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Survival of Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus on surface
of selected materials in different temperature conditions

Przezycie Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus
na powierzchniach wybranych materiatéw
w warunkach réznych temperatur

Teresa Pastuszewska, Grzegorz Gryn

Summary

Study were conducted at the Plant Breeding and Acclimatization Institute Research, Division Bydgoszcz in 2005—2007. The aim of
this study was to determine a period of Clavibacter michiganenis subsp. sepedonicus (Cms) survival on storage surface of machinery,
materials, and equipment contaminated by infected tubers with the bacteria during seeding operations, cultivation, harvest, storage
and transport at different temperatures.

BPR IOR 527 Cms strain was used. Six materials: wood, rubber, jute, plastic, paper, steel were contaminated with bacterial
suspension at the concentration of 10° cfu/ml and put in Petri dishes and incubated at four temperatures. The survival of bacteria, by
isolation on yeast peptone glucose agar (YPGA — Yeast peptone glucose agar) and virulence in eggplant test, periodically were
controlled.

The study confirmed that Cms can survive for lengthy period on different surface tested.
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Streszczenie

W latach 2005—-2007, w Instytucie Hodowli i Aklimatyzacji Roslin w Bydgoszczy przeprowadzono badania, ktdrych celem byto
poznanie czasu przezycia bakterii Clavibacter michiganenis subsp. sepedonicus (Cms) na powierzchniach maszyn, materiatéw
i sprzetéw, ktére moga miec¢ kontakt z porazonym materiatem podczas sadzenia, uprawy, zbioru, przechowywania i transportu,
w warunkach réznych temperatur.

Do badan wykorzystano czyste kultury szczepu Cms BPR IOR 527 oraz nosniki wykonane z szesciu réznych materiatéw: drewno,
guma, juta, plastik, papier pakowy i stal, ktére kontaminowano zawiesing bakterii o koncentracji 10° jtk/ml, umieszczano w szalkach
Petriego i inkubowano w czterech temperaturach. Okresowo przeprowadzano kontrole przezycia bakterii poprzez posiew na podtoze —
agar drozdzowo-peptonowo-glukozowy (YPGA — Yeast peptone glucose agar) oraz testy na baktazanie w celu okreslenia wirulencji.

Uzyskane wyniki badan potwierdzity zdolnos¢ bakterii Cms do dtugotrwatego przezycia na réznych powierzchniach.

Stowa kluczowe: Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus, przezywalnosé, test na patogenicznosé
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Wstep / Introduction

Komorki bakterii Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus (Cms) sa odporne na wysuszenie 1 dlugo
utrzymuja zywotno$¢ bez kontaktu z roslina zywicielska,
na powierzchniach wielu materialow, szczegolnie w wa-
runkach niskiej wilgotnosci (Elphinstone 2004; Janse
2006). Dowiedziono dtugoterminowa przezywalno$¢ pato-
genu na powierzchniach metalowych maszyn, powierzch-
niach produkcyjnych i przechowalniczych oraz odziezy
(Nelson 1980, 1985).

W latach 2005-2007, w Instytucie Hodowli i Aklima-
tyzacji Roslin w Bydgoszczy, przeprowadzono badania,
ktorych celem byto okreslenie okresu przezycia C. michi-
ganensis subsp. sepedonicus, w warunkach réznych tem-
peratur, na wybranych powierzchniach, z ktorymi
porazony przez patogen materiat roslinny ziemniaka moze
mie¢ kontakt podczas uprawy, zbioru, przechowywania
czy przemieszczania.

Materialy i metody / Materials and methods

W badaniach wykorzystano hodowle czystych kultur
szczepu macierzystego C. michiganensis subsp. sepedo-
nicus (BPR IOR 527), ktore utrzymywano na podtozach
statych YGM - Yeast extract mineral salts medium
(pozywka z wyciagiem drozdzowym wzbogacona solami
mineralnymi) i YPGA — Yeast peptone glucose agar (agar
drozdzowo-peptonowo-glukozowy).

