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BARBARA GEOWACKA-PILOT

Bakterie Serratia marcescens Bizio — sprawca epizoocji larw
borecznika sosnowca Diprion pini

Bakrepuss Serratia marcescens Bizio — nNpuHYHHA SMH300THH JHYHHOK OOGLIKHOBEHHOIG
COCHOBOrO MHJMHJbLIHKA Diprion pini L.

The bacteria Serratia macrescens Bizio responsible for the epizooty in Diprion pini L.
larvae

WSTEP

Chcmoby infekcyjne ograniczajgce liczebno$é populacji, borecznika so-
snowca Diprion pini L. obserwowano od dawna, jednakze dokladniej-
sze badania dotyczyly jedynie grzybéw powodujgcych mykozy larw w ko-
konach. Rudniew (cyt. za Escherichem) (7) opisal gradacje bo-
recznika ma Ukrainie, podczas ktérej 26% zimujgcych larw zostalo znisz-
czonych przez choroby grzybowe i bakteriozy. S ¢ he d1(18) badal mykozy
borecznika w 1938 r. w okolicach Gdanska i stwierdzil, ze Isaria (prawdopo-
dobnie Paecilomyces farinosus) byla przyczyng $mierci 1,2—9,25% larw
przebywajacych w kokonach. S ch e d1 wspominal ré6wniez o drugiej cho-
robie larw zabijajgcej borecznika w stadium wyro$nietej larwy lub w okre-
sie sporzadzania kokonéw, nie podal jednak zadnych spostrzezen ani przy-
puszczen dotyczacych jej sprawcy. Choroby grzybowe borecznika sosnowca
na terenie NRD badala Urban (21), ktéra stwierdzila, ze przyczyng my-
koz larw w kokonach byly najczeSciej: Paecilomyces farinosus (Dicks.)
Brown et Smith, Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. i Cephalosporium sp. Po-
dobnie Gérnas?! stwierdzil wystepowanie tych trzech gatunkéw grzy-
béw na larwach borecznika w Polsce.

Szczegblowe obserwacje bakiteriozy larw borecznika w okolicach Lenin-
gradu oraz na Ukrainie opisal Shiperovitsch (cyt. za Escheri-
c¢h em) (7). Choroba atakowala przewaznie larwy po 3 lub 4 wylince i do-
prowadzala do silnej redukeji populacji szkodnika. Przyczyna jej byla bak-
teria, ktérg Shiperovitsch nazwal Bacillus septicemiae lophyri.
Koehler i wsp. (11) sygnalizowali pojaw bakteriozy, ktéra gwaltownie
wystgpila w populacjach borecznika sosnowca w wielu okolicach Polski
w 1959 r. Przyczyna choroby nie zostata okreslona.

Brak jest rowniez w piSémiennictwie dokladnych danych dotyczacych

1 materiaty nieopublikowane
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chor6éb wirusowych borecznika sosnowca. Wprawdzie Balch i Bird (1)
wspominali o wirozie larw tego gatunku, informacja ta jednak nie zostala
potwierdzona przez innych autoréw.

MATERIAL I METODYKA -

We wrzeSniu 1971 r. stwierdzono masowe wystepowanie drugiej gene-
racji borecznika sosnowca Diprion pini L. na terenie nadle$nictw Antonin
i Ostrzeszéw. Obserwacje wykazaly, Zze na powierzchni okolo 20 hektaréw
nastapilo zalamanie si¢ gradacji szkodnika spowodowane epizoocjg larw.

‘W celu okreslenia przyczyny Smiertelnosci pobrano spod 20 drzew w obu
nadle$nictwach prdobki chorych i martwych larw, ktére nastepnie poddano
badaniom w laboratorium. Poniewaz obserwacje mikroskopowe wykazaly,
ze hemolimfa badanych larw zawiera duze iloSci komoérek bakteryjnych,
przeprowadzono izolacje i oznaczanie bakterii.

