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na powstawanie i rozwodj objawéw chorobowych

The effect of the method of inoculation of corn plants with bacterial
pathogens on the formation and development of disease symptoms
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Streszczenie

Podstawe diagnostyki fitopatologicznej stanowig postulaty Kocha, ktérych spetnienie pozwala stwierdzi¢ czy badany mikroorganizm
jest sprawca danej choroby. Trzeci z tych postulatow okresla, ze inokulacja zdrowej rosliny-gospodarza czystg kulturg domniemanego
patogenu musi skutkowac¢ wywotaniem objawoéw chorobowych podobnych, lub takich samych, do tych jakie wystepujg w warunkach
naturalnych. Do spetnienia trzeciego postulatu Kocha wymagany jest wynik testu patogennosci, ktérego niewtasciwa interpretacja moze
prowadzi¢ do odrzucenia prawidtowych wynikéw. Wieloletnie badania nad bakteriozami roslin uprawnych, w tym kukurydzy, wykazaty ze
objawy choroby powstate od inokulacji badanym szczepem bakterii, moga sie rézni¢, w zaleznosci od uzytej metody inokulacji i warun-
kéw inkubacji zainokulowanych roslin. W ramach przeprowadzonych badan okreslono wptyw réznych metod inokulacji roslin kukurydzy
wybranymi szczepami patogennych bakterii wyosobnionych z chorych roslin kukurydzy, na powstawanie i rozwéj objawdéw chorobowych.
Szczepy te nalezaty do gatunkdéw Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Dickeya zeae, Pantoea ananatis, Pantoea agglome-
rans i Enterobacter cloaceae subsp. dissolvens. Zaobserwowano, ze objawy choroby spowodowane przez uzyte metody inokulacji, roznia
sie od objawdéw obserwowanych w warunkach naturalnych. Ponadto, niezaleznie od przynaleznosci gatunkowej badanych szczepow
bakterii, obserwowane objawy byty zblizone w obrebie danej metody inokulacji. Rdwniez, niezaleznie od przynaleznosci gatunkowej ba-
danego szczepu, inkubacja zainokulowanych roslin w komorze hodowlanej, w ktorej panowaty warunki optymalne dla rozwoju choroby,
powodowata przyspieszenie powstawania objawow i rozwoju choroby.

Stowa kluczowe: kukurydza, postulaty Kocha, objawy chorobowe, metody inokulacji

Abstract

The basis of phytopathological diagnostics are Koch’s postulates, the fulfillment of which allows determining whether the examined
microorganism is the cause of a given disease. The third of these postulates specifies that inoculation of a healthy host plant with a pure
culture of the putative pathogen must result in the induction of disease symptoms similar or the same to those occurring in natural con-
ditions. To meet Koch'’s third postulate, a pathogenicity test result is required, and incorrect interpretation may lead to rejection of cor-
rect results. Many years of research on bacteriosis of crop plants, including corn, have shown that the symptoms of the disease resulting
from inoculation with the tested strain of bacteria may vary, depending on the inoculation method used and the incubation conditions
of the inoculated plants. The conducted research determined the impact of various methods of inoculating corn plants with selected
strains of pathogenic bacteria isolated from diseased corn plants on the occurrence and development of disease symptoms. These strains
belonged to the species Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Dickeya zeae, Pantoea ananatis, Pantoea agglomerans and
Enterobacter cloaceae subsp. dissolvens. It was observed that the symptoms of the disease caused by the inoculation methods used dif-
fer from the symptoms observed in natural conditions. Moreover, regardless of the species affiliation of the tested bacterial strains, the
observed symptoms were similar within a given inoculation method. Also, regardless of the species affiliation of the tested strain, incuba-
tion of inoculated plants in a culture chamber with optimal conditions for the development of the disease resulted in the acceleration
of symptoms and disease development.
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Wstep / Introduction

Kukurydza (Zea mays L.) jest jedng z najwazniejszych ro-
$lin uprawnych na $wiecie. W Polsce uprawiana jest gtownie
z przeznaczeniem na pasz¢ dla zwierzat (np. kiszonki, kom-
ponent mieszanek paszowych), jako zywno$¢ dla ludzi (np.
olej kukurydziany, ptatki kukurydziane, maka kukurydzia-
na), a takze na potrzeby sektora energetycznego (biomasa,
biogaz, bioetanol, brykiety itp.). O znaczeniu kukurydzy dla
sektora energetycznego moze swiadczy¢ fakt, ze najwiecej
bioetanolu mozna uzyskacé z jej ziarna, w poréwnaniu do tej
samej masy ziemniakow czy burakow cukrowych (Piatek
i wsp. 2007). W ciagu ostatniej dekady zardwno areat kuku-
rydzy (ponad 350 000 ha), jak i jej plon (2 000 000 ton) stale
rosna, do czego znaczaco przyczynit si¢ rozwoj sektora bio-
energetycznego w Polsce.