Do kontaminacji zawiesing Cms wybrano 6 rdznych
materiatow, takich jak: drewno, guma, juta, polipropylen,
papier pakowy 1 stal. Przygotowano z nich nos$niki o po-
wierzchni okoto 6 cm? sterylizowano para wodna
w autoklawie (polipropylen i guma) oraz goracym powie-
trzem w sterylizatorze (drewno, juta, papier pakowy i stal).

Na jatlowe powierzchnie nosnikéw nanoszono 20 pl
objeto$¢ inokulum bakteryjnego o liczebnosci komodrek
Cms 107 jtk/ml. Nastepnie nosniki umieszczono w steryl-
nych szalkach Petriego i inkubowano w czterech stalych
temperaturach: —10, 4, 21 1 50°C.

W odstgpach czasowych tygodnia dla temperatury
50°C i miesiaca dla pozostatych temperatur (-10, 4, 21°C)
przeprowadzano kontrole przezycia bakterii. Bakterie
ekstrahowano ze skazonych powierzchni przez wytrzasanie
nos$nikéw w 20 ml sterylnych pojemnikach z polipropylenu
z dodatkiem jalowego roztworu fizjologicznego. Nastgpnie
wykonywano szereg 10-krotnych rozcienczen zawiesiny
bakteryjnej (od 10 do 107), ktore wysiewano powierzch-
niowo na plytki Petriego z podlozem YPGA. Oceng
wzrostu kolonii Cms przeprowadzano po 3, 5, 7, 10 i 14
dniach.

W celu oceny wirulencji bakterii wykonano 8 testow
biologicznych na baklazanie (Solanum melongena L.,
odmiana Black Beauty), w tym dla wyizolowanych z po-
wierzchni, utrzymywanych w temperaturze 4°C — 3 testy,
a dla pozostatych temperatur po 2 testy. Siewki baktazana
w stadium trzeciego liScia inokulowano zawiesinami
bakterii otrzymanymi po wytrzasaniu badanych no$nikow
w roztworze NaCl. Rosliny zakazano pomigdzy liscieniami
1 pierwszym lisciem, przy pomocy igly do iniekcji. Kazda

probg wykonywano w pigciu powtorzeniach. Jako kontrole
wykorzystano sterylny bufor PB i zawiesing Cms, szczep
BPR IOR 527. Infekowane rosliny utrzymywano w pokoju
hodowlanym w temperaturze 21-24°C, przy 14-godzin-
nym o$wietleniu, przez okres 40 dni. Obserwacje objawow
chorobowych rozpoczgto po pigeiu dniach od inokulacji,
nastgpne przeprowadzano w odstgpach tygodniowych.
Pierwsze objawy chorobowe pojawity si¢ po dwoch tygod-
niach.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Uzyskany czas przezycia komorek bakterii C. michi-
ganensis subsp. sepedonicus na materiatach testowanych
w badaniach przedstawiono w tabeli 1. i na rysunkach 1-4.
Bakterie najdtuzej pozostaly zywe w temperaturze 4°C, po
21 miesiagcach uzyskano wzrost kolonii na podtozu
mikrobiologicznym pobrano z wszystkich badanych szes-
ciu powierzchni. Od 18 miesigca zaobserwowano wyrazny
spadek liczebnosci izolowanych bakterii ze stali, od
20 miesiaca mniejszy spadek zanotowano na gumie i pa-
pierze, natomiast na drewnie i polipropylenie nie wystapily
istotne roznice w liczebno$ci izolowanych bakterii
w poréwnaniu z inokulum Cms.

Po 14 miesiacach utrzymywania Cms w temperaturze —
10°C wuzyskano wzrost kolonii na podlozu mikro-
biologicznym z wszystkich badanych powierzchni. Naj-
nizsza liczebno$¢ bakterii zanotowano dla polipropylenu —
okoto 10’ jtk/ml, dla gumy — 10° jtk/ml, juty i papieru —
107 jtk/ml, a dla stali i drewna — 10%jtk/ml. Nelson (1985)
oraz Nelson i Kozub (1990) réwniez wykazali zdolnos¢
Cms do dlugiego zachowania zywotnos$ci w temperaturze
ujemnej. Na workach jutowych przechowywanych w sta-
lych temperaturach —40°C oraz —20°C bakterie zachowaty
zywotnos$¢ przez 53 miesiace, przy zmiennej temperaturze
od —40°C do -5°C czas przezycia ulegt skroceniu do
18 miesigcy.

