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Effect of temperature, humidity and pH of environment
on survival rate of bacteria Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus

Wptyw temperatury, wilgotnosci oraz pH otoczenia
na przezywalnos¢ bakterii Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus

Anna Mackowiak-Sochacka, Joanna Kamasa, Agnieszka Zwolirska, Krzysztof Krawczyk

Summary

Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus (Cms) is a quarantine organism, and potato tubers infected with Cms must be utilized.
Utilization of large amount of potatoes is problematic, therefore there is a need for appropriate methods of treatment, and one of the
methods taken into consideration is composting.

The aim of the study was to determine the survival of Cms in conditions similar to the composting process. Research results
indicate that the most important factor for the survival of Cms is temperature: the higher, the shorter the survival time of the bacteria.
The increase in moisture content is a factor that reduces the survival of bacteria in relation to bacteria grown in the same
temperature. In the studied temperatures, the pH of the substrate is a secondary factor for the survival of the bacteria
C. michiganensis ssp. sepedonicus.

Key words: potato ring rot, Cms survival rate, composting

Streszczenie

Utylizacja ziemniakéw porazonych bakteriami Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus (Cms) jest skomplikowana ze wzgledu na
trudnos$ci organizacyjne oraz straty ekonomiczne, spowodowane koniecznoscig zagospodarowania duzej ilosci porazonych i praw-
dopodobnie porazonych bulw. Z tego wzgledu istnieje potrzeba wytypowania odpowiednich metod utylizacji, a jedng z nich jest
kompostowanie.

Celem badan byto okreslenie przezywalnosci Cms w warunkach zblizonych do tych, ktére panujg w trakcie procesu
kompostowania. Okreslono wptyw temperatury, wilgotnosci oraz pH podtoza na wzrost bakterii Cms. Najwazniejszym czynnikiem
wptywajacym na przezywalno$é bakterii Cms jest temperatura otoczenia: im wyzsza, tym krétszy jest czas przetrwania bakterii. Wzrost
wilgotnosci otoczenia powoduje skrocenie czasu przezywalnosci Cms w poréwnaniu z bakteriami wyrostymi w tej samej temperaturze.
Zréznicowane pH podtoza w badanych temperaturach otoczenia miato niewielki wptyw na wzrost bakterii C. michiganensis ssp.
sepedonicus.

Stowa kluczowe: przezywalnos$¢ Cms, bakterioza pierscieniowa ziemniaka, kompostowanie
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Wstep / Introduction

Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus (Cms) to
bakteria podlegajaca obowiazkowi zwalczania, przy czym
bulwy ziemniaka porazone lub prawdopodobnie porazone
Cms musza zostaé zutylizowane. Sposoby utylizacji
porazonych bulw ziemniaka sg okreslone w Rozporza-
dzeniu Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia
29 kwietnia 2011 r. w sprawie szczegdtowych sposobow
postepowania przy zwalczaniu i zapobieganiu rozprze-
strzenianiu si¢ bakterii C. michiganensis ssp. sepedonicus.
Utylizacja ziemniakoéw stanowi duzy problem ze wzgledu
na trudnosci organizacyjne oraz straty ekonomiczne,
spowodowane m.in. konieczno$cia zagospodarowania
duzej ilosci porazonych i prawdopodobnie porazonych
bulw. Z tego wzgledu istnieje potrzeba wskazania
alternatywnych metod utylizacji, a jedna z nich jest
kompostowanie. Metoda ta obok innych jest zalecanym
przez European and Mediterranean Plant Protection
Organization sposobem utylizacji bulw porazonych Cms
(EPPO 2006), aczkolwiek istnieje niewiele doniesien
naukowych potwierdzajacych skutecznos¢ kompostowania
w unieszkodliwianiu tych bakterii. Prace naukowe doty-
czace wplywu wilgotno$ci oraz temperatury na przezy-
walnos¢ Cms byly do tej pory prowadzone najczgSciej
w warunkach zblizonych do panujacych w $rodowisku
naturalnym bakterii (Nelson 1980; Van der Wolf i wsp.
2005). W dostepne;j literaturze naukowej brakuje wynikéw
wczesniejszych badan nad wplywem pH na przezywalno$é¢
bakterii Cms w warunkach zblizonych do panujacych
w trakcie kompostowania.