Choroby kukurydzy istotnie obnizaja plon. Wsréd nich
znaczacg rolg odgrywajg bakteriozy. Do najczesciej opisy-
wanych bakteryjnych patogenéw kukurydzy naleza: Pseu-
domonas avenae subsp. avenae (Manns) (Pataky i wsp.
1997; Claflin 2000; Giester i Rees 2004), Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum, Dickeya zeae (Sabet)
(Dickey 1987; Claflin 2000; Giester i Rees 2004), Pantoea
stewartii (Lamka i wsp. 1991; Mergaert i wsp. 1993), Bur-
kholderia andropogonis (Smith) Stapp, Clavibacter michi-
ganensis subsp. nebraskensis (Vidaver i Carlson 1978;
Smidt 1986), Pseudomonas syringae pv. coronafaciens
(Elliott) (Ribeiro 1977), Pseudomonas syringae pv. syrin-
gae (Lindow 1 wsp. 1982), Xanthomonas campestris pv.
zeae (Elliott) Dye (Coutingo i Wallis 1991; Claflin 2000;
Giester i Rees 2004), Pantoea ananatis (Paccola-Meirelles
i wsp. 2001; Goszczynska i wsp. 2007; Pérez-y-Terron
i wsp. 2009), Pantoea agglomerans (Morales-Valenzuela
i wsp. 2007) 1 Enterobacter cloaceae subsp. dissolvens
(Hoffmann i wsp. 2005). Trzy ostatnie z wymienionych ga-
tunkow to polifagi wystepujace powszechnie w srodowisku
naturalnym. Sg one zaréwno epifitami, jak i endofitami.
Moga by¢ rowniez oportunistycznymi patogenami ludzi
(Stock i wsp. 2001; De Baere i wsp. 2004; Rezzonico i wsp.
2009; Sobiczewski i lakimova 2022).

Infekcja ro$lin przez D. zeae 1 P. carotovorum subsp. ca-
rotovorum powoduje zgnilizng todyg i wierzchotkow todyg
ro$lin kukurydzy. Pierwsze symptomy pojawiaja si¢ zwy-
kle w §rodku sezonu, kiedy rosliny nagle przestaja rosng¢.
Jedno do kilku miedzywezli brazowieje, staje si¢ uwod-
nione i migkkie, a tkanka todygi ma zmacerowany wyglad
i nieprzyjemny zapach. Gnicie nadziemnych organéw ro-
$liny, jesli wystepuje, zaczyna si¢ w czasie intensywnego
wzrostu wegetatywnego kukurydzy. Wierzchotki najwyzej
potozonych lisci wigdna, a zgnilizna pojawia si¢ u podsta-
wy tworzacych sig¢ liSci. Zgnilizna rozszerza si¢ gwattownie
w kierunku korzeni, co prowadzi do zamarcia rosliny.
Przedstawione objawy moga przypomina¢ zgnilizng¢ wywo-
tywana przez grzyby z rodzaju Phytium (Claflin 2000).

Chorobe, plamistos¢ lisci kukurydzy (ang. leaf spot
diseasse), powodowang przez P. ananatis wykryto po raz
pierwszy w Brazylii (Paccola-Meirelles i wsp. 2001). Jej
wystegpowanie potwierdzono réwniez w Polsce na rosli-
nach kukurydzy (Krawczyk i wsp. 2010). Bakteria ta po-
woduje rowniez inng chorobe kukurydzy zwang bakteryj-
nym gniciem todygi (ang. bacterial stalk rot) (Goszczynska
i wsp. 2007). Jej charakterystyczne objawy to karlowace-
nie i wystepowanie pionowego peknigcia w todydze na wy-
sokosci pierwszego migdzywezla. U wielu chorych roslin
pekniecie mozna obserwowac rowniez na drugim i trzecim
migdzywezlu. Po peknigciu migdzywezla obserwuje sig
zazwyczaj zmiany chorobowe widoczne wzdluz miejsca
peknigcia oraz wewnetrzne bragzowienie tkanki todygi roz-
szerzajace si¢ w czesci nadziemnej rosliny, w niektorych
przypadkach siegajace wierzchotka todygi. Kolby sa czg-
sto nie w pelni rozwinigte. Niekiedy obserwuje si¢ mick-
nigcie, wigdnigcie brzegow lisci, ich zoétknigcie 1 zwijanie
do wewnatrz.