Z powierzchni skazonych Cms i przechowywanych
w temperaturze 21°C po 12 miesiacach nie wyizolowano
bakterii z zadnego z zastosowanych materialow. Najdhuzej
bakterie przezyly na gumie i polipropylenie — 11 miesigcy.
Krocej, tj. 10 miesiecy na jucie, 8 miesigcy na stali,
7 miesigcy na papierze i najkrocej na drewnie — 6 mie-
sigcy.

Bakterie najkrdcej utrzymaly si¢ przy zyciu w tempe-
raturze 50°C na powierzchni drewna, gumy i stali — 2 ty-
godnie, podczas gdy na jucie, polipropylenie i papierze
pakowym — 4 tygodnie.

Nelson (1978, 1979, 1980, 1985) badat rowniez wptyw
temperatur dodatnich statych i zmiennych oraz réznych
warunkow wilgotnosci na dtlugotrwato$é przezycia Cms.
Komorki bakterii przezyly na wielu powierzchniach
przechowalniczych, maszynach i odziezy, w nieogrze-
wanym hangarze przez okres ponad 10 miesigcy. Na
workach jutowych, papierze i plastiku w 5°C i 20°C, przez
co najmniej 24 miesiace przy wilgotnosci 12%, podczas
gdy w warunkach wilgotnosci 94% tylko 14 miesigcy.
Autorzy pracy uwazaja, ze zrdéznicowanie W przezy-
walnos$ci patogenu sugeruje, ze temperatura i wilgotnosé
determinujg dtugos¢ zycia bakterii Cms na skazonych
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Rys. 1. Przezywalnos¢ C. michiganensis subsp. sepedonicus na

réznych rodzajach materialow w temperaturze —10°C

Fig. 1. Survival of C. michiganensis subsp. sepedonicus on dif-

ferent contaminated surface stored at temperature —10°C
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Rys. 3. Przezywalno§¢ C. michiganensis subsp. sepedonicus na

roéznych rodzajach materialow w temperaturze 21°C

Fig. 3. Survival of C. michiganensis subsp. sepedonicus on dif-

ferent contaminated surface stored at temperature 21°C

Juta — Jute
—e=Stal — Steel

Log jtk/ml — Log cfu/ml

=t Drewno — Wood —m=Guma — Rubber

0 3 6 9 12 15 18 21
Czas/Miesiac — Time/Month

Juta — Jute

Papier — Paper == Polipropylen — Polypropylene w—g=Stal — Steel

Rys. 2. Przezywalnos¢ C. michiganensis subsp. sepedonicus na

Fig. 2.

N

réznych rodzajach materialow w temperaturze 4°C
Survival of C. michiganensis subsp. sepedonicus on dif-
ferent contaminated surface stored at temperature 4°C
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réznych rodzajach materialow w temperaturze 50°C
Survival of C. michiganensis subsp. sepedonicus on dif-
ferent contaminated surface stored at temperature S0°C

Tabela 1. Przezywalno$¢ C. michiganensis subsp. sepedonicus na skazonych powierzchniach przechowywanych w warunkach zrézni-

cowanej temperatury

Table 1. Survival of C. michiganensis subsp. sepedonicus on contaminated surfaces stored in different temperatures

Okres przezycia w temperaturze — Survival period in temperature
Rodzaj powierzchni dzier " . h
Surface tydzien — wee miesiac — mont
50°C 21°C 4°C -10°C
Drewno — Wood 2 6 21% 14*
Guma — Rubber 2 11 21* 14*
Juta — Jute 4 10 21%* 14*
Papier — Paper 4 7 21% 14*
Polipropylen — Polypropylene 4 11 21* 14*
Stal — Steel 2 8 21% 14*

*przez co najmniej tyle miesigcy — at least
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Tabela 2. Wyniki testu patogeniczno$ci na baktazanie
Table 2. Pathogenicity test in eggplants results