W procesie kompostowania mikroorganizmy rozkta-
daja substancje organiczna. Uwalnia si¢ przy tym dwu-
tlenek wegla, woda i ciepto, a produktem statym przemian
jest kompost. Proces kompostowania sktada si¢ z czterech
faz: fazy wstgpnego rozktadu, intensywnego rozktadu
(wtej fazie panuja temperatury termofilowe powyzej
65°C), fazy przemian (kompostowanie wtasciwe) i dojrze-
wania (kompostowanie wtorne, w tej fazie temperatura nie
przekracza 35°C) (Jedrczak 2007). Sukces w eliminacji
réznych patogenow roslinnych w wyniku kompostowania
zalezy od wielu czynnikow m.in. od wilgotnosci (im
wyzsza wilgotnos$¢, tym zmniejsza si¢ przezywalnos¢ mik-
roorganizmow), produkcji toksycznych substancji (kwa-
sow organicznych i amoniaku), a takze enzymow wywotu-
jacych lizg komorkowa. Najwazniejszym czynnikiem
w eliminacji szkodliwych mikroorganizmow w trakcie
procesu kompostowania jest wysoka temperatura w fazie
intensywnego rozktadu (Bollen 1985).

Celem badan bylo okreslenie przezywalnosci Cms
w warunkach zblizonych do panujacych w trakcie kom-
postowania, co pozwoli w przyszloci na ustalenie czy
proces ten jest skutecznym sposobem utylizacji bulw
ziemniakow porazonych przez C. michiganensis ssp. sepe-
donicus.

Materiaty i metody / Materials and methods

Szczep bakterii C. michiganensis ssp. sepedonicus PD
406 hodowano przez 72 godziny na podtozu NBY (Nut-

rient Broth Yeast Agar) (Schaad 1988), nastgpnie bakterie
zawieszano w sterylnej wodzie i turbidymetrycznie ustala-
no stezenie inokulum. Koncowe stezenie bakterii w bada-
nym materiale wynosito 5 x 10* jtk/ml (jednostek tworza-
cych kolonie/ml).

Bakterie zawieszano w homogenizowanej tkance
z ziemniaka lub nanoszono na paski sterylnej bibutly,
nastgpnie umieszczano w inkubatorach o temperaturach:
23,35,501 70°C.

W homogenizowanej tkance ziemniaka ustalano pH za
pomoca NaOH oraz stezonego HCI tak, aby jego wartos$¢
wynosita 3,0; 5,5; 9,0. Nastgpnie sterylizowano homo-
genizat w aparacie Kocha (tyndalizacja).

W okreslonych odstgpach czasowych pobierano 100 pl
homogenizowanej tkanki ziemniaka zawierajacej zawie-
sing Cms i1 nanoszono na powierzchni¢ selektywnego
podtoza NCPP-88 (Schaad 1988). Po trzech dniach
inkubacji kazda ptytke zmywano trzykrotnie 1 ml sterylnej
destylowanej wody, zmywy zlewano do wspolnego
naczynia i rozcienczano seryjnie do stezenia 107, Z kazdej
z tych zawiesin izolowano DNA (deoxyribonucleic acid)
za pomoca zestawu DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen).
Obecnos¢ bakterii potwierdzano za pomoca techniki
Polymerase Chain Reaction (PCR) z wykorzystaniem
jednej pary starterow PSA-1 i PSA-R. Sekwencja starterow
pochodzi z intergenowego regionu zlokalizowanego w
obrebie 16S- 23S rRNA bakterii C. michiganensis ssp.
sepedonicus  (Pastrik  2000). Roéwnolegle bakterie
wysiewano na podloze NCPP-88 i po 72 godzinach
inkubacji dokonywano oceny morfologii wyrostych kolonii
bakteryjnych. Uzyskane kolonie bakteryjne przeszczepiano
na podtoze NBY, przeprowadzano test PCR i sprawdzano
patogeniczno$¢ na oberzynie.

Kontrolg negatywna stanowita tkanka ziemniaka lub
bibuta bez dodanych bakterii Cms. Kontrola pozytywna
byly bakterie Cms hodowane w temperaturze 23°C,
poniewaz jest to temperatura optymalna dla wzrostu bak-
terii Cms.

W celu zbadania wplywu wilgotnosci otoczenia na
przezywalnos¢ Cms bakterie nanoszono na sterylne paski
bibuly o wymiarach 7 mm x 120 mm. Bibuta byta zwilzona
sterylna woda (wilgotno$¢ wowczas wynosita okoto 99%)
lub sucha (wilgotnos¢ takiej bibuly wynosita $rednio 15%).
Pomiaru wilgotnosci wzglednej dokonywano za pomoca
stacji pomiarowej Thermo-Hydro-Stadion firmy TFA.