Bakteria P. agglomerans w poczatkowej fazie choroby
powoduje zmiany w postaci niewielkich (2—3 mm $rednicy)
uwodnionych plamek koloru zielonego. W trakcie rozwoju
choroby zmiany te powigkszajg si¢, brazowiejg i przyjmuja
posta¢ nekroz z wyraznie wyrdznionymi brzegami i z6tta
otoczka wokot nich. Nieregularne plamy koloru stomkowe-
go obejmuja w koncu caly lis¢, co istotnie zmniejsza moz-
liwosci asymilacyjne rosliny i prowadzi do zmniejszenia
plonu (Morales-Valenzuela i wsp. 2007).

Bakteryjne gnicie lodygi kukurydzy powoduje E. clo-
aceae subsp. dissolvens. Objawy choroby wystepuja na
nadziemnej cze¢sci rosliny i rozwijaja si¢ w kierunku wierz-
chotka. Gorne liscie wiedna, miedzywezla przebarwiaja si¢
i z6tkng. Wnetrze todygi gnije. Skorka traci swoj naturalny,
ciemnozielony kolor i przybiera barwe jasnozotta (stomko-
wa). Zainfekowane todygi staja si¢ migkkie i zmieniaja si¢
w suchg mas¢ poszarpanych, tatwo rozdzielajacych si¢ od
siebie wldkien. Rzadko dochodzi do porazenia kolb kuku-
rydzy, ktore opuszczaja si¢ i zwisaja wzdhuz todygi. W kon-
cowej fazie choroby todyga rosliny tamie si¢ pod wlasnym
cigzarem i roslina zamiera (Thind i Payak 1985).

Objawom chordb bakteryjnych kukurydzy najczgsciej
nie towarzyszg charakterystyczne dla danej choroby oznaki
etiologiczne, co powoduje, ze dla prawidlowej diagnosty-
ki niezbedne jest spetnienie postulatow Kocha oraz okre-
Slenie wybranych cech fenotypowych i genotypowych
przypuszczalnego patogenu. Postulaty Kocha obejmuja
cztery kryteria okreslajace, ze:

1) mikroorganizm, ktéry ma by¢ uznany za sprawce choro-
by, jest obecny w chorej tkance,

2) mikroorganizm, ktory na podstawie swego powigzania
z chora tkanka wydaje si¢ by¢ sprawca choroby, musi
by¢ wyizolowany z chorej ro$liny, a jego czysta kultura
musi by¢ hodowana na odpowiedniej pozywce mikro-
biologicznej i scharakteryzowana,
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3) przypuszczalny patogen musi powodowaé podobne lub
takie same objawy na roslinie-gospodarzu, jakie wyste-
puja w warunkach naturalnych,

4) patogen musi zosta¢ wyizolowany z zakazonej ro$liny.
W zaleznosci od wystgpowania objawow chorobowych

na poszczegdlnych organach roslin do testu patogennos$ci

(spelienie trzeciego postulatu Kocha) wybiera si¢ odpo-

wiedni organ, np. li$¢, todyge, kwiat, owoc, ped zdrewniaty,

ktory nastepnie inokuluje si¢ czysta kulturg przypuszczalne-

go patogenu (Schaad i wsp. 2001).