Zebrano réwniez 200 zywych larw z chorych populacji i hodowano je do
czasu sporzadzenia przez nie kokonéw w laboratorium w szklanych kloszach
na pedach sosnowych. Po dwu tygodniach przechowywania kokonéw w ob-
nizonej temperaturze przeprowadzano sekcje i badano zdrowotnos¢ larw
w kokonach oraz izolowano patogeny.

Izolowanie bakterii przeprowadzano w sposéb nastepujacy: martwe lub
obumierajgce (uSpione octanem etylowym) larwy odkazano powierzchniowo
tamponem waty zwilzonej 50% alkoholem etylowym, nastg¢pnie po rozer-
waniu oskérka iglami preparacyjnymi, pobierano eza niewielka ilos¢ wy-
ciekajgcej hemolimfy do probéwki z 5 ml jalowej wody. Krople takiej za-
wiesiny posiewano na pozywke bulionowo-agarowa w szalce Petriego. Po-
zywke inkubowano w temperaturze 27°C i w miare wzrostu bakterii, ko-
lonie bakteryjne réznigce sie morfologicznie przeszczepiano na skosy bulio-
nowo-agarowe.

Ogolem przebadano po 50 martwych lub obumierajacych larw zebranych
w obu nadleénictwach oraz po 35 larw, ktére obumarly w hodowlach labo-
ratoryjnych.

W celu identyfikacji wyizolowanych szczepéw bakterii okresSlano ich
cechy morfologiczne, hodowlane i biochemiczne na podtozach przygotowa-
nych zgodnie z metodyka podang przez Pelczara (16) oraz w Repont
(17). Identyfikacje przeprowadzano wediug Bergeya (2) oraz Gibbsa
i Skinnera (9).

Badano nastepujace cechy wyizolowanych szczepéw bakteryjnych:

1) morfologie komdérek, |

2) cechy hodowlane — wzrost na agarze i Zelatynie,

3) cechy biochemiczne — stosunek do tlenu atmosferycznego, fermen-
tacja glukozy, laktozy, sacharozy, ksylozy, mannitolu, dulcytolu, salicyny,
inozytolu i adonitolu, wytwarzanie indolu, acetylmetylkarbinolu, sna'rk-ovvuo-
doru i ureazy w obecno$ci KCN, uplynnianie zelatyny i kazeiny re-
dukcja azotanéw, préba z czerwienia metylows, dezaminacja fe_rlyvloalan:laf_ly,
dekarboksylacja lizyny, argininy i ornityny, wzrost na podlozu cytrynia-
nowo-amonowym oraz na podlozu z malonianem sodu.

Wszystkie hodowle na pozywkach plynnych i agarowych _pcrowadzono
w temperaturze 27°C. Hodowle na podlozach zelatynowych inkubowano
w temperaturze pokojowej.
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. Tabela 1
Cechy morfologiczne i fizjologiczne wyizolowanych gatunkéw bakterii

Gatunek

Badana cecha Serratia Proteus Aerobacter
marcescens vulgaris cloacae
Bizio Hauser Jordon

wymiary w u 0,4—0,5 X 0,5—0,8 0,7—0,9 X 1—1,8 0,7—0,9 X 1—1,5
ruchliwo$é ’
glukoza

laktoza

sacharoza

ksyloza

mannitol

dulcytol

salicyna

adonitol

inzytol

indol

czerwien metylowa
acetylmetylkarbinol
cytrynian amonu
siarkowodé6r

ureaza

zelatyna

kazeina

KCN

malonian sodu
dezaminacja fenyloalaniny
dekarboksylacja lizyny
dekarboksylacja argininy
dekarboksylacja ornityny
redukcja azotanéw

-+ reakcja pozytywna
— reakcja negatywna
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WYNIKI

Ogolem ze 170 badanych martwych lub obumierajacych larw borecznika
sosnowca wyizolowano 183 szczepy bakteryjne nalezace do 3 gatunkéw z ro-
dziny Enterobacteriaceae. 170 szczep6w nalezalo do gatunku Serratia mar-
cescens Bizio, 10 szczep6w do gatunku Proteus vulgaris Hauser i 3 szczepy
do gatunku Aerobacter cloacae Jordon. Cechy morfologiczne i fizjologiczne
bakterii, podane w tabeli 1, na ogél odpowiadaly ich charakterystykom
opisanym w literaturze (2, 9). Szczepy S. marcescens nie wytwarzaly prodi-
giozyny.