W okreslonych odstgpach czasu (tab. 1, 2) dokonywano
zmywu bakterii z paskéw bibuly poprzez wytrzasanie za
pomoca worteksu (~1 min) w probowce zawierajacej ste-
rylng wodg destylowana. Zawiesing posiewano nast¢pnie
na podtoze NCPP-88 i inkubowano w temperaturze 23°C.
Wyroste bakterie przeszczepiano na podtoze NBY i po-
dobnie, jak w poprzednich do$wiadczeniach przeprowa-
dzano test PCR i sprawdzano patogeniczno$¢ na oberzynie.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Doniesienia naukowe dotyczace przezywalnosci bak-
terii z gatunku C. michiganensis w wyniku kompostowania
odpadéw roslinnych sg nieliczne, a opublikowane w nich
rezultaty rozbiezne. Wczesne badania dotyczace kompos-
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towania odpadéw pomidora porazonych blisko spokrew-
nionymi z Cms bakteriami C. michiganensis ssp. michi-
ganensis (Cmm), sprawcami bakteryjnego raka pomidora
wykazaty, ze Cmm moga by¢ skutecznie wyeliminowane
podczas inkubacji w temperaturze 35°C przez przynaj-
mniej dwa tygodnie (Turner i wsp. 1983). Tymczasem
znowszych doniesien wynika, ze w trakcie fazy termo-
filowej kompostowania trwajacej okoto 70 dni populacja
bakterii Cmm zostala zmniejszona o 5-6 rzedow
wielkosci, a catkowita inaktywacja patogena nastgpowata
w nastgpujacej po niej fazie mezofilowej, w ktorej
temperatura wynosi okoto 40°C Ilub mniej (Raviv i wsp.
2011). Opublikowanych dotychczas wynikow z zakresu
przezywalnosci bakterii C. michiganensis ssp. sepedonicus
jest jeszcze mniej, np. Secor i wsp. (1987) donosili, ze w
procesie sanitacji odpadéw ziemniaka skazonych Cms
temperatura minimalna 82°C utrzymywana przez 5 minut
jest wystarczajaca do catkowitej inaktywacji bakterii
C. michiganensis ssp. sepedonicus. W przeprowadzanych
w Instytucie Ochrony Roélin — Panstwowym Instytucie
Badawczym doswiadczeniach in vitro na statym podtozu
(bibule) efekt bakteriobdjczy pojawiat si¢ po polgodzinnej
inkubacji bakterii Cms w temperaturze 70°C przy wil-
gotnos$ci wynoszacej okoto 99%. Zmniejszenie wilgotnosci
do 15% wydhlizato czas przezywalnosci bakterii Cms
w 70°C do okoto 48 godzin. Z kolei, w temperaturze 50°C
przezywalno$¢ w podtozu suchym (15%) wynosita 28 dni.
Zwigkszenie wilgotnosci do okoto 99% spowodowato, ze
inkubacja w temperaturze 50°C dawala efekt bakterio-
bdjczy juz po 48 godzinach. W przypadku inkubacji w
35°C czas przezycia bakterii C. michiganensis ssp. sepe-
donicus wynosit 30 dni (w podtozu o wilgotnosci okoto
100%) oraz 128 dni przy wilgotnosci 15% (tab. 1).

Tabela 1. Wpltyw temperatury i wilgotnosci wzglednej otoczenia
na czas przezycia C. michiganensis ssp. sepedonicus

Table 1. The effect of temperature and relative humidity on
survival time of C. michiganensis ssp. sepedonicus

T Przezywalno$¢ bakterii
Temperatura przy wilgotnosci wzglgdnej
em[lz%rjuure Survival time at relative humidity [%]
100 15
23 2 miesiace — months 8 miesigcy — months
35 30 dni — days 128 dni — days
50 48 godzin — hours 28 dni — days
70 0,5 godziny — hour 24 godziny — hours

Steinmoller i wsp. (2007) sygnalizowali, ze tempe-
ratura ponizej 50°C panujaca podczas kompostowania
trwajacego ponad 2 miesiace oraz powyzej 65°C przez
21 dni nie powodowata dezaktywacji bakterii Cms.
Nasuwa si¢ jednak pytanie, czy w tym konkretnym
przypadku warto$¢ temperatury byta taka sama w calej
objetosci pryzmy kompostowej?