Opisywane w literaturze metody wykorzystywane do
inokulacji roslin kukurydzy to: wstrzykiwanie (strzykawka
lekarskg z iglg lub bez), wprowadzanie zawiesiny bakte-
ryjnej w ped gtowny miodej rosliny (Lamka i wsp. 1991;
Azad i wsp. 2000; Paccola-Meirelles i wsp. 2001, 2002;
Schaad i wsp. 2001), opryskiwanie powierzchni lisci zawie-
sing bakterii po ich uprzednim delikatnym uszkodzeniu, np.
karborundem (Azad i wsp. 2000; Paccola-Meirelles i wsp.
2001, 2002), opryskiwanie powierzchni roslin zawiesing
bakterii, bez ich uszkadzania (Azad i wsp. 2000; Paccola-
-Meirelles i wsp. 2001), odcigcie wierzchotka pedu gtéwne-
go mtodej siewki i naniesienie na powstale zranienie zawie-
siny badanych bakterii (Coplin i wsp. 2002) oraz nanoszenie
badanych bakterii ze wzrostu na pozywce na zranienie ro-
$liny (Azad 1 wsp. 2000). Nalezy podkresli¢, ze prawidlo-
wa diagnostyka choroby, w tym identyfikacja patogenu,
sa bardzo pomocne w doborze $rodkow zapobiegawczych
i interwencyjnych.

Celem przeprowadzonych badan byto okreslenie wply-
wu réznych metod inokulacji ro$lin kukurydzy wybranymi
szczepami patogennych bakterii wyosobnionych z chorych
ro$lin kukurydzy, na powstawanie i rozwdj objawow choro-
bowych. Szczepy te nalezaly do gatunkow: P. carotovorum
subsp. carotovorum, D. zeae, P. ananatis, P. agglomerans
i E. cloaceae subsp. dissolvens.

Tabela 1. Wykaz testowanych szczepow bakterii
Table 1. List of tested bacterial strains

Materialy i metody / Materials and methods

Przygotowanie inokulum i inokulacja ro$lin / Prepara-
tion of inoculum and inoculation of plants

W doswiadczeniu uzyto osiem szczepoéw bakterii pato-
gennych dla kukurydzy nalezacych do czterech gatunkéw:
P. ananatis, P. agglomerans, E. cloaceae subsp. dissolvens
iD. zeae (tab. 1). Bakterie hodowano na pozywce TSA (ang.
Tryptic Soy Agar) (Sigma Aldrich, USA) w temperaturze
27°C. Po 24 godzinach inkubacji wzrost bakterii zalewano
sterylng woda destylowana. Gestos¢ uzyskanej zawiesiny
ustalono na 1,3—1,4 x 108 jtk/ml stosujac metode seryjnych
rozcienczen i posiewow na pozywke — podtoze YDC (ang.
Yeast-Dextrose-Carbonate agar) (ekstrakt drozdzowy 10 g,
dekstroza 20 g, weglan wapnia 20 g, agar 15 g) (Schaad
i wsp. 2001) oraz przez pomiar optycznej gestosci (OD,
ang. Optical Density) na spektrofotometrze przy dlugosci
fali 600 nm.

Testy wykonano na siewkach kukurydzy cukrowej od-
miany Waza F1 w stadium 3—4 li$ci, rosnagcych w pojemni-
kach z ziemiag ogrodowa wymieszang z torfem (1 : 1), przy
12-godzinnym o$wietleniu. Zastosowano nast¢gpujgce meto-
dy inokulacji roslin:

1) wstrzykiwanie 1 ml zawiesiny za pomocg strzykawki
lekarskiej do todygi Iub liscia,

2) wprowadzenie 1 ml zawiesiny do liscia strzykawka le-
karska bez igly,

3) nanoszenie 5 ml zawiesiny bakterii na liscie kazdej
siewki opryskiwaczem pod ci$nieniem,

4) nanoszenie opryskiwaczem 5 ml zawiesiny bakterii na
liscie kazdej siewki uprzednio uszkodzone karborundem,

5) nanoszenie bakterii ze wzrostu na pozywce na li§¢
kazdej siewki, uprzednio uszkodzony punktowo igla

(jedno ptaskie oczko ezy o $rednicy 5 mm na uszko-

dzenie).

Lp. Nazwa gatunkowa szczepu Symbol szczepu Roslina-Gospodarz Pochodzenie szczepu
No. Species name of the strain Strain symbol Host name Origin of the strain
Bank patogenow IOR — PIB
1. |Pantoea ananatis M08 Zea mays Pathogen bank IPP — NRI
ATCC 33244 Ananas comosus ATCC 33244
Bank patogenow IOR — PIB
M260 Zea mays
2. |Pantoea agglomerans g Pathogen bank IPP — NRI
ATCC 33243 Homo sapiens ATCC 33243
Bank patogenow IOR — PIB
M425 Zea mays
3. |Enterobacter cloaceae subsp. dissolvens g Pathogen bank IPP — NRI
ATCC 23373 Zea mays ATCC 23373
CH3 Zea mays MWB UG & GU (Egipt)
4. |Dickeya zeae -
CH63 Zea mays MWB UG & GU (Holandia)
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Na kazda metodg¢ inokulacji i kazdy testowany szczep
uzyto po 10 siewek. Kombinacje kontrolng stanowily siew-
ki traktowane odpowiednio sterylng woda destylowana. Dla
poréwnania do badan witaczono szczepy referencyjne z ko-
lekcji ATCC (tab. 1).