Z 100 larw badanych bezposrednio po zebraniu ich w terenie wyizolo-
wano 100 szczepéw S. marcescens, z 70 larw obumarlych w czasie hodowli
laboratoryjnej wyizolowano 70 szczepéw S. marcescens, 10 szczep6w P. vul-
garis i 3 szczepy A. cloacae.

Sposréd 200 larw hodowanych w laboratorium obumario 88 % (65%
larw przed sporzadzeniem kokonu i 23% w stadium eonymfy). Pozostale
129% larw bylo zywe w czasie przeprowadzania sekcji kokonow. ’

Obserwacje mikroskopowe wykazywaly duze iloSci ruchliwych komo-
rek bakteryjnyech w osoczu hemolimfy chorych larw. Ciala martwych larw
49
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Ryc. 1. Chore larwy borecznika

sosnowca Diprion pini L.

zgromadzone wokO! pnia na Scidlce.
Fot. E. G6rnas

ciemnialy, a bakterie rozmnazaly sie w nich w dalszym ciggu, doprowadza-
jac do rozrzedzenia tkanek. W hodowlach laboratoryjnych chore i martwe
larwy wisialy niejednokrotnie na iglach sosnowych przyklejone wydzieling
z otworu gebowego lub analnego. W warunkach terenowych larw groma-
dzily sie na $ciélce wokol pni drzew i tu pozostawaly az do smierci (ryc. 1).

OMOWIENIE WYNIKOW

Ze 170 badanych larw borecznika sosnowca zebranych w czasie epizooc]i
na terenach nadleénictw Ostrzeszéw i Antonin zostala wyizolowana bar-
wigca sie gramujemnie palka, ktérg mimo, ze nie wytwarzala prodigiozyny
oznaczono na podstawie cech morfologicznych i fizjologicznych jako Serra-
tia marcescens Bizio. Davis i wsp. (6) oraz Martineci Kocur (14),
ktorzy przebadali wiele szczepow Serratia sp. uznali tylko jeden gatunek
S. marcescens w tym rodzaju. Pozostale, S. plymouthensis, S. kielensis
i S. indica przyjeli jako synonimy S. marcescens.

Bakteria ta, znana jako patogen okofo 70 gatunkéw owadow m. in. z ro-
dziny Diprionidae, nie byla dotychczas izolowana z borecznika sosnowca.
Duza liczba owadéw znanych ze swej wrazliwosci na S. marcescens wyni-
ka z faktu, ze bakteria ta wystepuje w dwu odmianach, z ktérych jedna
wytwarza charakterystyczny czerwony barwnik — prodigiozyne, bedacy
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bardzo latwg cechg diagnostyczng. Szczepy bezbarwne, réwniez patogenne
dla owadow, sg trudniejsze do identyfikacji i prawdopodobnie liczne bak-
terie izolowane dotychczas z owadow i opisywane jako nowe gatunki nale-
zaly w istocie do Serratia marcescens. Rowniez opisany przez Shipero-
vitscha Bacillus septicemiae lophyri powodujacy epizoocje borecznika
sosnowca w warunkach naturalnych mégl byé bezbarwnym szczepem
S. marcescens. Shiperovitsch opisuje wyizolowanego przez siebie
patogena jako bakterie bardzo podobng do Bacillus acridiorum d’Herelle,
obecnie Aerobacter cloacae — gatunek nalezgcy podobnie jak S. marcescens
do rodziny Enterobacteriaceae.

