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dr inz. Teresa Pastuszewska, dr inz. Grzegorz Gryn
THAR-PIB Oddz. w Bydgoszczy, al. Powstancéw Wikp. 10, 85-090 Bydgoszcz
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Palogen ziemniaka Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus (Cms) nadal stanowi
powazne zagrozenie dla upraw, powodujge straly plonéw oraz wzrost kosztéw produkcji
wynikajacych z nalozenia kwarantanny na producentéw ziemniakéw. Zapobieganie wystepo-
waniu i zwalczanie tego mikroorganizmu jest szczegélnie trudne z wielu powodéw. Poznanie
drég rozprzestrzeniania si¢ bakterii Cms w duzym stopniu pozwoli na ograniczenie wystgpo-
wania bakteriozy pierscieniowej ziemniaka, choroby, ktdrej jest sprawca. Bardzo wazne jest
réwniez poznanie mechanizméw pozwalajacych bakteriom Cms zasiedla¢ wiazki przewodza-
ce ziemniaka. Czgsto mimo stwierdzania obecnosci komérek Cms w materiale pobranym z
czesci nadziemnej roslin lub bulw ziemniaka nie obserwuje si¢ charakterystycznych objawow
chorobowych.

Wystgpowanie symptoméw choroby w postaci chloroz lisci, wigdnigeia czgsci lodyg,
zmian w tkance przewodzacej bulw zalezy od odmiany ziemniaka, koncentracji patogenu w
roslinie i czynnikéw $rodowiskowych. Wyizolowane z rodlin bakterie Cms moga rézni¢ sig
stopniem patogenicznosci (wirulencja). Sposréd poznanych czynnikéw wirulencji wymienia
si¢ wydzielane zewnatrzkomérkowo enzymy celulolityczne, biatka indukujace nadwrazliwosé
oraz wytwarzane otoczki egzopolisacharydowe — EPS (Baer, Gudmestad 1995; Jahr i in.
1999; Nissinen i in. 2001).

Celem badan byta charakterystyka patogenicznosci wybranych szczepow C. michiganensis
subsp. sepedonicus z kolekcji zagranicznych. W badaniach uzyto 15 szczepéw pochodzacych
z National Collection of Plant Pathogenic Bacteria, York w Wielkiej Brytanii (NCPPB). W
doswiadczeniu przeprowadzono test ptytkowy okreslajacy aktywnosé celulolityczna, test bio-
logiczny na roslinie baktazana, oceng wizualng kolonii oraz opracowywano metodyke okre-
$lajaca stopien mukoidalnosci szczepéw uzytych do badania.

Aktywnos¢ celulolityczng stwierdzono po posianiu zawiesin Cms na pozywke z dodatkiem
soli sodowej karboksymetylocelulozy (cmc). Po 10 dniach inkubacji w temperaturze 21°C
zaznaczono obszar kolonii bakterii, a nastgpnie wybarwiono ptytki roztworem czerwieni
Kongo. Po 15 min ptytki odbarwiono 1M roztworem NaCl. Wielkos¢ strefy niezabarwionej w
obrgbie kolonii swiadczyta o ilosci wydzielanego enzymu celulolitycznego. Testy wykonano
w trzech powtérzeniach.
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W tescie patogenicznosci uzyto siewki baklazana odmiany Black Beauty w stadium trze-
ciego liscia. Test wykonano w trzech terminach, kazdorazowo inokulujac zawiesing danego
szczepu Cms 10 roslin baklazana. W trakcie eksperymentu okreslano powierzchnig blaszek
lisciowych z charakterystycznymi objawami, wyrazong w procentach.

W metodyce opisujacej poziom mukoidalnosci — ilosci wytwarzanej przez bakterie Cms
otoczki egzopolisacharydowej — uzyto 7-dniowej hodowli bakterii. Na wadze analitycznej
odwazano 0,1 g inokulum bakteryjnego kazdego szczepu, a nastgpnie wykonywano szereg
10-krotnych rozcienczen (0,9% NaCl) i posiew na podltoze YPGA. Jednoczesnie wykonano
pomiar ggstosci optycznej (OD) otrzymanych zawiesin. Pomiary OD przeprowadzano na
spektrofotometrze (Shimadzu UV-2100 ) przy diugosci fali A= 600 nm (wyniki niezamiesz-
czone).

Otrzymane wyniki przedstawiaja duze zréznicowanie szczepow Cms z kolekeji NCCPB
pod katem patogenicznosci wyrazonej iloscig wydzielanego enzymu celulazy i powierzchnig
blaszki lisciowej z objawami chorobowymi inokulowanych roslin baktazana (tab. 1). Wigk-
szo$¢ przebadanych szczepow byta mukoidalna.

Opracowanie odpowiednich testéw oceniajacych stopien wirulencji szczepéw Cms jest
pierwszym krokiem do wyja$nienia mechanizméw odpowiedzialnych za wystgpowanie obja-
wow chorobowych na roélinie i skutecznej walki z bakterioza pierscieniowa ziemniaka w
formie latentnej. Opracowywany test stwnerdza;qcy iloé¢ wydzielanego egzopollsacharydu z
probki inokulum bakteryjnego na podstawie pomiaru spektrofotometrycznego i posiewu na
podtozu statym pozwoli, w przypadku skrajnie rézniacych si¢ mukoidalnoscia bakterii Cms,
na doprecyzowanie warunkéw prowadzonych testéw patogenicznosci.

Charakterystyka szczepOw Clavibacter michiganensis subsp.sepedonicus

Strefa hydrolizy | Ocena wizualna Bl s il
Szczep Cms cme na pozywce | mukoidalnosci bakt ‘.)wmrzcb'.m oo %
{mm) kolonii Cms AR EDAE ()

NCPPB 3898 0,33(0,47)* - 0

NCPPB 3896 0,58(0,32) - 0

NCPPB 378 2,83(0,24) +++ 6,1(4,4)*
NCPPB 3385 1,75(0,50) ++ 7.8(2,5)
NCPPB 3917 3,25(0,40) ot 13.9(3,7)
NCPPB 379 3,04(0.21) ++ 15,8(13,6)
NCPPB 2138 3,04(0.21) + 17,1(6,7)
NCPPB 2140 1,08(0,35) - 19,8(4,0)
NCPPB 4229 1,33(0,24) ++ 24(14,0)
NCPPB 299 2.50(0,00) + 26,2(4,0)
NCPPB 3295 3,04(0,48) +++ 28,4(5.0)
NCPPB 3294 2.87(0,25) +++ 29.6(10.2)
NCPPB 3324 4,29(0,34) +++ 29,6(3,7)
NCPPB 3296 4,04(0,08) +++ 34,5(10.5)
NCPPB 4053 4,00(0,00) +++ 38,4(4,7)

** odchylenie standardowe

- brak mukoidalnosci, + mukoidalnosé staba, ++ mukoidalnos¢ srednia, +++ mukoidalnos¢ duza
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