Po inokulacji polowe ro$lin inkubowano w warunkach
szklarniowych (temperatura 19-25°C, wilgotnos¢ 50-95%),
a druga polowe w komorze inkubacyjnej o podwyzszonej
temperaturze i wilgotnosci (temperatura 32°C, wilgotnosé
95%). Po 14 dniach wykonano obserwacj¢ notujac wysta-
pienie lub brak objawow chorobowych wedtug skali pora-
zen opisanej przez Hagooda i Stridera (1982), gdzie stopien
1 — oznacza brak nekrozy lub wystapienie nekrozy tylko
w migjscu inokulacji, 2 — nekroza o $rednicy od 0,1 do 1 cm
wokol miejsca inokulacji, 3 — nekroza o $rednicy wigkszej
niz 1 cm wokot miejsca inokulacji (Haygood i Strider 1982).

Reizolacja bakterii / Re-isolation of bacteria

Z roslin, na ktorych obserwowano objawy chorobowe, re-
izolowano bakterie, ktére nastepnie identyfikowano do ro-
dzaju wedhlug klucza Shaad i wsp. (2001), okreslajac typ
$ciany komorkowej bakterii (barwienie Grama), ich zdol-
nos¢ do wzrostu w warunkach beztlenowych (pozywka
Hugh- Leifson, HL), wytwarzanie pigmentu (pozywki YDC
i King B) i wytwarzanie katalazy i oksydazy (Schaad i wsp.
2001) oraz do gatunku za pomoca testow API 20E (bioMe-
rieux, Marcy-1’Etoile, France) (Truu i wsp. 1999; Janda
i Abbott 2002).

Wyniki i dyskusja / Results and discussion
Inokulacja ro$lin przez wprowadzenie zawiesiny bakterii do

pedu glownego, dla wszystkich badanych szczepow, spo-
wodowata wystgpienie objawow porazenia tkanek wokot

miejsca inokulacji. Obserwowano gnicie pedu gtownego,
co istotnie ograniczato rozwoj roslin (fot. 1).

Po wprowadzeniu bakterii do lisci, dla wszystkich ba-
danych szczepdéw, obserwowano nekrozy tworzace si¢
w miejscu inokulacji, rozwijajace wzdtuz nerwow liscio-
wych i stopniowo obejmujacych znaczng powierzchnig lisci
(fot. 2).

Opryskiwanie roslin zawiesing bakterii oraz nanoszenie
zawiesiny bakterii na liscie uprzednio uszkodzone karbo-
rundem, dla wszystkich badanych szczepoéw, powodowato
wystgpienie niewielkich nekroz, poczatkowo owalnych,
jasnobrazowych w $rodku i z z6tta otoczka na zewnatrz.
Nekrozy te powickszaty si¢ i zlewaty, zajmujac znaczne ob-
szary blaszki liSciowej (fot. 3).

Naktadanie bakterii ze wzrostu na uprzednio uszkodzo-
ne punktowo liscie, dla wszystkich badanych szczepow,
powodowato wystapienie nekroz tworzacych si¢ w miejscu
inokulacji, rozwijajacych wzdtuz nerwow lisciowych i stop-
niowo zajmujacych znaczng powierzchnig lisci (fot. 4).

Inkubowanie zakazonych roslin w komorze hodowlane;j,
w ktorej panowaly warunki optymalne dla rozwoju choro-
by, nie spowodowato wzrostu liczby pojedynczych zmian
chorobowych, a jedynie nasilito i przyspieszyto rozwoj ob-
jawow juz istniejacych (fot. 1C, 2C, 3C, 4C). Na roslinach
inokulowanych poprzez wprowadzenie bakterii do pedu
glownego, inkubowanych w komorze hodowlanej, zaob-
serwowano wystapienie wtornych infekcji grzybowych
(fot. 1C), czego nie odnotowano w pozostatych przypad-
kach (fot. 2C—4C).