Temperatura przechowywania — Storage temperature
~10°C 4°C | 21°C
Rodzaj powierzchni czas prze_choyvywania na powietzchniach w miesigcach
Surface storage time in month — depending on a type of surface
7 10 14 14 17 20 | 6 11
liczba roslin z objawami/liczba roslin inokulowanych
number plants with symptoms/number inoculated plants
Drewno — Wood 1/5 0/5 0/5 2/5 2/5 0/5 3/5 0/5
Guma — Rubber 4/5 5/5 2/5 5/5 5/5 5/5 0/5 0/5
Juta — Jute 5/5 4/5 5/5 5/5 3/5 3/5 0/5 0/5
Papier — Paper 4/5 3/5 3/5 5/5 3/5 3/5 2/5 0/5
Polipropylen — Polypropylene 4/5 5/5 4/5 5/5 3/5 3/5 4/5 0/5
Stal — Steel 2/5 4/5 5/5 4/5 2/5 3/5 1/5 0/5
Sontrola pozytywna 5/ 5/ 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/

powierzchniach. Elphinstone (2004) i Janse (2006) wska-
zuja réwniez na istotny wplyw wyzszej wilgotnosci na
skrocenie przezycia Cms, zard6wno na mokrych, jak i su-
chych powierzchniach, ale przechowywanych w wilgot-
nych warunkach.

W przeprowadzonych testach na baklazanie (tab. 2),
najdtuzej, bo po 20 miesiacach inkubacji, na powierzchni
drewna, gumy, juty, papieru, polipropylenu i stali,
obserwowano objawy chorobowe na ro$linach inokulo-
wanych komorkami bakterii pozyskanymi z powierzchni
gumy, juty, papieru, polipropylenu i stali, przecho-
wywanych w temperaturze 4°C. Do 17. miesiaca objawy
notowano takze dla komoérek Cms pozyskanych z po-
wierzchni drewna.

W temperaturze —10°C do 7. miesiaca trwania dos-
wiadczenia stwierdzono objawy na ro$linach zakazanych
inokulum bakterii pozyskanych z wszystkich badanych
materiatow. Natomiast po 10 miesiacach, objawdw nie
notowano na roslinach inokulowanych zawiesina bakterii
pozyskanych z drewna oraz do 14. miesiaca z pozostatych
badanych powierzchni.

Najkrotszy okres, ponizej 6 miesigcy uzyskano dla
gumy i juty przechowywanej w temperaturze 21°C. Po
11 miesiacach objawy nie wystapily na zadnej z inokulo-
wanych roélin.

Literatura / References

1.

Whioski / Conclusions

Badania potwierdzily zdolno$¢ C. michiganensis subsp.
sepedonicus do dlugotrwalego przezywania na po-
wierzchniach réznych materiatow, jak: drewno, guma,
juta, polipropylen, papier pakowy i stal.

Poziom temperatury istotnie wptywal na czas przezycia
bakterii Cms. Najkrocej (2 tygodnie), przezyty bakterie
utrzymywane w temperaturze 50°C na powierzchni
drewna, gumy i stali.

Komorki Cms, wyizolowane z wszystkich badanych
powierzchni, zachowaty najdluzej zywotnos¢ i zdol-
no$¢ do tworzenia kolonii na podtozu YPGA, przez co
najmniej 21 miesigcy w temperaturze 4°C.

Testy biologiczne na baktazanie potwierdzity zacho-
wanie przez Cms patogeniczno$ci, przez co najmniej
20 miesigcy na skazonych powierzchniach, utrzymy-
wanych w 4°C (guma, juta, papier pakowy, poli-
propylen, stal) i 14 miesigcy w temperaturze —10°C
(guma, juta, papier, polipropylen i stal). Na roslinach
inokulowanych zawiesing bakterii obserwowano typo-
we objawy chorobowe, jak plamistosci pomigdzy
nerwami 1 wigdnigcie lisci. W 11. miesiacu nie wysta-
pity zadne objawy na roslinach oberzyny inokulowa-
nych zawiesina z komoérek Cms przechowywanych
w temperaturze 21°C.
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