W doswiadczeniach duze réznice w czasie przezycia
bakterii C. michiganensis ssp. sepedonicus wynikaty nie
tylko z réznic w temperaturze, lecz takze i w wilgotnosci

otoczenia (tab. 1). Im wyzsza wilgotnos¢, tym przezy-
walno$¢ bakterii Cms byla krotsza. Roznice w czasie
przezycia bakterii mozna wytlumaczy¢ tym, ze termo-
stabilno§¢ komorek bakteryjnych spada w miar¢ wzrostu
wilgotno$ci otoczenia (Jedrczak 2007). Ujemny wplyw
wzrostu wilgotnosci otoczenia na czas przezycia C. mi-
chiganensis ssp. sepedonicus odnotowali Nelson (1980)
oraz Van der Wolf i wsp. (2005), aczkolwiek ich badania
dotyczyly przezywalnosci Cms w temperaturach 5-20°C.
Na rysunku 1. przedstawiono przykltadowy rozdziat
elektroforetyczny, w ktorym uzyskano wynik wskazujacy
na obecnos$¢ bakterii Cms dla wszystkich badanych prob.

Rys. 1. Wynik reakcji PCR — elektroforeza w zelu agarozowym
1-4 — bakterie wyroste na podtozu NCP-88 po inkubacji
w temperaturze 50°C
5 — kontrola negatywna
6 — kontrola pozytywna (C. michiganensis ssp. sepe-
donicus)
7 — marker pUC (MBI Fermentas)

Fig. 1. Results of PCR assay — agarose-gel electrophoresis
1-4 — bacteria grown on NCP-88 medium after incu-
bation at 50°C temperature
5 —negative control
6 — Cms — positive control (C. michiganensis ssp. sepe-
donicus)
7 — pUC — marker (MBI Fermentas)

Przezywalno$¢ bakterii Cms w tkance ziemniaka
(tab. 2) znacznie spadata we wszystkich zakresach tem-
peratur w poréwnaniu z przezywalnoscia bakterii
inkubowanych na stalym podlozu (bibule). Najprawdo-
podobniej bylo to wynikiem konkurencji réznych mikro-
organizmow rozwijajacych si¢ na ziemniaku i powo-
dujacych skrocenie przezywalnosci bakterii (tab. 2).
Znaczny wpltyw na przezycie patogenow w wyniku kom-
postowania ma bowiem antagonizm pomig¢dzy mikro-
organizmami — pasozytnictwo, produkcja antybiotykow,
konkurencja w dostepie do sktadnikow pokarmowych,
atakze zjawisko naturalnej utraty zywotnosci patogena
pojawiajace si¢ w miarg uplywu czasu (Coventry i wsp.
2002).

Doswiadczenia wykazaly, ze pH tkanki ziemniaka
miato minimalny wptyw na przezywalnos¢ bakterii C. mi-
chiganensis ssp. sepedonicus bez wzgledu na temperature
inkubacji (tab. 2).



1126

Effect of environmental conditions on Cms survival / Wptyw warunkéw otoczenia na przezycie bakterii Cms

Tabela 2. Wptyw temperatury i pH otoczenia na czas przezycia
C. michiganensis ssp. sepedonicus
Table 2 . The effect of temperature and pH on the survival time

Whioski / Conclusions

of C. michiganensis ssp. sepedonicus

Najwigksze znaczenie dla czasu przezycia C. michiga-

Temperatura Przezywalnos¢ bakterii przy pH nensis ssp. sepedonicus ma temperatura otoczenia — im
Temperature Survival time at pH jest wyzsza, tym krotsza jest przezywalno$¢ bakterii.
[°C] 3,0 5,5 9,0 . Wzrost wilgotnoséci podloza jest czynnikiem skraca-
23 > 8 dni — days|> 8 dni — days|> 7 dni — days jacym przezywalno$¢ bakterii w odniesieniu do bakterii
35 8 dni —days | 8 dni — days | 8 dni — days hodowanych W.tej s?mej temperaturze. . ‘2
. Odczyn podloza nie ma wplywu na przezywalnosc
50 <3 godziny —| <8 godzin — | <3 godzin — bakterii Cms w tkance ziemniaka.
hours hours hours . Dotychczasowe wyniki nie wskazuja jednoznacznie na
70 <0,5 godziny |< 0,5 godziny |< 0,5 godziny to czy przetwarzanie bulw porazonych C. michiga-
— hour — hour — hour nensis ssp. sepedonicus w kompostowniach stanowi

skuteczny sposob utylizacji porazonych bulw, dlatego
badania te powinny by¢ kontynuowane.
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