Zaobserwowano, ze objawy choroby spowodowane
przez uzyte metody inokulacji, r6znig si¢ od objawoéw ob-
serwowanych w warunkach naturalnych. Ponadto, niezalez-
nie od przynaleznosci gatunkowej badanych szczepow bak-
terii, obserwowane objawy byly zblizone w obrebie danej
metody inokulacji (tab. 2).

Fot. 1.

Objawy chorobowe powstale po zastosowaniu metody inokulacji polegajacej na wprowadzeniu zawiesiny bakterii w ped

glowny rosliny przy pomocy strzykawki lekarskiej z igta. A, B — rosliny hodowane w warunkach szklarniowych, C — rosliny

hodowane w komorze inkubacyjnej

Photo 1. Disease symptoms resulting from the inoculation method of injecting a bacterial suspension into the plant stem using a syringe
with a needle. A, B — plants grown in greenhouse conditions, C — plants grown in the incubation chamber
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Fot.2.  Objawy chorobowe powstate po zastosowaniu metody inokulacji polegajacej na wprowadzeniu zawiesiny bakterii do lisci za
pomocg strzykawki lekarskiej bez igly. A, B —rosliny hodowane w warunkach szklarniowych, C — rosliny hodowane w komorze
inkubacyjnej

Photo 2. Disease symptoms resulting from the inoculation method of injecting a bacterial suspension into the leaves using a syringe
without a needle. A, B — plants grown in greenhouse conditions, C — plants grown in the incubation chamber

Fot.3. Objawy chorobowe powstale po zastosowaniu metody inokulacji polegajacej na opryskiwaniu liSci zawiesing bakterii pod
cisnieniem. A, B — ro$liny hodowane w warunkach szklarniowych, C — ro$liny hodowane w komorze inkubacyjnej

Photo 3. Disease symptoms resulting from the inoculation method of spraying leaves with a bacterial suspension under increased
pressure. A, B — plants grown in greenhouse conditions, C — plants grown in the incubation chamber

Fot. 4. Objawy chorobowe powstate po zastosowaniu metody inokulacji polegajacej na naktadaniu bakterii ze wzrostu na liscie w miej-
sca z uprzednio uszkodzong tkanka. A, B — rosliny hodowane w warunkach szklarniowych, C — rosliny hodowane w komorze
inkubacyjnej

Photo 4. Disease symptoms resulting from the use of the inoculation method consisting in placing bacterial colonies directly on the leaves
in places with artificially damaged epidermis. A, B — plants grown in greenhouse conditions, C — plants grown in the incubation
chamber
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Tabela 2. Wystepowanie i nasilenie objawdw choroby na testowanych roslinach kukurydzy
Table 2. Occurrence and severity of disease symptoms on tested corn plants

Szczep — Strain Metoda inokulacji — Method of inoculation*
strzykawka strzykawka .
. . . . naktadanie eza
Lp. nazwa gatunkowa szczepu zigla bez igly opryskiwanie | karborund anplication
No. species name of the strain syringe syringe spraying carborundum V&th a loo
with needle | without needle P
1. |Pantoea ananatis ATCC 33244 0/0/5**| 0/0/5 | 0/0/5 | 0/0/5 | 0/0/5 | 0/0/5 | 0/0/5 | 0/0/5 | 1/0/5 | 3/0/5
2. |Pantoea ananatis M408 0/3/5 | 0/0/5 | 1/0/5 | 0/0/5 | 0/0/5 | 0/0/5 | 0/0/5 | 0/0/5 | 0/4/5 | 2/2/5
3. |Pantoea agglomerans ATCC 33243 0/0/5 | 0/0/5 | 0/0/5 | 0/0/5 | 0/0/5 | 0/0/5 | 0/0/5 | 0/0/5 | 0/0/5 | 0/0/5
4. |Pantoea agglomerans M260 0/0/5 | 0/0/5 | 0/0/5 | 0/0/5 | 0/0/5 | 0/0/5 | 0/0/5 | 0/0/5 | 0/4/5 | 2/2/5
5. |Enterobacter cloaceae ss. dissolvens ATCC 23373 0/0/5 | 0/0/5 | 0/0/5 | 1/0/5 | 0/0/5 | 0/0/5 | 0/0/5 | 0/0/5 | 2/1/5 | 2/0/5
6. |Enterobacter cloaceae subsp. dissolvens M425 0/3/5 | 0/0/5 | 0/0/5 | 0/0/5 | 0/0/5 | 0/0/5 | 0/0/5 | 0/0/5 | 0/1/5 | 2/3/5
7. |Dickeya zeae CH3 3/2/5 | 0/1/5 | 3/0/5 | 3/0/5 | 2/0/5 | 0/1/5 | 1/0/5 | 0/0/5 | 2/3/5 | 0/5/5
8. |Dickeya zeae CH63 3/0/5 | 1/1/5 | 1/1/5 | 2/2/5 | 2/1/5 | 5/0/5 | 0/0/5 | 0/0/5 | 2/3/5 | 2/2/5

