results
tested showing symptoms
10 10 0 +
10? 10 0 +
4,8 x 10 10 0 ++
9,1 x 10° 10 6 +++
9,1 x 10* 10 10 +++
9,1 x 10° 10 8 e
9,1 x 10° 10 10 +++
Kontrola (sterylna H,O) 10 0 o

Control (sterile water treated)

+++ Liczba bakterii > 500 jf/pwm, co odpowiada > 107 jtk-ml'ekstraktu

+++ Bacterial concentration > 500 immunofluorescing units (ifu)/ mf (per microscope field), which means 107 cfu-ml™!
of extracts

++ Liczba bakterii >20 jf w preparacie, co odpowiada > 10 jtk-ml™! ekstraktu

++ Bacterial concentration >20 ifu per slide, which means > 10° cfu-ml™! of extract

+ Liczba bakterii w granicach, od 1-20 w preparacie = 50 - 10° jtk-ml" ekstraktu

+ Bacterial concentration from 1-20 ifu per slide = 50 - 10° cfu-ml™ of extracts

— Nie obserwowano bakterii Cms; No bacterial cells observed

DYSKUSJA

Test patogeniczny na baklazanie, do wykrywania Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus — sprawcy bakteriozy pier§cieniowej ziemniaka, opisali Olsson (1976) oraz
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Lelliott i Sellar (1976). Jest on rutynowo stosowany w wykrywaniu i identyfikacji Cms
w celu potwierdzenia latentnego porazenia roslin ziemniaka (Dyrektywa EEC Nr 93/85,
Rozporzadzenie Min. Rolnictwa i Rozwoju Wsi z 13 kwietnia 2006). Lelliot i Sellar (1976)
w tescie na baklazanie wykrywali z tatwoscig jedng bulwe, z symulowanym utajonym
porazeniem bakteriozg pierscieniowa, zmieszang z 99 nieporazonymi bulwami.

Powszechnie stosowang metodg wykrywania patogena jest immunofluorescencja
posrednia (test IFAS), ktorej techniczna granica wykrywalnosci zawiera si¢ w przedziale
10°-10* jtk-ml! (Dyrektywa EEC Nr 93/85). Czgsto obserwowane sg w preparatach
mikroskopowych pojedyncze, morfologicznie typowe, fluoryzujace komorki Cms.
W takich przypadkach wynik testu IFAS traktuje si¢ jako negatywny.

W przeprowadzonym doswiadczeniu po 40. dniach testu na roslinach inokulowanych
zawiesinami komorek Cms od 10 do 4,8 x 10? jtk-ml™! (tab. 1) nie zaobserwowano zadnych
objawow choroby. Minimalny poziom inokulum, przy ktorym wystapily objawy choroby,
to 9,1 x 103 jtk-ml™!, natomiast najszybciej, bo po 7. dniach od zakazenia, symptomy
choroby zaobserwowano na ro$linach inokulowanych zawiesing 9,1 x 10° jtk-ml™. Zeller
i Xie (1985) obserwowali pierwsze objawy choroby w postaci chloroz, przy minimalnym
poziomie inokulum 2 x 10? jtk-ml!, gdy inokulum sporzadzono z czystej kultury Cms oraz
przy poziomie 2 x 10* jtk-ml™!, gdy bakterie zmieszano z ekstraktem z tkanki ziemniaka.

Janse 1 Vaerenbergh (1987) badali wptyw wyzszej niz optymalna (21° C) temperatury
przeprowadzenia testu na wystgpienie objawow na roslinach baktazana. Przy optymalne;j
temp. obserwowali objawy przy poziomie inokulum pomiedzy 5 x 10°i 5 x10* jtk-ml™,
podczas gdy rosliny rosty w temp. 28°C dopiero przy poziomie inokulum pomiedzy 5 x
10%i 5 x10° jtk-ml!.

Po okresie trwania testu patogenicznosci, liczebnos¢ bakterii w roslinach, inokulo-
wanych zawiesing o gestoéci od 10 do 10* jtk-ml?, nadal pozostatla ponizej progu
wykrywalno$ci testu IFAS, a w preparatach wykonanych z tych roslin obserwowano tylko
nieliczne, typowe morfologicznie komorki Cms. Natomiast w roslinach inokulowanych
zawiesing bakterii zawierajaca 4,8 x 10* jtk-ml’, mieszczacym si¢ takze ponizej progu
wykrywalno$ci IFAS, liczebno$¢ bakterii w tkance baklazana wzrosta do poziomu
wykrywanego IFAS (tab. 2).

Pastrik  (2000) wykrywal Cms w zbiorczych probach ziemniakow. W kilku
przypadkach uzyskat negatywny wynik testu [IFAS z zastosowaniem zarowno przeciwciat
poli-, jak i monoklonalnych, natomiast dopiero w kolejnych retestach biologicznych (od 2
do 5) dla tych samych prob, wynik byt pozytywny. Wskazane jest zatem, przeprowadzenie
testu na baktazanie dla prob, w ktorych testem IFAS stwierdza si¢ morfologicznie typowe
fluoryzujace komorki w ilo$ci ponizej 20 jednostek w preparacie. Przez okres 40 dni testu
bakterie rozmnazaja si¢ wroslinie do poziomu mozliwego do wykrycia IFAS, a
w kolejnych testach biologicznych mozliwe jest zaobserwowanie charakterystycznych
objawOw porazenia

Wedtug Lopez iwsp. (1997, cyt. za Lojkowska, 2001) oraz Lopez i wsp. (2005)
diagnostyka bakteryjnych organizmow szkodliwych w ro$linach powinna polega¢ na
zintegrowanym polaczeniu izolacji, technik serologicznych, molekularnych oraz testu

213



Teresa Pastuszewska ...

biologicznego. Zdaniem autorow testy dopelniajace si¢, poprawiaja doktadnos¢ wykry-
wania patogendéw, obnizajac liczbg falszywie pozytywnych i falszywie negatywnych
wynikéw. Pomimo czasochtonnos$ci i duzych kosztow zintegrowanej diagnostyki, ma ona
uzasadnienie by obnizy¢ ryzyko rozprzestrzeniania bakteryjnych organizmow
szkodliwych.

Ze wzgledu na duze znaczenie bakteriozy pier§cieniowej ziemniaka z punktu widzenia
epidemiologicznego jak i fitosanitarnego mozna spodziewaé si¢, ze w niedtugim czasie
nastgpi wprowadzenie zmian w obowigzujagcym w krajach UE schemacie wykrywania
i identyfikacji Cms i wigczenie do niego metod molekularnych.

WNIOSKI

1. Diagnostyka latentnej formy bakteriozy pierscieniowej ziemniaka na podstawie testu
fluorescencyjnego oraz testu patogenicznosci na baklazanie nie daje pewnosci
wykrycia wszystkich nielicznych komorek bakterii Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus.

2. Konieczne sg zmiany w obowigzujacej procedurze diagnozowania bakteriozy
pier§cieniowe] ziemniaka i wprowadzenie do wykrywania i identyfikowania sprawcy
choroby czulszych technik np. technik molekularnych.
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