Serratia marcescens byla przyczyng licznych epizoocji owadéw hodowa-
nych w warunkach laboratoryjnych. Juz w 1817 r. obserwowano czerwone
zabarwienie martwych ggsienic Bombyx mori (19).

W ostatnich latach Stevenson (20) izolowal te bakterie z martwej
szaranczy, Bucher (5) ze szkodnikéw tytoniu i pomidoréow, Moore
i Wool (15, 22) z larw chrzaszczy, Lip a (12) obserwowal epizoocje gna-
tarza rzepakowca wywolang przez S. marcescens, a Gtlowacka-Pilot
(10) izolowala jg z chorych gasienic barczatki sosnéwki. Znane sg rowniez
powodowane przez te bakterie przypadki epizoocji wsréd owadow zyjacych
w warunkach naturalnych, zwlaszcza wsrod szaranczakow (3).

Badania Bucher a (4) wykazaly, ze S. marcescens moze by¢ przenoszo-
na na pokladelku pasozytéw i wystarczajgce jest wprowadzenie 1 komorki
bakteryjnej do jamy ciala wrazliwego owada, aby spowodowac jego cho-
robe i Smieré. S. marcescens wytwarza egotoksyny (13) i enzym lecytynaze
(8) umozliwiajgce inwazje jamy ciala owada i prawdopodobnie dzigki tym
mechanizmom moze w odréznieniu od innych C— palek powodowac epi-
zoocje. Oprécz niej, z rodziny Enterobacteriaceae, jedynie Aerobacter clo-
acae zdolny jest wywolaé opizoocje owadow zyjacych w warukach natu-
ralnych. Nie znane sg dotychczas takie epizoocje powodowane przez pozo-
stale gatunki z rodziny Enterobacteriaceae.

WNIOSKI

1. Sprawca epizoocji larw borecznika sosnowca Diprion pini L. w nad-
le$nictwach Antonin i Ostrzeszéw byl niewytwarzajacy barwnika szczep
bakterii Serratia marcescens Bizio.

2. S. marcescens znana jest jako przyczyna epizoocji owadow zyjacych
w warunkach naturalnych i prawdopodobnie moze odgrywaé¢ wazng role
w ograniczaniu liczebnosci populacji borecznika sosnowca.
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KpaTtkoe comepxaHHe

B cenrsbpe 1971 r. 6buta ycCTaHOBJEHAa 3MH300THS JHYHHOK OGBIKHOBEHHONO COCHOBOTO
nunuiblinKa Diprion pini L. Ha TeppHTOPHH HaAnecHuuecTs AHtomnH u OcTimeimys
B MO3HAHCKOM BOEBOACTBE. I/l onpenesieHHsi NPHYHHB CMEPTHOCTH B JabopaToOpUH HCCJeno-
BaJIMCb yMHpalollHe H MEPTBble JHYHHKH. Ha6momeHuss moa MHKDPOCKONOM MOKAa3aJsH, YTO
B reMosiiM¢e OOJIbHBIX JINYHHOK HAXOAATCS GOJbIIHEe KOJUYECTBA MOMBHIKHBIX 6aKTepHHHBIX
kinetok G. M3 170 nocienoBaHHBIX JIHUMHOK BhimeneHo 170 nokoJenuii Serratia marcescens
Bizio, 10 mnokosenuii Proteus vulgaris Hauser u 3 mnokoJjeuus Aerobacter cloacae
Jordan.

Summary

The epizooty of Diprion pini L. larvae was found in September 1971 on the area
of the Antonin and Ostrzesz6w forest districts in the Poznan province. Dying and
dead larvae have been examined in laboratory in order to identify the cause of mor-
tality. Microscopic examination revealed great quantities of mobile G- bacterial cells
in the haemolymph of infected larvae. 170 strains of Serratia macrescens Bizio, 10
strains of Proteus wvulgaris Hauser, and 3 strains of Aerobacter cloacae Jordon were
isolated from the 170 examined larvae.
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