Objasnienia: *strzykawka z igla — inokulacja przez wprowadzenie zawiesiny bakterii do pedu gtdéwnego rosliny za pomoca strzykawki lekarskiej z igha;
strzykawka bez igly — inokulacja przez wprowadzenie zawiesiny bakterii do lisci za pomoca strzykawki lekarskiej bez igty; opryskiwanie — inokulacja przez
opryskiwanie siewek kukurydzy zawiesing bakterii; karborund — inokulacja przez naktadanie zawiesiny bakterii na liScie siewek kukurydzy uprzednio
uszkodzone karborundem; naktadanie eza — inokulacja poprzez natozenie bakterii ze wzrostu na uprzednio wykonane, punktowe uszkodzenia lici, **skala
porazenia wedtug Haygooda i Stridera (1982): liczba ro$lin wykazujacych nekrozy o srednicy od 0,1 do 1 cm wokoét miejsca inokulacji / liczba roslin
z nekrozami o $rednicy wigkszej niz 1 cm / liczba roslin testowanych w powtérzeniu

Explanations: *syringe with a needle — inoculation by introducing a bacterial suspension into the main shoot of the plant using a medical syringe with
a needle; syringe without a needle — inoculation by introducing a bacterial suspension into the leaves using a medical syringe without a needle; spraying —
inoculation by spraying corn seedlings with a bacterial suspension under pressure; carborundum — inoculation by rubbing the bacterial suspension into the
leaves of corn seedlings previously damaged with carborundum; application with a loop — inoculation by applying bacteria from a growth strip to previously
made, point damage to the leaves, **infestation scale according to Haygood and Strider (1982): number of plants showing necroses with a diameter of

0.1 to 1 cm around the inoculation site / number of plants with necroses with a diameter of more than 1 cm / number of plants tested in a repetition

W warunkach naturalnych, objawy powodowane przez
D. zeae obejmuja brazowienie todygi, ktore stajg si¢ mocno
uwodnione oraz mi¢kkie i dalej prowadzi to do maceracji
tkanki, ktora wydziela nieprzyjemny zapach. W miar¢ roz-
woju choroby, zgnilizna rozszerza si¢, prowadzac do wied-
nigcia ro$liny i zalamania si¢ jej pod wlasnym cigzarem
(Claflin 2000). Tymczasem, po inokulacji, objawy zblizo-
ne do gnicia tkanki todygi obserwowano jedynie po wpro-
wadzeniu bakterii do pedu gtownego (fot. 1). Co wigcej,
zmiany chorobowe postgpowaly w kierunku wierzchotka
ro$liny, od miejsca wstrzyknigcia bakterii, a nie w kierunku
czescei podziemne;j, jak w warunkach naturalnych, co stwier-
dzil Claflin (2000). Opisane objawy uzyskano niezaleznie
od przynalezno$ci gatunkowej badanych szczepow bakterii.
Podobng zalezno$¢ obserwowano dla E. cloaceae subsp.
dissolvens, ktory w warunkach naturalnych powoduje gni-
cie todygi kukurydzy, co stwierdzili Thind i Payak (1985).
Tutaj, podobnie jak wyzej, obserwowane po inokulacji
gnicie todygi postgpowato w kierunku wierzchotka rosliny
(fot. 1). Pozostale, zastosowane metody inokulacji, dla
szczepdw D. zeae oraz E. cloaceae subsp. dissolvens, pro-
wadzily do powstania nekroz wokol miejsca wstrzyknigcia
patogenu, rozwijajacych si¢ wzdluz nerwoéw liSciowych
i zajmujacych znaczng powierzchnig lisci (fot. 2—4). Nekro-
zy te otoczone byly przez z6tta otoczke (halo) i miaty ten-
dencje do zlewania si¢ zajmujac znaczne obszary blaszki li-

Sciowej, szczegolnie w przypadku metod wykorzystujacych
opryskiwanie zawiesing bakteryjna (fot. 3).

W przypadku P. ananatis, objawami wystepujacymi
w warunkach naturalnych jest plamistos¢ lisci kukurydzy
(Paccola-Meirelles i wsp. 2001; Krawczyk i wsp. 2010) oraz
zgnilizna todygi kukurydzy (Goszczynska i wsp. 2007). Dla
badanych szczepow P. ananatis, objawy zblizone do pla-
mistosci lisci obserwowano po opryskiwaniu lisci zawiesi-
ng bakterii (fot. 3), natomiast po wprowadzeniu zawiesiny
bakterii w ped gtéwny, obserwowano wystapienie zgnilizny
(fot. 1).

Dla P. agglomerans, objawy obserwowane w warunkach
naturalnych maja posta¢ nieregularnych plam koloru stom-
kowego, rozciagajacych si¢ na calg dtugos¢ liscia (Morales-
-Valenzuela i wsp. 2007). Podobne nekrozy uzyskano
przy uzyciu wszystkich zastosowanych metod inokulacji
(fot. 2—4) z wyjatkiem wprowadzania zawiesiny bakterii
w ped gtéwny, gdzie rowniez obserwowano gnicie (fot. 1).

Niezaleznie od badanego szczepu bakterii, inkubacja za-
inokulowanych roslin w komorze hodowlanej, w podwyz-
szonej temperaturze i wilgotnosci, nasilita i przyspieszyla
rozwoj objawow juz istniejacych (fot. 1C, 2C, 3C, 4C), co
najprawdopodobniej bylo spowodowane wystgpowaniem
warunkow optymalnych dla rozwoju choroby.

Co wazne, w testach patogennos$ci, zadna z uzytych
metod inokulacji nie pozwolita na uzyskanie objawow
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choroby, takich jak te obserwowane w polu, w warunkach
naturalnych. Ponadto, niezaleznie od gatunku bakterii, ob-
serwowane objawy byly zblizone do siebie w obrebie uzytej
metody inokulacji (fot. 1, 2, 3, 4). Zalezno$¢ braku podo-
bienstwa objawoéw wywolanych przez inokulacje, z tymi
wystepujacymi w warunkach naturalnych, obserwowa-
no dla Kosakonia cowanii infekujacego soj¢ (Krawczyk
i Borodynko-Filas 2020), dla P. ananatis infekujacej ku-
kurydzg 1 pszenicg (Krawczyk i wsp. 2020) oraz dla Pseu-

wynikdéw testow patogennosci. Uznawanie za prawdziwe
jedynie objawow bardzo zblizonych do tych wystepujacych
naturalnie, moze prowadzi¢ do odrzucenia prawidlowych
wynikow jako falszywie pozytywnych. Testy patogenno-
$ci sa narzedziem pozwalajacym oceni¢ czy badany szczep
bakterii moze zainfekowaé zdrowa rosling gospodarza
i spowodowac u niej rozwinigcie si¢ objawdw choroby.
Ostateczna posta¢ objawow bedzie si¢ rozni¢ w zaleznosci
od uzytej metody inokulacji.

domonas syringae infekujacego morwe biatg (Krawczyk
i Lochynska 2020).

Na podstawie wynikow, mozna wnioskowac¢, ze objawy
choroby spowodowane inokulacja szczepami bakterii na
ros$linach kukurydzy r6znig si¢ od objawoéw obserwowa- 1.
nych w warunkach naturalnych. Ponadto, objawy choro-
by uzyskane po inokulacji nie sg specyficzne dla zadnego
z badanych gatunkow bakterii patogenicznych i s do siebie 2.
zblizone w obrebie danej metody inokulacji. Wystepowanie
takiej zaleznos$ci nalezy bra¢ pod uwage przy interpretacji

Whioski / Conclusions

Przynaleznos¢ gatunkowa bakteryjnych patogendéw ku-
kurydzy nie determinuje postaci objawdw choroby po-
wstatych w wyniku inokulacji roslin.

Dla roslin kukurydzy, wybor metody inokulacji i wa-
runkow hodowli ro$lin po inokulacji, warunkuje postac
i nasilenie obserwowanych objawoéw choroby.
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